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Abstrakt

Jednou z moznosti, jak zmirnit celosvétovy problém antibiotické rezistence, je
mimo jiné i syntéza a vyvoj novych antimikrobnich Iatek. VSechny latky pfipravené
v ramci této prace vychazi z molekuly 4-amino-1-benzylpiperidinu nebo jeho izomeru 4-
(piperidin-1-ylmethyl)anilinu. Vychozi molekula byla zvolena na zakladé aktivity zjisténé
v predeslych pracich. Pomoci tfinacti jednokrokovych syntéz byly pfipraveny iminy, a to
reakci vychozi molekuly aminu s pfisluSnym aldehydem. Dvé dalsi syntézy vedly
ke vzniku amid0 reakci vychozi molekuly s pfislusnou salicylovou kyselinou. Vytézky
reakci se pohybovaly u imin0 v rozmezi 26-97 % a u amidd byly vytézky 25 a 39 %.
Vsechny latky byly pfipraveny v dostatecném mnozstvi a Cistoté potfebné pro stanoveni
biologické aktivity.

U vSech patnacti slouéenin byla testovdna antibakterialni aktivita proti klinicky
vyznamnym Gram-pozitivnim i Gram-negativnim kmendm. Dale byly otestovany
na jejich antifungdlni aktivitu, antimykobakterialni aktivitu a byla testovana i jejich
schopnost inhibovat enzymy acetylcholinesterazu a butyrylcholinesterazu. Z vysledki
testovani je patrné, Ze amidy byly antimikrobné neucinné, ale nékteré iminy vykazovaly
velmi dobré vysledky. Obecné byly latky vice aktivni proti patogennim houbdm,
ale dijodované a dichlorované iminy vykazovaly i dobrou aktivitu vici Gram-pozitivnim
kmenlm bakterii. Nejnizs§i MIC (minimdlni inhibiéni koncentrace) u bakterii
(15,62 umol/l) i hub (1,95 umol/l) vykazoval (E)-2,4-dijod-6-({[4-(piperidin-1-
ylmethyl)fenyllimino}methyl)fenol.

Nejvétsi selektivitu k enzymu acetylcholinesteraza vykazoval (E)-2,4-dichlor-6-
{[(4-(piperidin-1-yImethyl)fenyl)imino]methyl}fenol (ICso = 0,60 umol/l a SI = 0,06) a (E)-
1-(3-nitrofenyl)-N-{[(4-piperidin-1-yl)methyl]fenyl}methanimin (ICso = 0,23 umol/l a Sl =
0,02). SI znadi index selektivity, uréen vypoctem AChE/BChE. Nejvice selektivni
k butyrylcholinesteraze z pripravenych sloucenin byll (E)-2-{[(1-benzylpiperidin-4-
yl)imino]methyl}-4,6-dijodfenol (ICso = 18,33 umol/l a Sl = 1,33).
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Abstract

One of the ways to alleviate the global problem of antibiotic resistance is, among
other things, the synthesis and development of new antimicrobials. All compounds
prepared in this work are based on the molecule 4-amino-1-benzylpiperidine or its
isomer 4-(piperidin-1-ylmethyl)aniline. The parent molecule was chosen on the based
on its previously reported activity. Thirteen imines were prepared using one-step
synthesis by reacting the starting amine with the corresponding aldehyde. Two
additional syntheses led to the amides by reaction of the starting molecule with the
corresponding salicylic acid. The yields of the reactions ranged from 26 to 97 % for the
imines and were 25 and 39 % for the amides. All compounds were prepared in sufficient
guantity and purity to determine biological activity.

All fifteen compounds were tested for their antibacterial activity against clinically
relevant Gram-positive and Gram-negative strains. They were further tested for their
antifungal activity, antimycobacterial aktivity, and their ability to inhibit the enzymes
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase was also tested. The results of the
evaluation showed that the amides were ineffective against microbes, but some imines
showed excellent results. In general, the compounds were more active against
pathogenic fungi, but the diiodinated and dichlorinated imines also showed a good
activity against Gram-positive bacterial strains. The lowest MIC (minimum inhibitory
concentration) for both bacteria (15.62 umol/L) and fungi (1.95 umol/L) was found for
(E)-2,4-diiodo-6-{[(4-(piperidine-1-yImethyl)phenyl]limino}methyl)phenol.

(E)-2,4-Dichloro-6-{[(4-(piperidin-1-yImethyl)phenyl)imino]methyl}phenol (IC50
= 0.60 pmol/L and SI = 0.06) and (E)-1-(3-nitrophenyl)-N-{[(4-piperidin-1-
yl)methyl]phenyllmethanimine (IC50 = 0.23 umol/L and SI = 0.02) showed the highest
selectivity for the enzyme acetylcholine esterase. S| denotes selectivity index,
determined by AChE/BChE calculation. The best selectivity to butyrylcholinesterase
among the prepared compounds showed (E)-2-{[(1-benzylpiperidin-4-yl)imino]methyl}-
4,6-diiodophenol (IC50 = 18.33 umol/L and SI = 1.33).
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Seznam symbolUl a zkratek

AC
AChE
ACI
AF
AFla
ATB
BChE
BS

CA
CFU
CK

CP

CT
CLP
DMSO
DNA
DTNB
EC
EDC
EF
EUCAST
FLU
HOBt
INH
KP
MBC
MIC
MRNA
MRSA
PA

Absidia corymbifera
acetylcholinesteraza

Acinetobacter baumannii

Aspergillus fumigatus

Aspergillus flavus

antibiotika

butyrylcholinesteraza

bunécna sténa

Candida albicans

colony forming units

Candida krusei

Candida parapsilosis

Candida tropicalis

cyklické lipopeptidy

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoova kyselina)
Escherichia coli
ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid
Enterococcus faecalis

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
flukonazol

1-hydroxybenzotriazol

isoniazid

Klebsiella pneumoniae

minimalni baktericidni koncentrace
minimalni inhibi¢ni koncentrace
medidtorova ribonukleova kyselina
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa
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PBS phosphate buffered saline

PIP piperacillin

Qs quorum-sensing

SA Staphylococcus aureus

SE Staphylococcus epidermidis

T Trichophyton interdigitale

TLC thin layer chromatography

tRNA transferova ribonukleova kyselina
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1 UVOD

Antimikrobni latky jsou jednim z nejvétsich objevi mediciny 20. stoleti. S jejich
rozvojem prislo veliké zlepSeni v délce Zivota. Pred jejich objevem i béina infekce
mnohdy predstavovala smrt.

Vyuzivaji se jak v terapii, tak k profylaxi nejrdznéjsich infekci, a to jak
ve zdravotnictvi, tak veterinarni mediciné. Jejich aplikace zahrnuje vSechny znamé
zpusoby — parenteralni, peroralni, topicka, systémova i lokalni. Jejich ucinek mlze byt
mikrobistaticky, nicméné ve vétsiné pripadu je snaha o mikrobicidni efekt.

Dle jejich etiologie je mUzZeme klasifikovat na antivirotika zaméfena na Iécbu
infekci vyvolanych viry, antiprotozoika jako preparaty proti prvokiim, anthelmintika
namirena proti cerviim, antimykotika pouzivana na houbové nakazy a v neposledni fadé
antibiotika (ATB), vyuZivana v lécbé bakterialnich infekci.

Nejpocetnéjsi skupinu predstavuji pravé antibiotika. Na vyzkum a vyvoj novych
preparatl je bran velky zfetel, nebot nedlouho po objevu ATB si bakterie vlivem
nad pouzivani ATB wvyvinuly rezistenci. Dnes je otazka rezistence celosvétovym
problémem a hrozi, Ze dlvod umrti na infekce bude znovu v pomysiném predu. Proto je

neustdaly vyvoj novych antimikrobidlnich 1é¢iv nezbytné nutny.
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2 TEORETICKA CAST

2.1. Klasifikace antibiotik

Antimikrobidlni preparaty mizeme délit podle nékolika kritérii pro snazsi vybér
kone¢ného vhodného pfripravku. Typicky se déli podle svého ucinku v zavislosti
na koncentraci. RozliSujeme jejich pokryti kmenu, které jsou vici nim citlivd. A jedno

vvvvvv

co nejlépe zvolit vhodny pfipravek pro konkrétni infekci.

2.1.1. U¢inek v zévislosti na koncentraci

Antibiotika mUzeme rozdélit na mikrobicidni a mikrobistaticka.
2.1.1.1. Mikrobicidni antibiotika

Maji schopnost usmrcovat mikroby a jejich davka se uréuje s pomoci hodnoty
minimalni baktericidni koncentrace (MBC). Tato hodnota se laboratorni diagnostikou
uréuje s pomoci mikrotitracni desticky, kdy mame koncentra¢ni fadu daného ATB.
Pfesné urceni hodnoty viz kapitola 2.4.2. [1]Za mikrobicidni ATB povazujeme takova,
jejichz MBC je maximalné 4x minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Tedy i mikrobicidni
ATB, pokud je pouZito v nizké koncentraci, ma vlastnosti pouze mikrobistatické. [2] Mezi
ATB s mikrobicidnim efektem se fadi na ptiklad chinolony, peniciliny, cefalosporiny,

aminoglykosidy a dalsi [3].
2.1.1.2. Mikrobistaticka antibiotika

Zastavuji rast daného mikroba nebo ho pouze zpomaluji. Koncentrace ATB se
vyjadfuje hodnotou minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). MIC predstavuje nizsi
koncentraci ATB nez MBC [4]. Do této skupiny ATB patfi tetracykliny, makrolidy,

linkosamidy, chloramfenikol a dalsi [1].
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2.1.2. Site spektra

Na zakladé Site spektra plisobeni ATB je mlizeme délit na ATB s Gzkym spektrem

ucinku a ATB s Sirokym spektrem ucinku.

2.1.2.1. Sirokospektra ATB

Mohou byt Iékem prvni volby v rdmci empirické terapie. Jsou pouzitelna proti
vétsiné kmenU zpUsobujicich danou infekci. Nicméné se nedoporucuje jejich pouzivani
z dlvodu vétsiho rizika ATB rezistence [4], [5]. Svym Sirokym uc¢inkem negativné ovliviu;ji
mikrobiom, ktery je po jejich pouziti mnohondsobné vice ovlivnén a predstavuji vétsi
zatéZz pro organismus. Jsou spojeny s vice nezadoucimi Ucinky, castym problémem
mohou byt zaZivaci problémy z divodu nerovnovahy mikrobiomu a celkové oslabeni
organismu [1]. Zastupci Sirokospektrych ATB jsou na pfiklad tetracykliny, chloramfenikol

nebo makrolidy [4].

2.1.2.2. Uzkospektra ATB

Voli se vramci racionalni terapie. S pomoci laboratorni diagnostiky urcime
puvodce dané infekce a na zakladé vysledku volime ATB pro dany kmen mikroba.
K uzkospektrym ATB je citlivych vidy jen pdar desitek kmen(. Maji mensi dopad
na mikrobiotu lidského téla a téz i na antibiotickou rezistenci [4], [5]. Do této skupiny

muzeme zaradit glykopeptidy nebo naptiklad penicilin G [6].

2.1.3. Dle ptvodu

2.1.3.1. Pfirodni ATB

Jedna se o nejstarsi skupinu ziskanou z pfirodnich zdrojd, jako jsou houby
a nékteré mikroby, které produkuji ATB [7]. Nejznaméjsi ptirodni zdroj je Penicillium
chrysogenum. Tato pliseni je zdrojem ATB penicilinu [8]. Kromé plisni jsou zdrojem ATB
i mikroby. Pfikladem mohou byt eubakterie, termofilni Paenibacillus polymyxa izolovany

z horkych pramenu je zdrojem ATB fusaricidinu B. Toto ATB vykazuje antituberkuldzni
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ucinky [7]. Kromé eubakterii mohou byt zdrojem i Gram-pozitivni bakterie. Pfikladem
mulzeme uvést rod Streptomyces. Svym tvarem muzZe pripominat vlaknitou houbu.
Nejzajimavéjsi vlastnosti streptomycet je schopnost produkovat bioaktivni sekundarni
metabolity, jako jsou antimykotika, antivirotika, cytostatika, antihypertenziva,
imunosupresiva a zejména antibiotika. Produkce vétsiny antibiotik je druhové specifickd
a tyto sekundarni metabolity jsou pro druhy rodu Streptomyces dulezité, aby mohly
konkurovat jinym mikroorganismdm, které s nimi prichazeji do styku, a to i v ramci

stejného druhu. Prikladem takového antibiotika je streptorubin B [9].

