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Abstrakt

Antibiotika jsou jednim z nejvyznamnéjSich 1ékarskych objevli. Antibioticka rezistence je
s nimi neodmyslitelné spjata a lidstvo se s ni musi vypotadavat jiz od pocatku pouzivani
antibiotik.  Sifi se zejména neuvazenym uZivanim antibiotickych pfipravki. Jednim
ze zpusobil, jak rezistenci piredchazet, je objevovat nové tiidy antibiotik, na které jsou stale
citlivé 1 rezistentni kmeny. Mezi latky s potencidlnim antimikrobidlnim pisobenim patii
prirodni terpeny a jejich derivaty, modifikované pro vyssi u¢innost.

Pro zvySeni antimikrobialnich ucinkl terpeni bylo riiznou modifikaci molekuly
chlorthymolu syntetizovdno 14 sloucenin, které byly nasledné testovany na svou
antibakterialni, antimykotickou a antifungélni aktivitu. Antibakteridlni aktivitu prokazaly
pouze dv¢ latky, a to 4-chlor-2-isopropyl-5-methylfenyl-[(benzyloxy)karbonyl]-L-valinat
(ZK-7a) a 4-chlor-2-isopropyl-5-methylfenyl-isonikotinat (ZK-5) s minimalni inhibi¢ni
koncentraci (MIC) 125-500 umol/I.

Slabé inhibi¢ni aktivita se ukazala také wviici houbam, kdy 4-chlor-2-isopropyl-5-
methylfenyl-[(benzyloxy)karbonyl]-L-valinat (ZK-7a) byl aktivni proti vSem osmi
testovanym kmentim s MIC 125-500 pmol/l. V¢étsina ostatnich latek dokdzala inhibovat
pouze Trichophyton interdigitale s MIC 125-250 umol/l.

Nejlepsi vysledky dosahly slouceniny pii antimykobakteridlnim testovani, kdy vétSina
syntetizovanych latek inhibovala rist Mycobacterium kansasii s MIC 7,61-62,5 pg/ml.
Nejodolnéjsi pak zlstalo Mycobacterium avium, kde testované slouCeniny dosahly vyssich

hodnot MIC mezi 62,5 a 125 pg/ml a dvé slouceniny neti€¢inkovaly viibec.

Kli¢ova slova: antibiotickd rezistence, antimikrobidlni slouceniny, chlorthymol,

mykobakterie, syntéza, terpeny



Abstract

Antibiotics are one of the most important medical discoveries. Antibiotic resistance is
intrinsically linked to them, and mankind has had to deal with it since the beginning of
antibiotic use. It spreads mainly through the reckless use of antibiotic drugs. One way to
prevent resistance is to discover new classes of antibiotics to which resistant strains are still
susceptible. Among the substances with potential antimicrobial activity are terpenes based
on a molecule of natural origin, modified for greater efficacy.

To improve antimicrobial effects of terpenes, 14 compounds were synthesized by various
modifications of the chlorothymol molecule and subsequently tested for their antibacterial,
antimycobacterial and antifungal activities. Only two compounds showed antibacterial
activity, namely 4-chloro-2-isopropyl-5-methylphenyl-[(benzyloxy)carbonyl]-L-valinate
(ZK-7a) and 4-chloro-2-isopropyl-5-methylphenyl-isonicotinate (ZK-5) with minimum
inhibitory concentration (MIC) 125-500 pmol/I.

Weak inhibitory activity was also shown against fungi, with 4-chloro-2-isopropyl-5-
methylphenyl-[(benzyloxy)carbonyl]-L-valinate (ZK-7a) being active against all eight
strains tested with an MIC of 125-500 umol/l. Most of the other compounds were only able
to inhibit Trichophyton interdigitale with MICs of 125-250 pmol/I.

The best results were found in antimycobacterial testing, where most of the synthesized
compounds inhibited the growth of Mycobacterium kansasii with MIC 7.61-62.5 pg/ml.
Mycobacterium avium was the most resistant with higher concentrations of antibiotics with

MICs between 62.5 and 125 pg/ml and two compounds had no effect.

Keywords: antibiotic resistance, antimicrobial compounds, chlorothymol, mycobacteria,

synthesis, terpenes



1. Uvod

Antibiotika byvaji pradvem oznaCovana jako nejvétsi 1ékarsky objev 20. stoleti. Od prvnich
dni zachraniuji miliony Zivotil nejen pii 1écb¢ infekénich onemocnéni, ale diky nim mohou
byt realizovany rtizné I¢kaiské postupy, jako je 1éCba rakoviny, transplantace organt nebo
oteviené operace srdce. Ackoli antibiotika zazila nejvétsi narast popularity v minulém stoleti,
o jejich uéincich se védélo jiz pred 2000 lety Cing, Recku nebo Srbsku, kdy se plesnivymi
chleby obkladaly hnisavé rany. Pfed vice nez 100 lety pak svétlo svéta spattila proléciva na
bazi arsenu salvarsan a neosalvarsan, vyvinutd Paulem Ehrlichem pro lé¢bu infekci
zpusobenych Treponema pallidum. Postupné vSak byly nahrazeny sulfonamidy (prvni
Sirokospektra antibiotika) a nasledné penicilinem. Objev penicilinu a objeveni jeho beta-
laktamové struktury umoznily syntézu polysyntetickych derivati. Nasledovaly objevy
dalsich, novych tfid antibiotik a od 40. do 60. let 20. stoleti nastal zlaty v€k antibiotik. [1]
Antibiotika Ize d€lit do riznych tiid podle mnoha parametrti. Napiiklad na zédklad¢é chemické
struktury (beta-laktamy, tetracykliny, makrolidy, sulfonamidy aj.); podle spektra G¢innosti
(s uzkym spektrem, Sirokospektra nebo antibiotika s rozsifenym spektrem uc¢inku); nebo
podle mechanismu u¢inku (beta-laktamy pilisobi inhibici syntézy bunéénych stén bakterii,
oproti tomu makrolidy a tetracykliny potlacuji rist bunck inhibici syntézy bakteridlnich
proteinll, sulfonamidy jsou Sirokospektrd antibiotika, ktera inhibuji produkci kyseliny
tetrahydrolistové, potfebné pro syntézu nukleovych kyselin atd.). [2]