2.1.3.2. Semisynteticka ATB

S pouzitim ptirodnich ATB se objevily i nékteré problémy. Jednalo se o cenu, nizsi
ucinnost, nez byla potreba, potifeba castého opakovani davky a v neposledni radé
i nékteré zavainé neZadouci ucinky jako porucha krvetvorby, hluchota a dalsi.
V navaznosti na tyto problémy byla snaha o poznani struktury jiz pouzivanych prirodnich
ATB. Tato struktura pak slouzila jako predloha pro syntézu, ve snaze produkovat pavodni
pfirodni ATB za levnéjsi naklady chemickou syntézou. Kromé syntézy stejné molekuly
ATB jako jeji ptirodni predloha, byla snaha i syntetizovat modifikovanou plvodni
molekuly, aby nova struktura poskytovala vyhodnéjsi vlastnosti ATB, a hlavné o vyssi
ucinnost [10].

Jiz vroce 1960 jako odpovéd na vzrustajici stafylokokovou rezistenci byly

semisynteticky vyrobeny protistafylokokové peniciliny — oxacilin a dalsi [10].

2.1.3.3. Synteticka ATB

Jsou ziskavany plné chemickou syntézou a nemaji svoji pfirodni predlohu. Rozvoj
syntetickych ATB se poji s prudkym rozvojem rezistence. Rychld potfeba novych
a u¢innych derivatl je zjevna. Strategii je modifikace jiz zavedenych ATB o nové
substituenty ve snaze o ziskani vyhodnéjsich vlastnosti. V dnesni dobé jsou synteticka
ATB nejcastéjsi, diivodem pro to je rychlost a cena vyroby, spolu s moznosti modifikace

struktury ATB [2].
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2.2. Mechanismus ucinku antibiotik
2.2.1. Inhibice syntézy bunécné stény

Bunécna sténa (BS) predstavuje vyhodny bunécny cil pro ATB, nebot obsahuje
peptidoglykan, typicky pro bakteridlni bunku. UmozZnuje tak ATB selektivni plsobeni
na bakteridlni buniky bez poSkozeni bunék lidského organismu. Pfimé rozruseni struktury
peptidoglykanu je moZné pouze enzymatickou aktivitou. ProtoZze molekula ATB musi byt
mala, aby dobfe pronikala bunéénymi strukturami, nemUze mit enzymatickou aktivitu,
a tak mechanismus ucinku spociva v inhibici syntézy BS [4]. Pfikladem skupin ATB s timto
mechanismem jsou [p-laktamova antibiotika, glykopeptidy, = monobaktamy,
karbapenemy, bacitracin a dalsi [4].

Do rodiny B-laktamovych antibiotik patfi peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy,
monobaktamy a dalsi, které interferuji v poslednim kroku biosyntézy peptidoglykanu.
Struktura peptidoglykanu je sitovita a poskytuje Gram-pozitivhim bakteriim ochranu
[11]. ATB se vaze na penicillin-binding proteins (PBP), jako na své cilové struktury
s vysokou afinitou. PBP jsou transpeptiddzy, které spojuji postranni peptidové retézce,
maji takzvany crosslink efekt a diky nim dochazi k zesitovani peptidoglykanu. Peptidové
fetézce maji na svém konci strukturu D-alanin-D-alanin, na ktery se vazi pravé
transpeptidazy. ATB tuto koncovou strukturu peptidového retézce napodobuiji, ¢imz se
enzymy navazi na né misto na peptidové retézce a nedojde k finalnimu kroku biosyntézy

peptidoglykanu, tj. k jeho zesitovani [12].

2.2.2. Inhibice syntézy bilkovin

Antibiotika s timto mechanismem cili na translaéni ribonukleoproteinovy aparat
jako na sv{j bunécny cil. Nejcastéji je to jedno ze tfi kliCovych ribozomalnich mist —
A misto na 30S, centrum peptidyltransferazy na 50S a vystupni tunel na 50S podjednotce
[13].

Na A misto 30S podjednotky ribosomu se vazi typicky aminoglykosidy. Tato vazba
ma za nasledek, Ze molekula ATB zde fyzicky prekazi v parovani jednotlivych tripletQ
MRNA (mediatorova ribonukleova kyselina) s jejich antikodony na tRNA (transferova

ribonukleova kyselina). Timto se porusi ¢teni informace a dojde k produkci nespravnych
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bilkovin a preruseni syntézy proteinU tim, Ze zpUsobi predcasné uvolnéni ribozomu
z mRNA [2]. Dalsi zastupci ATB plsobici na 30S podjednotku jsou tetracykliny,
pleuromutiliny nebo spektinomycin [4]. S podjednoutkou 50S typicky interaguji

makrolidy, diterpeny, linkosamidy nebo amfenikoly [2].

2.2.3. Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Néktera antibiotika pUsobici na nukleové kyseliny muiZzeme oznadit jako
inhibitory topoizomerdz. Topoizomerdzy jsou vsSudyptitomné a nezbytné enzymy
v mnohobunéénych organismech. Podili se na mnoha procesech spojenych s DNA
(deoxyribonukleova kyselina) véetné replikace DNA, transkripce, kondenzace
a dekondenzace chromozomi{ a pravdépodobné i rekombinace DNA. Maji aktivitu
relaxace DNA nezbytné k odstranéni torznich napéti spojenych s témito procesy,
ale umoznuiji i sbaleni DNA, coZz umoznuje, Ze se velkd molekula jako DNA prostorové
vejde do bunky [14], [15].

Topoizomerdzy délime na dvé tfidy. Topoizomerdzy | maji schopnost preruseni
jednoho z vldken dvousroubovice a umozni tak zavinuti nebo rozvinuti o jednu otacku
DNA. Topoizomerdzy |l umoznuji prerusit obé vldkna dvousroubovice a umoziuji otodit
molekulu DNA o jednu otacku. Mnohonasobnym opakovanim tohoto procesu tak davaji
vzniknout supersroubovici [4].

Mezi inhibitory topoizomerdz patti chinolonovd ATB. Tato ATB maji vysokou
afinitu pouze k bakteridlnim topoizomerazam a s lidskymi témér neinteraguiji. Prikladem
téchto inhibitor(l jsou fluorochinolony. Ty interaguji s bakteridlnimi topoizomerdzami
typu Il. Vazi se reverzibilné na komplex DNA s topoizomerdzou. Po preruseni obou
vldken se ATB navdze mezi molekulu DNA a aktivnim centrem enzymu. Dochazi
k navazani vidy dvou molekul ATB na kazdy z vzniklych koncl vldkna cili 4 molekuly
celkem blokuji v aktivnim centru ¢innost topoizomerazy [16]. Timto mechanismem
zUstane molekula DNA v rozruSeném stavu a enzym se rozpadne na podjednotky a ztraci
svou funkci. Molekula DNA je plsobenim fluorochinolont rozrusena na nékolika mistech

a tyto mnohocetné zlomy v molekule DNA jsou pro bakterialni buriku letalni [16].
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2.2.4. PoruSeni bunééné membrany

Bunécnou membrdnou bakterii rozumime lipidovou dvojvrstvu, kterad se nachazi
pod bunécnou sténou. Bakterii slouZi dvoji zakladni funkci, jednak zajistuje funkci
bariéry a ochrany pred unikem latek z bakterialni bufiky. Druha funkce spociva v zajisténi
bunécného dychani, membrana je mistem lokalizace enzymu dychaciho fetézce [2].

Tato ATB se vazou primo na bakteridlni membranu a zplsobuji rychlou
depolarizaci bakterialniho membranového potencialu [17].

Prikladem ATB s timto ucinkem jsou cyklické lipopeptidy (CLP). Jedna se o slibnou
skupinu prirodnich produkt( s antibiotickymi vlastnostmi. Tyto latky jsou produkovany
raznymi kmeny druh( Bacillus, Streptomyces, Aspergillus, Pseudomonas a Enterobacter
[18]. CLP jsou amfifilni molekuly slozené z dlouhého fetézce mastné kyseliny
navazaného na kratky oligopeptid, ktery tvori makrocyklickou kruhovou strukturu [19].

Konkrétnim ATB této skupiny je daptomycin. Jedna se o produkt Streptomyces
roseosporus [4]. Uinek je zavisly na pfitomnosti Ca2*. Cast peptidovd sestavd z 13
aminokyselin a ocas z desetiuhlikaté mastné kyseliny. Mechanismus uéinku spociva v
navazani nékolika molekul daptomycinu spolu s Ca?* do lipidové dvojvrstvy svymi
hydrofobnimi ocasy z mastné kyseliny. Jiz navazané molekuly se poté vzajemné spoji a
vytvofi v membrané poéry, kterymi z bakteridlni buriky unikaji ionty pfedevsim H* a K*.
Tento déj zpUsobi depolarizaci bunééné membrany a usmrceni buriky [20]. Vyuziva se k
lé¢bé komplikovanych koZnich infekci a také k 1é¢bé infekci mékkych tkani. Je ucinny na
Gram-pozitivni bakterie véetné rezistentnich kmenl jako je methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA) nebo vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus
[21].

Obecné ATB, jejichz mechanismus ucinku spociva v rozruseni bunécné

membrany, se vyuZzivaji v boji proti aerobnim bakteriim [4].
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2.3. Antibioticka rezistence

Jednim z hlavnich celosvétovych problém{, co se zdravotnictvi tyce, je rezistence
vuci ATB. Témér na vSechna klinicky pouzivana ATB se objevuje rezistence. Dala by se
povazovat za pandemii, kterd zasahla cely svét. Situace vyZaduje vyvoj novych molekul
jako alternativu k dosavadni terapii patogenu, ktefi se stali rezistentnimi vici ATB.
Kromé vyvoje novych molekul je také treba spravné porozumét mechanismim
antibiotické rezistence, aby se tak co mozna nejlépe zabranilo rychlému Sifeni genl(
rezistentnich vici ATB a zvySenému vyskytu Spatné zvladatelnych infekci. Podle zplisobu
pfenosu genld nesouci informaci o rezistenci rozliSujeme prenos na vertikalni

a horizontdlni [22].

2.3.1. Vertikalni pfenos

Vertikdlni pfenos nastdva pfi procesu replikace, kdy pavodni materska bunka
preda sv(ij geneticky obsah dcefiné burice a tim i geny pro rezistenci (viz obr. 1.1.). Jedna
se 0 moznou akumulaci chyb pfi procesu déleni, kdy nékteré z téchto zmén mohou vést

k rezistenci [23].
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Obr. 1.1. VertikdlIni pfenos rezistence
[1] FOUNOU, Luria Leslie, Raspail Carrel FOUNOU a Sabia Yusuf ESSACK. Antibiotic
Resistance in the Food Chain: A Developing Country-Perspective. Frontiers in

Microbiology. 2016, (7). Dostupné z: doi: https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01881
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2.3.2. Horizontalni prfenos

Druhym zplsobem je prenos horizontadlni, ten predstavuje vysoké riziko
pro rychly a nekontrolovatelny rozvoj ATB rezistence [24]. Geny nesouci informaci
o rezistenci jsou predavany zjednoho mikroba na druhého, a to prostrednictvim
plazmidu. Plazmid je kratky usek kruznicové DNA, ktery nese dopliikové geny, nejsou
nezbytné nutné pro preziti bakterie, ale poskytuji ji adaptacni vyhodu a mlze nést pravé
informaci o bakterialni rezistenci [25]. V ramci horizontdlniho pfenosu rozliSujeme tfi

zpUsoby — transformace, transdukce a konjugace [24].

2.3.2.1. Transformace

Jednad se o prvni objeveny mechanismus horizontdlniho prenosu. Transformace
do znacné miry zavisi na prijmu a zaclenéni exogenni holé DNA z prostfedi do genom(
kompetentnich pfijimajicich organismd (viz obr. 1.2.). Geneticky material je trvale
zac¢lenén do bakteridlniho chromozomu homologni rekombinaci.

Na rozdil od konjugace a transdukce zavisi transformace pouze na pfijimajici
bakterii, kterd exprimuje kompeti¢ni apardt. Regulace kompetence je zaloZena
na nékolika konzervovanych genech indukujicich kompetenci a systémech quorum-

sensing (QS), které se podileji na prijmu exogenni DNA a integraci do chromozomu [26].

bacterial transformation
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Obr. 1.2. HorizontdlIni pfenos rezistence — transformace
[1] FOUNOU, Luria Leslie, Raspail Carrel FOUNOU a Sabia Yusuf ESSACK. Antibiotic
Resistance in the Food Chain: A Developing Country-Perspective. Frontiers in

Microbiology. 2016, (7). Dostupné z: doi: https.//doi.org/10.3389/fmicb.2016.01881
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2.3.2.2. Transdukce

Transdukce je bakteriofagy zprostiredkovany prenos DNA do bakteridlnich bunék
(viz obr. 1.3.). Bakteriofagy (fagy) jsou viry, které infikuji bakterie. ProtoZe jsou
prirozenymi neprateli bakterii, vyskytuji se prakticky vSude v prirodnim prostifedi. Kromé
toho maji fagy ve srovnani s bakteriemi delsi perzistenci a v podminkach prostredi
nejsou snadno rozlozitelné. Snaseji kyseliny, alkalické podminky nebo vysoké teploty
a nelze je zcela zlikvidovat UV zarenim nebo chlorovanim. Dlouhodoba koevoluce fagu
a bakterii v pfirodé vedla ke slozitym a rozmanitym interakcim mezi bakteriemi a fagy
a k mutualistickym adaptacim [27].

Fagy jsou neZivé biologické entity, které vyuZivaji replikacni mechanismus
hostitele k produkci dalSich fagl. Fagy zprostfedkovana transdukce je zahajena
po pfipojeni faga a vsttiknuti fagové DNA do bakteriadlni cytoplazmy. Lytické (virulentni)
fagy zacinaji pfimo s reprodukci, zatimco lyzogenni (mirné) fagy mohou nejprve
integrovat svlij genom do chromozomu hostitele (profag), nez je zahdjen lyticky cyklus.
Bakteridlni DNA vnesena fagy musi byt bud integrovdna homologni rekombinaci

do hostitelského chromozomu, nebo udrzovana jako samoreplikujici se plazmid [26].

bacterial transduction
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release of phage

Obr. 1.3. HorizontdlIni pfenos rezistence — transdukce
[1] FOUNOU, Luria Leslie, Raspail Carrel FOUNOU a Sabia Yusuf ESSACK. Antibiotic
Resistance in the Food Chain: A Developing Country-Perspective. Frontiers in

Microbiology. 2016, (7). Dostupné z: doi: https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01881
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2.3.2.3. Konjugace

Konjugace je hlavnim mechanismem, ktery usnadnuje adaptaci bakterii tim, ze
umoziuje genetickou vyménu mezi jednotlivymi burikami. Na rozdil od transdukce
a transformace je konjugace zaloZzena na pfimém kontaktu mezi burikami a vytvoreni
parové struktury mezi donorovou a akceptorovou burkou (viz obr. 1.4.), ktery je u Gram-
pozitivnich bakterii zprostfredkovan adheziny a u Gram-negativnich bakterii
konjugativnimi pili, protoZe tyto dvé skupiny bakterii se zdsadné lisi strukturou bunécéné
stény [1], [26]. Multiproteinovy komplex se rozprostird pres bunécny obal
a zprostifedkovava jednosmérny prenos DNA z darcovské buriky do pfijimajici. Proces

konjugace je zprostfedkovan konjugacnimi plazmidy [26].

bacterial conjugation

Obr. 1.4. HorizontdlIni prenos rezistence — konjugace
[1] FOUNOU, Luria Leslie, Raspail Carrel FOUNOU a Sabia Yusuf ESSACK. Antibiotic
Resistance in the Food Chain: A Developing Country-Perspective. Frontiers in

Microbiology. 2016, (7). Dostupné z: doi: https.//doi.org/10.3389/fmicb.2016.01881
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2.3.3. Mechanismy antibiotické rezistence

2.3.3.1. ZvySeny aktivni eflux

Prvnim zplGsobem, jak se bakteridlni burika brani plsobeni molekul ATB, je jejich
snizend akumulace v cytoplazmatickém prostoru  bunky. VyuZivd ktomu
transmembranové pumpy, které aktivné odcCerpavaji molekuly ATB ven z buriky Cili proti
koncentracnimu gradientu. Takovy proces je energeticky zavisly, k odstranéni kazidé
molekuly ATB je tfeba energie, nejcastéji v podobé ATP. Zvyseny eflux pouze sniZuje
aktivitu ATB, ale zcela ji neinhibuje. Diky potfebé energie a ¢asové narocnosti procesu,
ne vSechny molekuly podléhaji od¢erpani. Ty molekuly, které se do bunky dostanou, se

mohou navazat na své cilové struktury a inhibovat bakterialni rist [4].

2.3.3.2. Blokace vstupu ATB

Dalsim zplsoben je schopnost bakterie tvofit nepropustné bariéry. Nékteré
bakterie tvofici pouzdro mohou diky ndboji daného pouzdra odpuzovat molekuly ATB
aminoglykosidll. Roste-li bakterie v biofilmu, mizZe vrstva hlenu branit prlichodu ATB
do bunék [4].

Uginnou bariérou je i zevni membrana u Gram-negativnich bakterii, diileZitou roli
maji poriny, pres tyto kanalky se do bakteridlni buriky dostavaji hydrofilni molekuly ATB.
Vstup pres poriny mize byt omezen nékolika zplsoby. Bakterie mlzZe jednoduse omezit
mnozstvi prislusSného porinu, ktery slouzi k transportu konkrétniho ATB. M(iZe pozménit
propustnost porinu zménou ndboje v porinu nebo jeho zUZeni, coz vétSim molekuldam

ATB neumozni prlichod [28].

2.3.3.3. Modifikace cilové struktury

U¢inek ATB spociva vijeho afinité ke konkrétni cilové struktufe, napiiklad
ribozomalni podjednotce. Pokud bakteridlni burika tuto cilovou strukturu pozmeéni,
afinita mUZe zesldbnout az uplné vymizet a ATB neni schopno jiZ inhibovat bakterialni
rast. Pfikladem mohou byt MRSA kmeny, rezistentni vici B-laktamovym antibiotikm.

Spravné fungujici B-laktamova antibiotika se vazi na PBP, ale MRSA kmeny ovsem ziskaly
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gen mecA. Tento mutantni gen kdduje novy PBP2a, ktery ma jiZ velice nizkou afinitu

k drtivé vétsiné B-laktamovych antibiotik [29].

2.3.3.4. Produkce enzymi

Dalsim moZnym mechanismem je tvorba enzym(, které inhibuji funkci ATB.
Tento zpUsob je u patogennich mikrob( velmi rozsiten, Jedna se o velmi efektivni zplsob
rezistence, jedind molekula enzymu muze inhibovat vétsi po¢et molekul ATB [4].

Pfikladem mizZe byt enzym [-laktamadza, ktera hydrolyzuje strukturu [B—
laktamovych ATB a zpUsobuje tak jejich rozklad. Tento rezistentni mechanismus byl
prekonan ATB methicilinem, oxacilinem a dalSimi. MRSA kmeny mohou produkovat i jiné
enzymy modifikujici strukturu ATB, a to na pfiklad pomoci acetylace nebo fosforylace,
¢imZ enzymy pfipoji postranni fetézec k molekule ATB, napfiklad aminoglykosidQ.
Po zméné prostorové konformace se jiz IéCivo neni schopno navazat se na svou cilovou

strukturu v bakterialni bunce [30].

2.3.3.5. Nadprodukce cilového mista a substratu

Nékteré mikroorganismy mohou nadprodukovat cilové misto zdsahu ATB.
Takovym prikladem je rezistence na sulfonamidy, které inhibuji klicové enzymy
v biochemické draze metabolismu kyseliny tetrahydrolistové. Prostfednictvim
nadprodukce molekul enzymu, na které se vyvazie inhibitor, bakterie zabrani vazbé
inhibitoru na klicové enzymy jeji biochemické drahy [31]. V ptipadé rezistence

na sulfonamidy bakterie nadprodukuje enzym dihydropteorat syntazu [32].
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2.4. Laboratorni diagnostika — vysetreni citlivosti ATB

Dlavodem vysetreni citlivosti ATB je vybér co nejvhodnéjsiho ATB pro terapii
infekce konkrétnim mikrobem. Hleddme takové ATB, vUci kterému je mikrob zpUsobuijici
dané onemocnéni citlivy. Je snaha o vybér co nejvice specifického ATB. Za pomoci
laboratorni diagnostiky jsme schopni zamezit naduzivani Sirokospektrych ATB a tim
prispét k potlaceni vzniku antibiotické rezistence. VySetfeni citlivosti slouzi nejen
k vybéru vhodného ATB, ale i ke stanoveni spravného davkovani [3].

VysSetfovaci metody mlzZeme rozdélit na kvalitativni a kvantitativni. Mezi
kvalitativni metody patfi diskovy difuzni test a rozliSuje mikroby pouze na citlivé
nebo rezistentni k vySetfovanému ATB. Kvantitativni metody nas informuji o hodnoté
MIC a jsou tak vhodnéjsSimi metodami v diagnostice, nebot diky nim na mikroby

nepusobi tak velky selekéni tlak, a mGzeme tim potlacit vznik rezistence [3].

2.4.1 Diskovy difuzni test

Diskovy difuzni test fadime mezi kvalitativni testy. Provadi se na Miiller-
Hintonové agaru, cozZ je pUda vyuZivand pravé pro testy citlivosti ATB jak pro bakterie,
tak houby. Na Petriho misku je naockovana kolonie vysetfovaného mikroba. Dale se
na jednu Petriho misku klade pét az Sest diskll napusténych zakladnimi ATB, které jsou
dodavany schvalenymi vyrobci [3].

Vyhodnoceni se provadi pomoci méreni priméru inhibicnich zén v milimetrech,
po 18 az 24 hodinach inkubace. Namérené hodnoty jsou porovnavany s takzvanymi
breakpointy na mezindrodnich strankach European Committee on Antibicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST, viz odkaz 1, kapitola 9 Pouzita literatura). Pro kazdého
mikroba EUCAST aktualizuje tabulku s breakpointy a slouzi jako standardizace testu a
zajistuje tak jeho porovnatelnost v ramci rlznych laboratofi. Dle pridméru zény
rozliSujeme mikroby na citlivé, dané ATB je tedy k terapii vhodné, a rezistentni, kdy je

dané ATB k terapii nevhodné [34].
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2.4.2. Bujénovy mikrodilué¢ni test

Bujonovy mikrodiluéni test spadd pod kvantitativni metody, s jeho pomoci
ristu daného mikroba. Provadi se v usporadani 96-jamkové mikrotitracni desticky.
Kazda jamka obsahuje bujon s konkrétni koncentraci ATB. VétSinou je pro kazdé ATB
osm koncentraci a kolem ctvrté jamky pozorujeme MIC [35]. Do kazdé jamky ockujeme
suspenzi mikroba o standardni koncentraci 10 bakterii v 1 ml fyziologického roztoku,
suspenze o denzité 0,5 stupnice McFarlanda [3], [36].

Vyhodnoceni testu je vizudlni, kdy se hodnoti zakal jamek. Prvni nezakalena
jamka je oznacena jako MIC. Jedna se o prvni jamku, kde ATB inhibovalo kompletné rlst

bakterii [35].

2.4.3. E-test

Dalsim kvantitativnim testem je takzvany E-test. Jedna se gradientovou difuzni
metodu. Na Petriho misku s Miiller-Hintonovou pudou je naockovana kolonie
vySetfované bakterie. Na pldu se klade kalibrovany prouZek, ktery nese gradient
koncentrace jednoho ATB. Petriho miska se necha 18 az 24 hodin inkubovat. Po inkubaci
se na pUdé vytvofi inhibi¢ni zéna, kterd ma tvar kapky, se snizujici se koncentraci ATB se
zéna zuzuje. Tam kde inhibi¢ni zéna protne stupnici, ode¢itame MIC. Jedna se o velmi

presnou metodu stanoveni citlivosti k ATB [33].

2.4.4. Automatizace vysetreni

Pro Usporu casu i persondlu miZzeme predchozi testy automatizovat. Jedna se
o modifikace ve vyhodnocovani, kdy na misto vizualni kontroly personalem pouzijeme
pristrojové vybaveni. Pfi vyhodnoceni inhibi¢nich zén v pfipadé diskového difuzniho
testu mlizeme pouzit digitalni posuvné méridlo, které zméri pramér zény v milimetrech
a ulozi tato data do pocitace. Automatizovat mlzeme i stanoveni MIC u kvantitativnich
metod, kdy pfi vyhodnoceni MIC v mikrotitracni destiéce spektrofotometricky

stanovujeme zdakal v jednotlivych jamkach [37].
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3 CiL PRACE

Cilem této diplomové prace je predstavit antimikrobialni latky jakoZto
nezastupitelné pripravky v mediciné a spolu s nimi predstavit problematiku bakterialni
rezistence.

V praktické casti diplomové price je predstavena syntéza patnacti novych
sloucenin vychazejicich z 4-amino-1-benzylpiperidinu. Cilem bylo vytvofit iminy a amidy,
které by byly U¢inné na rezistentni kmeny bakterii a patogennich hub, pripadné mély
i dalsi biologickou aktivitu.

Syntéza latek byla provedena podle designu cilovych molekul, viz Obr. 2.1.
Vsechny tyto nové pripravené latky budou charakterizovany pomoci NMR, IR spekter,
teploty tani a hodnot Ry. Dale bude ovérena jejich Cistota a nasledné zmérena jejich
biologicka aktivita pro vybrané kmeny bakterii a patogennich hub.

Design cilovych molekul byl zvolen na zakladé referenci o aktivité salicylovych
sloucenin [38] a také na zdkladé vysledkd nitrofuranovych sloucenin [39]. Slouceniny
odvozené od Dbenzylpiperidinu byly také predstaveny jako potencialni

anticholinesterazové slouceniny, mozné potencialni latky proti Alzheimerové chorobé

~ A0
L0,
1, il g
RT\“%‘“OHH

Obr. 2.1. Design cilovych molekul

[40].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Obecné postupy

Pfi syntézach byly pouzity komeréné dostupné chemikdlie a rozpoustédla
od firem Merck (Darmstadt, Némecko), VWR/Avantor (Stfibrnd Skalice, Ceska
republika), Lach-Ner (Neratovice, Ceskd republika) a Penta Chemicals (Praha, Ceska
republika), které byly ddle pouzity bez dalSiho Cisténi, pouze hexan byl purifikovan
destilaci.

Prabéh vsech reakci byl pravidelné monitorovan pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC — thin layer chromatography). Jako stacionarni faze byly pouzity
desticky s 0,2 mm vrstvou silikagelu 60 F254 (Merck, Darmstadt, Némecko). Jako mobilni
faze byla pouZivana soustava toluen/ethyl-acetat v poméru 4:1 (v/v), detekce byla
provadéna UV lampou (UV Lamp 4, Camag, Muttenz, Svycarsko) pfi vinovych délkach
254 a2 366 nm.

Teploty tani byly stanoveny v oteviené kapilare v pfistroji Melting Point Machine
B-540 (Biichi, Flawil, Svycarsko) a nejsou korigovany.

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

NMR spektra byla zméfena na Katedfe organické a bioorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové doc. PharmDr. Jifim KuneSem,
CSc. Méreni probihala pfi laboratorni teploté na pfistrojich Varian VNMR S500 (500 MHz
pro 'H a 126 MHz pro 13C; Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) a INM-ECZ 600R (600 MHz
pro H a 151 MHz pro 3C; JEOL, Tokio, Japonsko). Jako rozpoustédlo byly pouZity
deuterovany dimethylsulfoxid (DMSO-ds) a chloroform (CDCl3). Hodnoty chemického
posunu & (v ppm) v protonovych spektrech jsou vztaZzeny nepfimo k tetramethylsilanu,
uhlikové posuny byly stanoveny podle centralni linie signalu rozpoustédla (DMSO-ds pfi
6 = 39.5 ppm, CDCls pfi 6 = 77.0 ppm). Interakéni konstanta (J) je uvedena v Hz. NMR

spektra byla vyhodnocena pomoci programu MestReNova (Mestrelab Research,
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Santiago de Compostela, Spanélsko). Principy &islovani ptipravenych slouéenin jsou
uvedeny na obr. Principy Cislovani ptipravenych sloucenin jsou uvedeny na obr.3.1.

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 zméfené hodnoty jsou udany v procentech.

Chemické vzorce a reakcni schémata byly vytvoreny a chemické nazvy byly
zkontrolovany pomoci programu ChemDraw Ultra 20.0 (CambridgeSoft, Cambridge,
MA, USA). V tomto programu byly také vypocteny hodnoty logP ptipravenych sloucenin,
tj. hodnoty logaritmu rozdélovaciho koeficientu oktan-1-ol/voda.

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

teploty tani a elementarni analyzy.

Slouceniny AP2)z, AP3;z, AP10;

Obr. 3.1. Princip Cislovdni sloucenin
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4.2. Priprava cilovych sloucenin

4.2.1. Pfiprava imin(

N \
+ R— R-—~
g ~F MeOH N
NH, OH ® OH

R=5-Cl, 3,5-I5, 3,5-Cl;, 5-Me, 5-I, 5-OMe, 5-NO;
Obr. 3.2. Reakcni schéma — priprava iminG ze salicylaldehyd(
Pracovni postup obecné:

0,001 mol 4-amino-1-benzylpiperidinu (190,3 mg; 204 ul) bylo rozpusténo v 8 ml
MeOH a za stdlého michani bylo pfidano v jednom podilu 1,1 ekvivalentu pfislusného
salicylaldehydu. Reakéni smés byla privedena k varu pod zpétnym chladi¢em a zahfivana
za teploty varu rozpoustédla 3 hodiny, pak ponechdna zchladnout za michani stanim
volné na vzduchu a nasledné ponechana 12 hod pfi laboratorni teploté. Poté byla
krystalizovana pfi teploté -20 °C po dobu 1 hodiny. Ziskany precipitdt byl promyt
hexanem a krystaly byly vysuseny. Pfipravena sloucenina byla charakterizovana pomoci

NMR, IR spekter, teploty tani a hodnot Ry.
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(E)-2-{[(1-Benzylpiperidin-4-yl)imino]methyl}-4-chlorfenol (AP1)

Cl CCH Cl S
DRSWA o8
—

NH,
Sumarni vzorec: C19H21CIN,O

Relativni molekulovd hmotnost: 328,84

Popis: Zluté krystaly skelného vzhledu
Vytézek: 63 %

Teplota tani: 118,6 °C

Rf.: 0,22 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

1H NMR (500 MHz, DMSO-de): & 13.75 (1H, s, OH), 8.58 (1H, s, N=CH), 7.53 (1H, d, J = 2.7
Hz, H6), 7.35 — 7.29 (5H, m, H4, CH,-Ph), 7.28 — 7.20 (1H, m, CH2-Ph), 6.89 (1H, d, J = 8.8
Hz, H3), 3.48 (2H, s, CH-Ph), 3.39 — 3.34 (1H, m, H4), 2.79 — 2.72 (2H, m, H2’A, HE'A),
2.18-2.10 (2H, m, H2’B, H6’B), 1.81— 1.75 (2H, m, H3’A, H5’A), 1.68 — 1.60 (2H, m, H3'B,
H5’B).

13CNMR (126 MHz, DMSO-de): 6 163.31, 159.92, 138.70, 132.09, 130.72, 128.92, 128.34,
127.04, 121.87, 119.83, 118.76, 64.01, 62.36, 51.23, 33.13.

IR (ATR): 3034, 2941, 2916, 2853, 2805, 2760, 1634, 1609, 1569, 1479, 1454, 1380, 1366,
1346,1273,1213, 1188, 1141, 1106, 1068, 1019, 981, 930, 839, 794, 776, 743, 724, 698,
617 cm™.

Elementarni analyza:

vypottem C, 69.40; H, 6.44; N, 8.52
nalezeno C, 69.48; H, 6.40; N, 8.47
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(E)-2-{[(1-Benzylpiperidin-4-yl)imino]methyl}-4,6-dijodfenol (AP2)

! COH | “
N +
@ CL MeOH
NH, OH © OH

Sumarni vzorec: Ci9H2012N>0

Relativni molekulovd hmotnost: 546,19

Popis: oranzové krystaly

Vytézek: 55 %

Teplota tani: 101,4 °C

Rf.: 0,13 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 14.96 (1H, s, OH), 8.48 (1H, s, N=CH), 7.98 (1H, d, J = 2.2
Hz, H6), 7.68 (1H, d, J = 2.2 Hz, H4), 7.32 — 7.26 (4H, m, CH,-Ph), 7.23 — 7.20 (1H, m, CHy-
Ph), 3.55 — 3.48 (1H, m, H4‘), 3.46 (2H, s, CH,-Ph), 2.75 — 2.70 (2H, m, H2’A, H6'A), 2.16
—2.10 (2H, m, H2’B, H6’B), 1.88 — 1.81 (2H, m, H3’A, H5’A), 1.69 — 1.60 (2H, m, H3'B,
H5’B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-de): 6 166.09, 164.02, 149.05, 141.33, 138.92, 129.31, 128.71,
127.44, 118.43, 93.56, 76.58, 62.53, 60.62, 51.42, 32.71.

IR (ATR): 3058, 2932, 2799, 2763, 1617, 1589, 1543, 1506, 1467, 1438, 1368, 1346, 1291,
1283, 1246, 1198, 1155, 1123, 1066, 1015, 996, 961, 904, 857, 785, 738, 670, 658 cm™.

Elementarni analyza:

vypoctem C, 41.78; H, 3.69; N, 5.13
nalezeno C, 41.64; H, 3.60; N, 5.08
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(E)-2-{[(1-Benzylpiperidin-4-yl)imino]methyl}-4,6-dichlorfenol (AP3)

cl COH cl N
N +
@ CL MeOH
NH, OH © OH

Cl Cl

Latka AP3 byla pripravena dle obecného postupu s modifikaci pti krystalizaci.
Po 1 hodiné pfi -20 °C nevznikl precipitat. Proto byl roztok odpafen a vznikla olejovita
latka byla pomoci malého mnozstvi ethyl-acetatu prenesena do vialky a rozpoustédlo

bylo odpareno za snizeného tlaku.

Sumarni vzorec: C19H20Cl2N0

Relativni molekulovd hmotnost: 363,28

Popis: Zlutd olejovitd latka

Vytézek: 97 %

Teplota tani: -—-

Rf.: 0,22 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg): § 14.93 (1H, s, OH), 8.60 (1H, s, N=CH), 7.55 (1H, d, /= 2.6
Hz, H6), 7.42 (1H, d, /= 2.6 Hz, H4), 7.31—-7.27 (4H, m, CH>-Ph), 7.24 — 7.20 (1H, m, CH,-
Ph), 3.57 —3.54 (1H, m, H4‘), 3.48 (2H, s, CH,-Ph), 2.76 — 2.71 (2H, m, H2’A, H6'A), 2.18
—2.10 (2H, m, H2’B, H6’B), 1.89 — 1.81 (2H, m, H3’A, H5’A), 1.69 — 1.61 (2H, m, H3’B,
H5’B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-dg): 6 164.29, 162.07, 138.75, 132.99, 130.68, 129.35, 128.71,
127.49, 124.20, 118.74, 118.15, 62.49, 51.34, 32.69, 25.66.

IR (ATR): 3027, 2941, 2804, 2762, 1632, 1494, 1453, 1381, 1366, 1347, 1291, 1248, 1214,
1181, 1142, 1119, 1070, 979, 866, 854, 793, 741, 699, 618 cm™.
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Elementarni analyza:
nalezeno C, 62.82; H, 5.55; N, 7.71
vypoctem C, 62.97; H, 5.34; N, 7.86
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(E)-2-{[(1-Benzylpiperidin-4-yl)imino]methyl}-4-methylfenol (AP4)

LY e O

NH,

Sumarni vzorec: C20H24N20

Relativni molekulovd hmotnost: 308,43

Popis: jemné Zluté krystaly

Vytézek: 26 %

Teplota tani: 106,2 °C

Rf.: 0,22 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

IH NMR (600 MHz, DMSO-dg): & 13.25 (1H, s, OH), 8.49 (1H, s, N=CH), 7.29 — 7.27 (4H,
m, CHx-Ph), 7.22 — 7.19 (1H, m, CH»-Ph), 7.17 (2H, d, J = 2.2 Hz, H6), 7.09 (1H, dd, J = 8.4,
2.2 Hz, H4), 6.73 (d, J = 8.4 Hz, H3), 3.45 (2H, s, CH»-Ph), 3.31 (1H, prekryv se signdlem
H,0, H4‘), 2.76 — 2.70 (2H, m, H2’A, H6’A), 2.20 (3H, s, CHs), 2.14 — 2.07 (2H, m, H2’B,
H6'B), 1.78 — 1.70 (2H, m, H3’A, H5’A), 1.64 — 1.57 (2H, m, H3’B, H5'B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-dg): 6 164.52, 158.83, 139.09, 133.38, 131.99, 129.27, 128.68,
127.53, 127.38, 118.90, 116.72, 64.63, 62.76, 51.66, 33.71, 20.45.

IR (ATR): 3033, 2939, 2918, 2806, 2762, 1634, 1583, 1490, 1448, 1386, 1367, 1345, 1276,
1224, 1162, 1140, 1073, 1022, 980, 945, 831, 796, 773, 739, 697, 604 cm™™.

Elementarni analyza:

vypoctem C, 77.89; H, 7.84; N, 9.08
nalezeno C, 77.74; H, 7.69; N, 9.19
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(E)-2-{[(1-Benzylpiperidin-4-yl)imino]methyl}-4-jodfenol (AP5)

L L Hw::rgﬁ@

NH,

Sumarni vzorec: C19H21IN20

Relativni molekulovd hmotnost: 420,30

Popis: Zluté krystaly piskovitého vzhledu
Vytézek: 61 %

Teplota tani: 149,8 °C

Rf.: 0,20 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 13.76 (1H, s, OH), 8.53 (1H, s, N=CH), 7.74 (1H, d, J= 2.3
Hz, H6), 7.55 (1H, dd, J = 8.7, 2.3 Hz, H4), 7.31 — 7.25 (4H, m, CH»-Ph), 7.22 — 7.19 (1H,
m, CH»-Ph), 6.68 (1H, d, J=8.7 Hz, H3), 3.45 (2H, s, CH,-Ph), 3.33 (1H, pfekryv se signdlem
H,0, H4Y), 2.75 - 2.70 (2H, m, H2’A, HE6’A), 2.14 — 2.08 (2H, m, H2’'B, H6’B), 1.79 — 1.72
(2H, m, H3'A, H5’A), 1.64 — 1.57 (2H, m, H3’B, H5'B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-de): 6 163.58, 161.36, 140.86, 139.96, 139.05, 129.28, 128.69,
127.40, 121.51, 120.01, 80.00, 64.20, 62.71, 51.58, 33.48.

IR (ATR): 2949, 2922, 2800, 2759, 1629, 1601, 1566, 1474, 1447, 1381, 1342, 1277, 1252,
1186, 1140, 1076, 1064, 1022, 969, 928, 875, 824, 796, 776, 743, 619, 613 cm™™.

Elementarni analyza:

vypoctem C, 54.30; H, 5.04; N, 6.67
nalezeno C, 54.47; H, 5.21; N, 6.60
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(E)-2-{[(1-Benzylpiperidin-4-yl)imino]methyl}-4-methoxyfenol (AP6)

N
MeO COH MeOQ ~ /Q/\©
OH MeOH
NH

2

Sumarni vzorec: C20H24N202

Relativni molekulova hmotnost: 324, 42

Popis: Zluté krystaly piskovitého vzhledu
Vytézek: 30 %

Teplota tani: 121,2 °C

Rf.: 0,10 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 12.92 (1H, s, OH), 8.52 (1H, s, N=CH), 7.33 — 7.24 (4H,
m, CHz-Ph), 7.23 = 7.19 (1H, m, CH2-Ph), 6.99 (1H, d, J = 3.1 Hz, H6), 6.91 (1H, dd, J = 8.9,
3.1Hz, H4), 6.77 (1H, d, J = 8.9 Hz, H3), 3.67 (3H, s, OCHs), 3.45 (2H, s, CHa-Ph), 3.33 (1H,
prekryv se signdlem H,0, H4), 2.76 —2.71 (2H, m, H2'A, H6’A), 2.15 - 2.08 (2H, m, H2’B,
H6’B), 1.77 — 1.71 (2H, m, H3’A, H5’A), 1.65 — 1.57 (2H, m, H3’B, H5'B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-dg): 6 164.35, 154.96, 152.06, 139.09, 129.27, 128.69, 127.38,
119.63, 119.01, 117.63, 115.51, 64.73, 62.75, 56.08, 51.64, 33.68.

IR (ATR): 3024, 2937, 2797, 2753, 1634, 1586, 1490, 1470, 1454, 1384, 1330, 1270, 1219,
1162, 1141, 1074, 1040, 1019, 982, 921, 840, 787, 740, 699 cm™.

Elementarni analyza:

vypocétem C, 74.05; H, 7.46; N, 8.63
nalezeno C, 74.24; H, 7.27; N, 8.69
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(E)-2-{[(1-Benzylpiperidin-4-yl)imino]methyl}-4-nitrofenol (AP7)

02N COH 02N .
SRS o L
N OH MeOH OH

2

Sumadrni vzorec: Ci19H21N303

Relativni molekulova hmotnost: 339,40

Popis: Supinovité oranzové krystaly
Vytézek: 63 %

Teplota tani: 159,5 °C

Rf.: 0,11 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 14.65 (1H, s, OH), 8.79 (1H, s, N=CH), 8.41 (1H, d, J= 3.1
Hz, H6), 8.03 (1H, dd, J = 9.6, 3.1 Hz, H4), 7.32 — 7.26 (4H, m, CHa-Ph), 7.24 — 7.19 (1H,
m, CH,-Ph), 6.65 (1H, d, J = 9.6 Hz, H3), 3.66 — 3.59 (1H, m, H4‘), 3.47 (2H, s, CHy-Ph),
2.77-2.72 (2H, m, H2’A, HE'A), 2.17 - 2.10 (2H, m, H2'B, H6'B), 1.94 — 1.88 (2H, m, H3'A,
H5'A), 1.72 — 1.65 (2H, m, H3'B, H5'B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-d): 6 176.48, 165.76, 138.80, 135.24, 132.20, 129.53, 129.32,
128.72,127.49, 122.40, 114.75, 62.40, 59.37, 51.34, 32.17.

IR (ATR): 2953, 2809, 2766, 1651, 1611, 1546, 1444, 1413,1367, 1318, 1287, 1232, 1182,
1098, 1029, 793, 748, 735, 701, 632, 615 cm™.

Elementarni analyza:

vypocétem C, 67.24; H, 6.24; N, 12.38
nalezeno C, 67.12; H, 6.13; N, 12.30
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4.2.1.1. Priprava izomer( od iminu AP2 a AP3

(E)-2,4-Dijod-6-({[4-(piperidin-1-yImethyl)fenyl]limino}methyl)fenol (AP2;)

N
I COH | N
N N
o0 - =
|

Sumadrni vzorec: CigH20l2N20

Relativni molekulovd hmotnost: 546,19

Popis: oranzova krystalicka latka
Vytézek: 67 %

Teplota tani: 139°C

Rf.: 0,12 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-de): & 14.66 (1H, s, OH), 8.87 (1H, s, N=CH), 8.09 (1H, d, J= 2.1
Hz, H64), 7.93 (1H, d, J = 2.1 Hz, H4a), 7.42 — 7.37 (2H, m, H3s, H5g), 7.37 — 7.34 (2H, m,
H2s, H6s), 3.42 (2H, s, CH,-Ph), 2.31 — 2.28 (4H, m, H2'A, H2'B, H6'A, H6'B), 1.48 — 1.43
(4H, m, H3'A, H3'B, H5'A, H5'B), 1.38 — 1.33 (2H, m, H4'A, H4'B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-d): 6 161.87, 161.00, 148.72, 145.08, 141.39, 138.98, 130.44,
121.80, 121.17, 89.16, 81.24, 62.73, 54.38, 26.06, 24.48.

IR (ATR): 3057, 2931, 2849, 2798, 2761, 1616, 1589, 1542, 1506, 1437, 1368, 1291, 1198,
1154, 1123, 1102, 1066, 1038, 995, 961, 865, 856, 846, 785, 738, 657 cm™.

Elementarni analyza:

vypocétem C, 41.78; H, 3.69; N, 5.13
nalezeno C, 41.86; H, 3.61; N, 5.26
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(E)-2,4-Dichlor-6-({[4-(piperidin-1-yImethyl)fenyl]imino}methyl)fenol (AP3;)

N
Cl COH cl =
ISR® oL,
+ —
MeOH
HoN OH OH
Cl

Cl

Sumarni vzorec: C19H20CI2N20

Relativni molekulova hmotnost: 363,28

Popis: cihlové cervend krystalickd latka
Vytézek: 48 %

Teplota tani: 148,5 °C

Rf.: 0,17 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 14.26 (1H, s, OH), 9.00 (1H, s, N=CH), 7.73 — 7.65 (2H,
m, H4, H6), 7.44 — 7.40 (2H, m, H3s, H5g), 7.40 — 7.37 (2H, m, H2s, H6s), 3.50 (2H, s, CHa-
Ph), 2.40 — 2.33 (4H, m, H2'A, H2'B, H6'A, H6'B), 1.51 — 1.45 (4H, m, H3'A, H3'B, H5'A,
H5'B), 1.39 — 1.33 (2H, m, H4'A, H4'B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-d): 6 162.34, 156.68, 145.42, 138.50, 132.80, 131.13, 130.69,
122.40, 122.27, 121.86, 120.97, 62.45, 54.23, 25.83, 24.29.

IR (ATR): 2939, 2918, 2799, 2758, 1618, 1599, 1566, 1506, 1455, 1433, 1369, 1353, 1320,
1295, 1201, 1181, 1155, 1107, 1015, 898, 852, 810, 780, 681, 602 cm™.

Elementarni analyza:

vypocétem C, 62.82; H, 5.55; N, 7.71
nalezeno C, 62.98; H, 5.39; N, 7.61
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4.2.2. Pfiprava imin( heterocyklickych aldehydd

Obr. 3.3. Reakini schéma — priprava heterocyklickych imini odvozenych od 4-amino-1-
benzylpiperidinu

Pracovni postup:

0,001 mol 4-amino-1-benzylpiperidinu (190,3 mg; 204 ul) bylo rozpusténo v 8 ml
MeOH a za stdlého michani bylo pfiddano v jednom podilu 1 ekvivalent ptislusného
aldehydu. Reakéni smés byla privedena k varu pod zpétnym chladicem a zahfivana
za teploty varu rozpoustédla 3 hodiny, pak ponechana zchladnout za michani stanim
volné na vzduchu a nasledné ponechana 12 hod pfi laboratorni teploté. Poté byla
krystalizovdna pfi teploté -20 °C po dobu 1 hodiny. K precipitaci vSak nedoslo, proto byl
roztok odparen a vznikld olejovita latka byla pomoci malého mnozstvi ethyl-acetatu
pfenesena do vialky a rozpoustédlo bylo odpareno za snizeného tlaku. Pfipravené

slouceniny byly charakterizovany pomoci NMR, IR spekter, teploty tani a hodnot Ry.
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(E)-N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-1-(5-nitrofuran-2-yl)methanimin (AP8)

Sumdrni vzorec: Ci17H19N303

Relativni molekulovd hmotnost: 313,36

Popis: tmavé hnédad olejovitd latka
Vytézek: 93 %

Teplota tani: -—-

Rf.: 0,15 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 8.31 (1H, s, N=CH), 7.71 (1H, d, J = 3.9 Hz, H4), 7.31 —
7.27 (4H, m, CH,-Ph), 7.25 — 7.19 (1H, m, CH,-Ph), 7.19 (1H, d, J = 3.9 Hz, H3), 3.48 (2H,
s, CHp-Ph), 3.35—3.25 (1H, m, H4'), 2.85 — 2.79 (2H, m, H2’A, HE'A), 2.11 — 2.04 (2H, m,
2H, m, H2'B, H6'B), 1.68 — 1.62 (4H, m, H3’A, H3'B, H5’A, H5’B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-de): 6§ 153.01, 152.53, 148.84, 138.70, 129.41, 128.70, 127.48,
116.60, 114.50, 67.40, 62.58, 51.77, 33.36.

IR (ATR): 3109, 2936, 2822, 1638, 1529, 1489, 1453, 1398, 1351, 1310, 1255, 1142, 1031,
975, 826, 810, 797, 740, 702 cm™.

Elementarni analyza:

vypoctem C, 65.16; H, 6.11; N, 13.41
nalezeno C, 65.24; H, 6.19; N, 13.47
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(E)-N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-1-(5-nitrothiofen-2-yl)methanimin (AP9)

N O,N._-S S~
DRSO YAE T v
MeOH
NH,

Sumdrni vzorec: C17H19N302S

Relativni molekulovd hmotnost: 329,42

Popis: cerna olejovita latka

Vytézek: 97 %

Teplota tani: -—-

Rf.: 0,10 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

14 NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 8.56 (1H, s, N=CH), 8.12 — 8.10 (1H, m, H4), 7.54 — 7.51
(1H, m, H3), 7.33 — 7.29 (4H, m, CH2-Ph), 7.26 — 7.22 (1H, m, CH2-Ph), 3.48 (2H, s, CH,-
Ph), 3.34 (1H, prekryv se signalem H,0, H4‘), 2.85—-2.78 (2H, m, H2’A, H6’A), 2.11 - 2.03
(2H, m, H2’B, H6’B), 1.70 — 1.61 (4H, m, H3’A, H3’B, H5’A, H5’B).

13CNMR (126 MHz, DMSO-dg): 6§ 153.29, 151.86, 149.08, 138.70, 130.42, 130.23, 128.94,
128.34, 127.04, 65.97, 62.36, 51.45, 33.09.

IR (ATR): 3091, 2948, 2803, 2762, 1628, 1565, 1496, 1439, 1341, 1312, 1206, 1121, 1063,
1023, 976, 836, 816, 808, 792, 732, 702, 630 cm™.

Elementarni analyza:

vypoctem C, 61.98; H, 5.81; N, 12.76
nalezeno C, 61.81; H, 5.74; N, 12.63
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4.2.3. Pfiprava imin( z nitrobenzaldehyd(

O.N > R

O,N o N
*  HN—-R  eoH

Obr. 3.4. Reakini schéma — priprava imint z benzaldehyd(
Pracovni postup:

0,001 mol 4-amino-1-benzylpiperidinu (190,3 mg; 204 ul) bylo rozpusténo v 8 ml
MeOH a za stadlého michani bylo ptidano v jednom podilu 1,1 ekvivalentu pfislusSného
nitrovaného benzaldehydu. Reakéni smés byla pfivedena k varu pod zpétnym chladi¢em
a zahtivdna za teploty varu rozpoustédla 3 hodiny, pak ponechdna zchladnout za michani
stdnim volné na vzduchu a nasledné ponechdna 12 hod pfi laboratorni teploté. Poté byla
krystalizovana pfi teploté -20 °C po dobu 1 hodiny. Ziskany precipitat byl promyt
hexanem a krystaly byly vysuseny. Pfipravena sloucenina byla charakterizovana pomoci

NMR, IR spekter, teploty tani a hodnot Ry.
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(E)-N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-1-(3-nitrofenyl)methanimin (AP10)

N o7 NO, OsN =
. /\©/ \©/\
o, oo

2

Sumadrni vzorec: Ci19H21N302

Relativni molekulova hmotnost: 323,40

Popis: bila krystalicka latka

Vytézek: 51%

Teplota tani: 91,8°C

Rf.: 0,10 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 8.51 (1H, s, N=CH), 8.50 — 8.48 (1H, m, H2), 8.26 — 8.23
(1H, m, H6), 8.13 — 8.10 (1H, m, H4), 7.72 — 7.68 (1H, m, H5), 7.31 — 7.26 (4H, m, CH,-
Ph), 7.24-7.18 (1H, m, CH»-Ph), 3.46 (2H, s, CH»-Ph), 3.32 (1H, pfekryv se signalem H,0,
H4), 2.84 — 2.78 (2H, m, H2’A, H6’A), 2.10 — 2.02 (2H, m, H2’B, H6'B), 1.72 — 1.61 (4H,
m, H3’A, H5’A, H3’B, H5'B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-dg): 6 158.01, 148.66, 139.13, 138.32, 134.61, 130.87, 129.29,
128.68, 127.36, 125.44, 122.32, 66.93, 62.78, 51.94, 33.70.

IR (ATR): 2962, 2798, 2759, 1644, 1526, 1494, 1451, 1355, 1316, 1168, 1137, 1103, 1073,
1058, 1010, 928, 901, 824, 791, 733, 673 cm™.

Elementarni analyza:

vypoctem C, 70.57; H, 6.55; N, 12.99
nalezeno C, 70.69; H, 6.45; N, 12.91
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4.2.3.1 Pfiprava izomeru od iminu AP10

(E)-1-(3-Nitrofenyl)-N-{[(4-piperidin-1-yl)methyl]fenyl}methanimin (AP10;;)

ISR Y

NO O:N S

N + O/ ° —_—T : N
MeQH

H.N

Sumarni vzorec: C19H21N30;

Relativni molekulovd hmotnost: 323,40

Popis: hnéda krystalicka latka
Vytézek: 52 %

Teplota tani: 83,9 °C

Rf.: 0,13 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

'H NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 8.79 (1H, s, N=CH), 8.70 — 8.68 (1H, m, H24), 8.35 - 8.31
(2H, m, H4p, H64), 7.80 — 7.75 (1H, m, H54), 7.31 (2H, d, J = 8.1 Hz, H3g, H58), 7.26 (2H, d,
J =8.2 Hz, H2g, H6g), 3.40 (2H, s, CH,-Ph), 2.31 - 2.27 (4H, m, H2’A, H2’B, H6’A, HE’B),
1.49-1.42 (4H, m, H3’A, H3’B, H5’A, H5’'B), 1.38 — 1.30 (2H, m, H4'A, H4'B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-dg): 6 158.77, 149.70, 148.76, 138.21, 135.07, 131.04, 130.16,
126.08, 124.58, 123.18, 121.57, 62.89, 54.41, 26.10, 24.55.

IR (ATR): 3069, 2929, 2881, 2760, 1702, 1691, 1614, 1524, 1470, 1446, 1350, 1322, 1201,
1102, 1086, 1077, 995, 936, 866, 846, 784, 730, 676, 648 cm.

Elementarni analyza:

vypoctem C, 70.57; H, 6.55; N, 12.99
nalezeno C, 70.65; H, 6.67; N, 12.86
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4.2.4. Priprava amidu

O N
N COOH  epc, HOBt /Q /\©
N + R+ —_— I 3 N
= DMF R— H
NH, OH s OH

R=3,5-15, 3,5-Cl,
Obr. 3.5. Reakini schéma — priprava amidd ze salicylovych kyselin

Pracovni postup:

1 mmol prislusné kyseliny salicylové byl rozpustén v 20 ml DMF, banka byla
ochlazena externé ledem na 0 °C. Byl pfidan 1 mmol 4-amino-1-benzylpiperidinu (190,3
mg; 204 ul), 1 ekvivalent 1-hydroxybenzotriazolu (HOBt monohydrat) a 1,3 ekvivalentu
ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC; 249 mg). Reakéni smés byla po 24 h
michani za laboratorni teploty odparena do sucha, pomoci dichlormethanu a vody
pfenesena do délici ndlevky a vytfepdna solankou. Organicka faze byla vysusena stanim
nad siranem sodnym. Filtrat byl zahu$tén na rotacni vakuové odparce ke krystalizaci.
Vysledné latky krystalizovaly ze soustavy ethyl-acetat/hexan. Pfipravené slouceniny byly

charakterizovany pomoci NMR, IR spekter, teploty tani a hodnot Ry.
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(E)-N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-2-hydroxy-3,5-dijodbenzamid (AP11)

0 N
I COOH  EDC, HOBt |
N + — N
O, O, e )
NH, OH OH
|

Sumarni vzorec: C19H2012N202

Relativni molekulovd hmotnost: 562,19

Popis: bila krystalicka latka

Vytézek: 25%

Teplota tani: 150 °C

Rf.: 0,13 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 12.78 (1H, s, OH), 9.44 (1H, bs, CONH), 8.15 (1H, s, H6),
8.03 (1H, s, H4), 7.39 — 7.26 (5H, m, CHx-Ph), 3.87 — 3.78 (1H, m, H4"), 3.70 (2H, s, CH,-
Ph), 2.98 — 2.93 (2H, m, H2’A, HE’A), 2.41 — 2.26 (2H, m, H2’B, H6'B), 1.86 — 1.80 (2H, m,
H3’A, H5’A), 1.66 — 1.57 (2H, m, H3’B, H5’B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-de): 6 167.73, 157.47, 149.28, 147.37, 138.60, 136.28, 130.05,
128.94, 128.28, 122.04, 117.48, 61.55, 52.00, 46.79, 30.70.

IR (ATR): 3237, 2973, 1627, 1594, 1556, 1531, 1440, 1395, 1312, 1223, 1167, 1080, 1040,
945, 915, 887, 746, 695, 660, 630 cm™.

Elementarni analyza:

vypoctem C, 41.78; H, 3.69; N, 5.13
nalezeno C, 41.89; H, 3.75; N, 5.21
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(E)-N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-3,5-dichlor-2-hydroxybenzamid (AP12)

O N
cl COOH EDc, HOBt /Q /\©
©/\,\©\ + S N
DMF H
NH; of OH
Cl Cl

Sumarni vzorec: C19H20CI2N20;

Relativni molekulova hmotnost: 379,28

Popis: oranzova krystalicka latka
Vytézek: 39%

Teplota tani: 232 °C

Rf.: 0,10 (toluen/ethyl-acetat 4:1)

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds): & 12.45 (1H, s, OH), 9.75 (1H, bs, CONH), 7.88 (1H, d, J =
2.7 Hz, H6), 7.54 (1H, d, J = 2.7 Hz, H4), 7.36 — 7.22 (5H, m, CH,-Ph), 3.86 — 3.77 (1H, m,
H4’), 3.66 (2H, s, CHa-Ph), 2.97 — 2.88 (2H, m, H2’A, H6'A), 2.34 — 2.27 (2H, m, H2'B,
H6’B), 1.85 — 1.80 (2H, m, H3’A, H5’A), 1.64 — 1.55 (2H, m, H3’B, H5’B).

13CNMR (151 MHz, DMSO-dg): 6 167.67, 158.57, 136.69, 134.95, 132.69, 129.95, 128.88,
128.16, 126.70, 123.78, 117.88, 61.71, 51.99, 46.63, 30.87.

IR (ATR): 2970, 1639, 1580, 1543, 1450, 1440, 1390, 1375, 1306, 1278, 1206, 1143, 1079,
1043, 959, 947, 872, 790, 759, 745, 698, 648, 605 cm™.

Elementarni analyza:

vypocétem C, 62.82; H, 5.55; N, 7.71
nalezeno C, 62.91; H, 5.47; N, 7.63
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4.3. Biologické hodnoceni

4.3.1. Antibakteridlni aktivita

U pfipravenych latek byla hodnocena antibakteridlni aktivita, ta byla stanovena
proti osmi klinicky vyznamnym kmenUm. Jednalo se o ctyfi Gram-pozitivni kmeny:
Staphylococcus aureus (SA), subsp. aureus ATCC 29213, CCM 4223, methicilin rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA), subsp. aureus ATCC 43300, CCM 4750, Staphylococcus
epidermidis (SE), ATCC 12228, CCM 4418, Enterococcus faecalis (EF), ATCC 29212, CCM
4224. A ddle Ctyfi Gram-negativni kmeny: Escherichia coli (EC), ATCC 25922, CCM 2954,
Klebsiella pneumoniae (KP), ATCC 10031, CCM 4415, Acinetobacter baumannii (ACl),
ATCC 19606, DSM 30007, Pseudomonas aeruginosa (PA), ATCC 27853, CCM 3955.

Antibakteridlni aktivita byla stanovena pomoci mikrodiluéni bujonové metody
v destickach dle standardu EUCAST. Kazda jamka v mikrodiluéni desticce obsahovala
200 pl media a 10 pl suspenze inokula. Jako medium byl pouzit Mueller Hinton(v bujon

¢.2 (CAMHB) o pH 7,0. Inokulum odpovidalo velikosti 0,5 dle stupnice McFarlanda (1,5 x

108 CFU (colony forming units)/ml). Inkubace probéhla za nasledujicich podminek,
teplota inkubace byla 35°+ 2 °C, délka inkubace byla 24-48 h, inkubace byla statick3,
ve tmé a pfi humidni atmosfére. Testovana latka byla rozpusténa v DMSO a jeji vysledna
koncentrace byla 0,49-500 umol/l. Po inkubaci testovanych latek s osmi klinicky
vyznamnymi kmeny byl proveden odecet MIC (umol/l) [41]. Jako standard byl pouZit
piperacillin (PIP).

Hodnota MIC odpovida 95 % inhibovanych bakterii [42]. Hodnota inhibovaného
rastu bakterii byla stanovena vizualné, popfipadé za pomoci barevného indikatoru
AlamarBlue. VSechny hodnoty antibakteridlni aktivity stanovila pani Ida Dufkova
z Katedry biologickych a lékarskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové.

4.3.2. Antifungalni aktivita

U pfipravenych latek byla déle sledovana jejich antifungdlni aktivita. Opét bylo
vybrano osm klinicky vyznamnych kmen, tentokrat patogennich hub. Jednalo se o Ctyfi

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

Ke stanoveni antifungdlni aktivity byla opét pouzita mikrodilu¢ni bujénova
metoda v destickdch dle standard( EUCAST, kazdd jamka s obsahem 200 ul média
a 10 pl suspenze inokula. Jako médium byl pouzit agar RPMI 1640 s glutamanem a 2 %
glukdézou a pH bylo upraveno na 7,0 za poziti pufru 3-(N-morfolino)propansulfonové
kyseliny o koncentraci 0,165 mol. Vysledné inokulum mélo velikost 0,5-2 x 10> CFU/ml.
Podminky inkubace byly nastaveny na délku 24-48 h (v pfipadé Tl 5-7 dni), teplota
inkubace byla 35°+ 2 °C (v pripadé Tl 25-28 °C), inkubace probihala staticky, ve tmé
a pti humidni atmosfére [38]. Jako standard byl pouzit flukonazol (FLU).

Po inkubaci syntetizovanych Ilatek s osmi klinicky vyznamnymi kmeny
patogennich hub byly odecteny hodnoty MIC, tedy hodnota minimalné 95% inhibice
rastu [42]. Hodnoty MIC byly odecteny vizualné. Hodnoty MIC pro antifungalni aktivitu
stanovila pani Ida Dufkova z Katedry biologickych a lékarskych véd Farmaceutické

fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

4.3.3. Antimykobakteridlni aktivita

Aktivita proti mykobakteriim byla stanovena za pomoci péti kmenlm
mykobakterii, a to konkrétné Mycolicibacterium smegmatis, Mycolicibacterium aurum,
Mycobacterium avium, Mycobacterium kansasii a Mycobacterium tuberculosis HszRa.

Metoda pro stanoveni aktivity byla pouZita opét mikrodilu¢ni bojonova metoda
na 96-jamkové mikrotitracni desti¢ce. V kazdé jamce bylo kultivaéni médium, kterym byl
Middlebrook agar 7H9 s 0,4 % glycerolu a 10 % rlstového doplriku Middlebrook OADC.
Suspenze inokula byla upravena na hodnotu 0,1 dle stupnice McFarlanda. Pfiprava
vzorkd jednotlivych sloucenin probihala nasledovné, nejprve byly vzorky rozpustény
v DMSO a nasledné byl prfidan Middlebrook(v bujén, konecna koncentrace testovanych
sloucenin odpovidala 0,25-500 pg/ml. Jako standard byl poufZit isoniazid (INH).

Podminky inkubace byly definovany pfi 37 °C, staticka inkubace ve tmé. Cas

inkubace se pro jednotlivé kmeny lisil. M. smegmatis 48 hodin, M. aurum 72 hodin, M.
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tuberculosis 120 hodin, po této dobé inkubace bylo do vSech jamek desticky pfidano
barvivo, pfipravené rozpusténim sodné soli resazurinu v deionizované vodé a 10 %
vodného roztoku Tween 80. Mikrotitracni desticka byla inkubovana po dobu 2,5 hod
s timto barvivem, slouzici k detekci MIC. MIC byla po uplynulé dobé inkubace odectena
vizudlné na zadkladé zmény barvy jamek. RUZové zbarvena jamka znadi neaktivni
slouéeninu, modré zbarveni jamky znamena aktivni slouceninu [43].
Antimykobakterialni aktivitu stanovil dr. Ondrej Jandourek z Katedry

biologickych a lékarskych véd.

4.3.4. Inhibice cholinesteraz

Latky byly ddle otestovany, zda vykazuji anticholinesterazovou aktivitu. U nové
syntetizovanych latek byla stanovena hodnota ICso. Tato hodnota udava koncentraci
latky, kterd inhibuje enzym cholinesterazu z padesati procent, tedy zplsobi pokles jeji
aktivity na polovinu.

Pro stanoveni hodnoty ICso byla pfipravena reakéni smés o celkovém objemu
2 ml. Obsahovala 0,8 ml fosfatového pufru (PBS) o pH 7,4. Déle 0,4 ml Ellmanova cinidla
(5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoova kyselina), DTNB) o koncentraci 5.10% M. Smés
obsahovala 0,08 ml roztoku acetyl- ¢i butyrylthiocholinu o koncentraci 0,001 M.
V reakéni smési byla dale odpovidajici cholinesteraza o aktivité 0,2 U.

Metoda pro stanoveni ICso byla pozZita spektrofotometricka Ellmanova metoda.
Princip metody spociva v kvantifikaci -SH nebo -S-S- skupin. Pfi reakci vznika hydrolyzou
acetylthiocholinu (butyrylthiocholinu) vlivem pfislusné cholinesterazy thiocholin. Ten
dale reaguje s Ellmanovym ¢inidlem za vzniku Zlutého produktu 5-thio-2-nitrobenzoatu,
ktery je nasledné detekovdn spektrofotometricky pfi vinové délce 412nm.

Metoda byla provedena ve zkumavkach. Do kazdé zkumavky se kromé vyse
definované reakéni smési napipetoval inhibitor, ktery byl pomoci deionizované vody
zfedén na rizné koncentrace. Jako standard byl pouzit rivastigmin. Kromé stanoveni
hodnoty 1Cso pro enzym acetylcholinesterdzu (AChE) byla hodnota stanovena

i pro enzym butyrycholinesterazu (BChE) [44].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Chemie

Cilem diplomové prace byla syntéza patnacti novych sloucenin odvozenych od 4-
amino-1-benzylpiperidinu nebo jeho izomeru 4-(piperidin-1-ylmethyl)anilinu. Jejich
design vychdzel z prfedchozich praci.

Pomoci jednokrokovych reakci bylo pfipraveno devét iminG ze salicylaldehydi
(AP1, AP2, AP3, AP4, AP5, AP6, AP7, AP2;, AP3;), dale byly pfipraveny dva iminy
z heterocyklickych aldehyd( (AP8 a AP9) a dva iminy z 3-nitrobenzaldehydu, pficemz
prvni imin vychdazel z 4-amino-1-benzylpiperidinu (AP10) a druhy byl pfipraven z jeho
izomeru 4-(piperidin-1-ylmethyl)anilinu (AP10z). Dale byly pfipraveny dva amidy ze
salicylovych kyselin (AP11 a AP12).

Syntéza imin0 s kddem AP1, AP2, AP4, AP5, AP6, AP7, AP2;z a AP3z probihala dle
pilotni metody bez dalSich Uprav. Syntéza iminu s kédem AP3 se od pilotni metody lisila
ve fazi krystalizace, kdy nedoslo ke vzniku precipitatu, a tak byla reakéni smés odparena
a vznikld olejovita latky byla prenesena za pomoci ethyl-acetatu do vialky. VSechny
reakce na pripravu imin( probéhly s vytézkem produktu 26-97 % a vysledné krystaly
produkt byly dostatecné Cisté. Nejmensi vytézky byly u AP4 (26 %) a u AP6 (30 %).
Divodem by mohl byt substituent na pouzZitém salicylaldehydu, u AP4 methyl
a v pripadé AP6 methoxy skupina. Patrné zplsobeno lepsi rozpustnosti v rozpoustédle
(alkohol), coz vedlo k mensimu mnozstvi vykrystalizované slouceniny.

Syntéza amidld AP11 a AP12 probihala podle pilotni reakce. Reakce na pfipravu
amidl probéhly s vytézky mezi 25 a 39 %. Vysledné krystaly obou amid(i se podafrilo
pfipravit v dostatecné Cistoté potfebné pro moiné stanoveni antimikrobialnich aktivit
i enzymové inhibice.

Nevyssi hodnoty vytézka (93 a 97 %) byly pozorovany u imin( vychazejicich
z heterocyklickych aldehydd s kddem AP8 a AP9, obé latky byly olejovitého charakteru.
Vytézek 97 % u latky AP9 byl nejvyssim ze vSech pfipravenych latek, stejny byl jesté
u latky s kddem AP3.
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5.2. Biologie
5.2.1. Antimikrobni aktivita

Vsechny pripravené latky byly podrobeny stanoveni antibakteridlni, antifungalni
a antimykobakteridlni aktivity, a to za pomoci mikrodiluéni bujénové metody
v mikrotitracni desticce. Vysledky testovani antimikrobidlni aktivity mizeme vidét
v nasledujicich tabulkach antibakteridlni aktivity (viz Tabulka 1 a Tabulka 2), antifungdlni
aktivity (viz Tabulka 3 a Tabulka 4) a antimykobakterialni aktivity (viz Tabulka 5). Kromé
antimikrobialniho testovani byly vSechny latky otestovany na schopnost inhibice AChE a
BChE, vysledky této aktivity viz nize Tabulka 6.

Z vysledk(l mizeme vidét, Ze antibakteriadlni aktivitu maji pouze nékteré
nové pripravené latky (AP2, AP3, AP6, AP7), priCemz aktivitu vykazuji hlavné vici Gram-
pozitivnim stafylokokdm. Nejvyssi antibakterialni aktivita (215,62 umol/l) se projevila
u derivatu thiofenového aldehydu AP9. Vysokou antibakterialni aktivitu projevili i 3,5-
dijodovany imin AP2 a derivat 5-nitrofuranu AP8, oba se stejnou aktivitou MIC (262,5
umol/1). Uginné, i kdyz méné, jsou i salicylaldehydové iminy AP6 s 5-methoxy skupinou
(MIC od 125 umol/l) a AP3, coz je3,5-dichlorovany derivat (2250 umol/Il). Iminy
odvozené od heterocyklickych karbaldehydd byly téZ jako skoro jediné ucinné i vici
Gram-negativnim patogenlim s vyjimkou PA, ale v porovnani s Gram-pozitivnimi kmeny
pri vyssich koncentracich (MIC od 125 umol/I).

Nové nasyntetizované amidy antibakteriadlni aktivitu spiSe nevykazovaly. Amid

AP12 je aktivni pouze pro SA a MRSA (500 umol/I).
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KMEN AP1 | AP2 | AP3 | AP4 | AP5 | AP6

(kod)
SA 24h | >125 62,5 250 >125 | >250 | 125
48 h | >125 62,5 250 >125 | >250 | 250
MRSA 24h | >125 125 500 >125 | >250 | >500
48 h | >125 125 500 >125 | >250 | >500
SE 24h | >125 62,5 250 >125 | >250 | 125
48 h | >125 62,5 250 >125 | >250 | 125

EF 24 h | >125 >125 [ >500 >125 | >250 | >500
48 h | >125 >125 >500 >125 >250 >500
EC 24 h | >125 >125 | >500 >125 >250 | >500
48 h | >125 >125 >500 >125 >250 >500
KP 24h >125 >125 | 500 >125 | >250 | >500
48 h | >125 >125 | 500 >125 >250 | >500
ACI 24 h | >125 >125 [ >500 >125 | >250 | >500
48 h | >125 >125 [ >500 >125 | >250 | >500
PA 24 h | >125 >125 | >500 >125 >250 | >500
48 h | >125 >125 [ >500 >125 | >250 | >500
MIC/IC95 KMEN AP7 AP8 APS | AP11 [ AP12 | PIP
(kod)
[umol/I] | SA 24 h | 500 125 15,62 >500 | 500 3,7
48 h | >500 500 62,5 >500 | 500 3,7
MRSA 24 h | 250 250 31,25 >500 | 500 29,6

48 h | >500 >500 | 125 >500 | >500 | 29,6
SE 24 h | 500 62,5 31,25 >500 | 500 0,23
48 h | >500 125 125 >500 | >500 | 0,23
EF 24 h | >500 500 125 >500 | >500 | 3,7
48 h | >500 >500 500 >500 >500 3,7
EC 24 h | >500 500 125 >500 | >500 | 7,41
48 h | >500 >500 | 500 >500 | >500 | 7,41
KP 24h >500 250 125 >500 | >500 | >59,31
48 h | >500 500 500 >500 | >500 | >59,31
ACl 24 h | >500 250 125 >500 | >500 | 59,31

48 h | >500 500 500 >500 | >500 | 59,31
PA 24 h | >500 >500 | >500 >500 | >500 | 29,66
48 h | >500 >500 [ >500 >500 | >500 | 29,66

Tabulka 1 Vysledky antimikrobidlni aktivity

Na zakladé téchto vysledkl byly od nejaktivnéjsich iminG pripraveny izomery,
s pouZitim izomerniho aminu, 4-(piperidin-1-ylmethyl)anilinu a pfislusné kyseliny. Byly

to izomery od aktivnich dihalogenovych iminG AP2 a AP3 a dale byly pfipraveny dva
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iminy odvozené od nitrobenzaldehyd( (AP10 a AP10;z), nebot nitroskupina vykazovala
pfiznivy vliv na antibakterialni aktivitu (viz AP7, AP8 a AP9).

Vysledky testovani antibakteridlni aktivity u téchto imin0 byly velmi povzbudivé,
oba izomery AP2; a AP3j; vykazovaly lepsi vysledky nez plvodni molekula AP2. AP2;;
projevil nejlepsi antibakteridlni aktivitu ze vSech pfipravenych latek (15,62 umol/l) a jsou
vuci nému citlivé vSechny testované kmeny kromé Pseudomonas aeruginosa. Vysledky

jsou shrnuty v tabulce nize (Tabulka 2).

KMEN AP2, | AP3, | AP10 | AP10;
(k6d)
SA | 24h 31,25 | 125 >500 >500
48h 125 >125 >500 >500
MRSA | 24 h 31,5 | >125 >500 >500
48 h 62,5 >125 >500 >500
SE | 24h 15,62 | 125 >500 >500
48 h 62,5 >125 >500 >500
EF | 24h 125 >125 >500 >500
MIC/ICss 48h 125 >125 >500 >500
(kmol/l] EC | 24h 125 >125 5500 | >500
48h 250 >125 >500 >500
KP | 24h 125 >125 >500 >500
48h 250 >125 >500 >500
ACl | 24h 125 >125 >500 >500
48h 250 >125 >500 >500
PA | 24h >250 >125 >500 >500
48 h >250 >125 >500 >500

Tabulka 2 Vysledky antimikrobidlni aktivity

Pfipravené latky vykazovaly mirné wvyssSi antimykotickou aktivitu nezli
antibakterialni (viz Tabulka 1 a 3). Vysokou citlivost vykazovaly kvasinky a Trichophyton
interdigitale.

Nejvyssi antifungdlni aktivitu (MIC/ICes od 15,62 umol/l) jsme pozorovali
u dijodovaného iminu AP2. Pro srovndni imin s jednim atomem jodu AP5 vykazoval nizsi
antifungalni aktivitu (MIC/ICes od 125 pmol/l). Druhd vyznamna antifungalni aktivita
(MIC/I1Cos od 62,5 pmol/l) byla pozorovana u dichlorovaného iminu AP3, kdeZto
monochlorovany imin nevykazoval Zadnou antifungalni aktivitu. Dobrou antifungalni

aktivitu vykazovaly i iminy AP7, AP8 a zcela nejlepsi byl AP9 (viz Tabulka 3).
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KMEN AP1 | AP2 | AP3 | AP4 | AP5 | AP6

(kod)
CA 24 h | >125 15,62 | 62,5 >125 | 125 >500
48 h | >125 31,25 | 62,5 >125 | 250 >500
CK 24 h | >125 15,62 | 125 >125 | 125 >500
48 h | >125 62,5 125 >125 >250 >500
cpP 24 h | >125 15,62 | 125 >125 | 125 >500
48 h | >125 62,5 250 >125 | >250 | >500
CcT 24 h | >125 15,62 | 125 >125 >250 >500
48 h | >125 15,62 | 250 >125 | >250 [ >500
AF 24 h | >125 250 250 >125 | >250 | >500
48 h | >125 500 500 >125 >250 | >500
AFla 24h | >125 500 500 >125 | >250 | >500

48 h | >125 500 >500 >125 >250 | >500
AC 24 h | >125 >500 | >500 >125 >250 | >500
48 h | >125 >500 >500 >125 >250 >500

Tl 24h | >125 31,35 | 250 >125 | >250 | >500

48 h | >125 31,25 | 250 >125 ([ >250 | >500
MIC/IC95 KMEN AP7 | AP8 | AP9 | AP11 | AP12| FLU
(kod)
[umol/l] | CA 24 h | 500 500 62,5 >125 | >500 | 3,3

48 h | 500 500 62,5 >125 | >500 | ND

CK 24 h | 500 125 31,25 >125 | >500 | >104,5
48 h | 500 250 62,5 >125 | >500 | ND

cp 24 h | >500 500 62,5 >125 | >500 | 6,5
48 h | >500 500 125 >125 | >500 | ND

cT 24 h | 500 500 62,5 >125 | >500 | 13,1
48 h | >500 500 125 >125 | >500 | ND

AF 24 h | 500 500 250 >125 | >500 | >104,5
48 h | >500 500 500 >125 | >500 | >104,5

AFla 24h | >500 >500 | 250 >125 | >500 | >104,5
48 h | >500 >500 | 500 >125 | >500 | >104,5

AC 24 h | 500 >500 | 500 >125 | >500 | >104,5
48 h | 500 >500 | 500 >125 | >500 | >104,5

TI 24h | 250 500 250 >125 | >500 | 52,2
48 h | 250 500 500 >125 | >500 | 52,2

Tabulka 3 Vysledky antifungdlini aktivity

Z deviti pripravenych imin( se nejvice aktivni jevily AP2 a AP3, z toho divody byly
pfipraveny izomery AP2;; a AP3;; od plvodnich latek AP2 a AP3.
Vysledky izomer( byly opét velmi dobré. Vibec nejvyssi aktivitu ze vSech

pripravenych latek vykazoval AP2;z (MIC od 1,95 umol/l), zaroven byl Gcinny vici viem

57



testovanym kmenim. AP3; vykazoval podobné vysledky v aktivité jako plvodni latka

AP3 (MIC 262,5 umol/l), (viz Tabulka 4).

KMEN AP2;, AP3;; AP10 AP10;,
(kdd)
CA 24 h 1,95 62,5 >500 >500
48 h 3,9 62,5 >500 >500
K 24 h 7,81 62,5 >500 >500
48 h 1562 | 125 >500 >500
cpP 24 h 31,25 | 125 >500 >500
48 h 62,5 125 >500 >500
cT 24h 7,81 125 >500 >500
MIC/ICos 48 h 1562 | 125 >500 >500
[mol/I] AF 24h 125 125 >500 >500
48 h 250 >125 >500 >500
AFla 24 h 125 >125 >500 >500
48 h 250 >125 >500 >500
AC 24h 250 >125 >500 >500
48 h >250 >125 >500 >500
TI 5 dni 7,81 125 >500 >500
7 dni 15,62 125 >500 >500

Tabulka 4 Vysledky antifungdini aktivity

VSechny pripravené latky byly hodnoceny i na antimykobakteridlni aktivitu.
Vsechny pripravené iminy vykazovaly aktivitu. Nejvice aktivni (MIC/ICss od 3,125 ug/ml)
byl imin AP9. Druha nejvyssi aktivita byla pozorovana u AP3z (15, 625 pg/ml). Vysoka
aktivita byla pozorovana uimind AP2 a AP3 (od 31,25 pg/ml). Ale i dalsi iminy vykazovaly
vyhovuijici aktivitu (62,5 pug/ml), a to konkrétné AP1, AP5 a AP6 (viz Tabulka 5). Amidy

vykazovaly nizsi aktivitu, amid AP11 je prakticky neaktivni.

KMEN AP1 | AP2 | AP3 | AP4 | AP5 | AP6 | AP7 | AP8
(kod)
M. smeg. 250 125 125 >500 125 >500 250 125
M. aurum 125 62,5 62,5 >500 125 125 125 62,5
M. avium 250 62,5 125 250 250 >500 125 125
MIC M.kansasii 62,5 31,25 31,25 125 62,5 62,5 31,5 7,81
[ug/ml] M. tbcuszra 125 62,5 62,5 500 250 250 125 7,81
KMEN AP9 | AP2; | AP3; | AP10 | AP10; | AP11 | AP12 | INH
(kéd)
M. smeg. 31,25 250 124 >500 250 >500 125 7,81
M. aurum 31,25 125 62,5 62,5 62,5 500 125 3,91
M. avium 15,625 | 62,5 62,5 125 125 >500 125 1000
M.kansasii 3,125 | 31,25 | 15,625 | 31,25 125 125 31,25 | 6,25
M. tbchzzra 7,81 62,5 62,5 250 125 >500 250 0,25

Tabulka 5 Vysledky antimykobakteridlni aktivity
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5.2.2. Inhibice cholinesteraz

Vsechny nové syntetizované latky byly také hodnoceny na inhibici enzym{ AChE
a BChE. Aktivita je vyjadifena pomoci hodnot ICso. VSechny ptipravené latky jsou
aktivnimi inhibitory cholinesteraz. Déle byl vypoctem ICso pro AChE/BChE uréen index
selektivity (SI), ktery urcuje miru vylu€nosti inhibice jednotlivych cholinesteraz. Hodnota
pod 0,1 znaci selektivitu k AChE, hodnoty nad 10 k BChE. Hodnoty mezi témito hranicemi
znaci neselektivni inhibici. Selektivnimi latkami k enzymu acetylcholinesteraza se
ukazaly byt 3,5-dichlorovany imin AP3z (SI = 0,06) a nitrovany imin AP10;z (SI = 0,02).
3,5-Dijodovany imin AP2 naopak vykazuje jako jediny preferencni inhibici
butyrylcholinesterdzy, ale i zde se stdle jedna o neselektivni inhibici (SI = 1,33). Kromé
tohoto dijodovaného iminu AP2 jsou tedy vSechny pfipravené slouceniny silnéjsi

inhibitory AChE neZ BChE.

AChE BChE SI (ICso
[umol/I] [umol/I] AChE/ICso BChE)
AP1 7,56%0,40 15,17%0,07 0,50
AP2 24,40+0,98 18,3310,32 1,33
AP3 12,94%0,73 25,80+0,73 0,50
AP4 16,6240,42 18,58+0,56 0,89
AP5 12,0740,43 18,92%0,49 0,63
AP6 3,81%0,09 19,16+1,06 0,20
ICso [Lmol] AP7 4,90+0,12 41,57+1,98 0,11
APS 7,12%0,32 22,28+0,26 0,32
AP9 2,91%0,03 19,15%0,16 0,15
AP10 4,38+0,08 25,50+1,32 0,17
AP2;, 1,6240,02 7,00%0,39 0,23
AP3; 0,600,003 9,22+0,43 0,06
AP10;, 0,2310,03 9,90+0,04 0,02
AP11 5,6310,16 52,38+0,71 0,11
AP12 13,84%0,29 34,8310,34 0,40
Rivastigmin 56,10+1,41 38,40+1,97 1,46

Tabulka 6 Vysledky inhibice cholinesterdzy
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6 ZAVER

Nutnost syntézy novych antimikrobnich latek je z dlivodu rychle se rozvijejici
antibiotické rezistence klicova. Vedle dodrzovani antibiotické politiky a raciondlni
terapie je syntéza a vyvoj novych Iéciv hlavnim pfistupem pro boj s touto rezistenci.

V ramci této diplomové prace bylo pfipraveno a hodnoceno celkem patnact
sloucenin odvozenych od 4-amino-1-benzylpiperidinu nebo jeho izomeru 4-(piperidin-1-
ylmethyl)anilinu. Syntéza vedla ke vzniku tfinacti imin a dvou amidd. Do reakce byly
voleny rlzné substituované aldehydy, které byly voleny na zakladé v predchozich
pracich zjisténé antimikrobidlni aktivity. Substituenty byly voleny tak, aby bylo mozné
porovnavat antimikrobidlni aktivitu novych slouéenin na zakladé pravé téchto
substituentl. VSechny nové pripravené latky byly syntetizovany v dostate¢ném vytézku
a jejich Cistota dosahovala standardu nutného pro testovani antimikrobidlni aktivity.

Antimikrobni vlastnosti vykazovaly pouze iminy, a to hlavné dijodované,
dichlorované a s nitro skupinou, také ty odvozené od 5-nitrothiofen/furan-2-
karbaldehydu. Na zakladé tohoto zjisténi byla nasledné pripravena druha sada sloucenin
se stejné substituovanymi aldehydy, ale s pouzitim izomeru vychoziho aminu, a to 4-
(piperidin-1-ylmethyl)anilinu. Tyto izomery plvodnich imin(i vykazovaly jesté lepsi
antimikrobni vlastnosti.

Pfi testovani aktivity k enzym0m AChE a BChE jsme dosli k zjisténi, Ze selektivnimi
iminy k AChE jsou 3,5-dichlorovany imin AP3z a nitrovany imin AP10;z. Vice selektivnim
pro BChE se ukdzal byt 3,5-dijodovany imin AP2.

Na zakladé zjisténi vysledkll testovani antimikrobni aktivity, budou dalSimi kroky
stanoveni mechanismu ucinku jednotlivych antimikrobnich latek, které vykazovaly
pozitivni vysledky, stanoveni aktivity vuci rezistentnim klinickym izolatim, a dale
stanoveni jejich toxicity na lidské bunécné linie.

U selektivnich inhibitord AChE a BChE se dalsi zkoumani bude upirat k zjisténi

reverzibility a typu inhibice AChE a BChE.
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