Jsou vyuzivéana nejen pro lécbu lidskych pacientd, ale 1 jako preventivni nebo rtist podporujici
piipravky v Zivocisné vyrobé a poptavka po nich stdle roste. UZzivani antibiotik lidmi
vykazalo od roku 2000 do roku 2015 nartst o 65 %, do roku 2030 se piedpovidalo zvyseni
spotfeby na 200 %. Navic lidé ani zvifata nedokazou antibiotika pln€ metabolizovat, proto
jsou ptivodni slou¢eniny nebo jejich metabolity prendseny do odpadil, a jelikoZ je ani Cistirny
odpadnich vod nedokdzou eliminovat, jsou nasledné¢ vyplaveny do okolniho prostiedi
(podzemni a povrchové vody, puada), kde mohou pulsobit toxicky naptiklad na rostliny,
u kterych mohou potlacovat kli¢eni semen a prodluzovani kotfenii nebo snizovat vynos.
Dalsim rizikem je volné Sifeni genti antibiotické rezistence. Je proto snaha objevovat zptisoby
degradace a odstranéni antibiotik, atim zmiriovat a kontrolovat zneciSténi zivotniho

prostfedi. Mezi nadéjné zptisoby se fadi biodegradace. [2]



JelikoZ se v budoucnu stéle pocité s antibiotiky jako béZznymi 1é€ivy a rezistence vici nim se
stale rychle §ifi nejen kvili jejich naduzivani, nedokonalému odbouravani v organismech i
zivotnim prostiedi, ale také kvili globalizaci. Je zapotiebi aktivné vyhledavat nové struktury

latek, které budou dostate¢né u€inné a které by plisobily i vii¢i odolnéjSim kmentm.



2. Teoreticka cast

2.1. Antibioticka rezistence

2.1.1. Priciny vzniku rezistence

K uzivani antibiotik se neodmyslitelné poji termin rezistence. Jedna se o ptirozeny jev, jehoz
rozvoj podporuje vice faktord. [3] Kmeny zacinaji ztracet citlivost vici diive funkénimu
ptipravku, to ma za nésledek opozdénou adekvatni antibiotickou lécbu, zatéz organismu
postupné vice 1€Civy a zvysujici se morbiditu a mortalitu. [4]

Prvni rezistence na penicilin byla popsana v roce 1940, ve stejném roce, kdy teprve zapocalo
jeho klinické pouzivani. Prvni reakci na vznik rezistence byla snaha o objeveni novych,
ucinnych tfid. Pomyslny seznam dosud neobjevenych antibiotik vSak neni nekone¢ny a jiz
v 70. letech 20. stoleti nastal problém s rychle vyCerpanymi moznostmi a naslednym
nedostatkem novych piipravki, ktery trva dodnes. Proces vyvoje novych 1éCiv je velice
nakladny a existuje pouze malo programu, které se snazi neudrzitelnému stavu nedostatku
antibiotik zabranit (napf. Iniciativa 10 x '20). [3]

Za hlavni pfi¢inu rozsifeni ziskané odolnosti bakterii se povazuje naduzivani antimikrobnich
latek. Jejich spotfeba by méla byt imérna vyskytu infekénich onemocnéni bakterialniho
ptvodu. Aviak v Ceské republice bylo minimélné 40 % antibiotik pfedepsano na priméarné
virova onemocnéni. [5] To ma za nasledek, Ze antibiotickd odolnost se nerozsifuje pouze
u nosokomidlnich infekei, ale tyka se 1 téch komunitnich. JiZ dnes je znamo né€kolik kment
bakterii, které jsou plné rezistentni vic¢i urcitym skupinam antibiotik. Pravdépodobné
nejznaméjSim prikladem je Staphylococcus aureus rezistentni na methicilin, pro ktery byla
zavedena zkratka MRSA. [6] Pro 1écbu MRSA infekci se bézné pouziva vankomycin,
objevuji se ale ptipady, kdy maji kmeny S. aureus snizenou citlivost k vankomycinu
(vankomycin-intermedialni Staphylococcus aureus, VISA) nebo jsou dokonce rezistentni
(vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus, VRSA). [7] Bakterii se snadnym rozvojem
rezistence je Pseudomonas aeruginosa, naptiklad vici karbapenemam. [8] V Pakistanu byla
zaznamenana u Salmonella typhi odolnost v0¢i azithromycinu ziskand kvali
nekontrolovanému vydavani 1é¢iv. [9] Bakterie s vysokou virulenci a nejvice rostouci
multirezistenci  sdruzuje  zkratka ESKAPE, ftadime do ni  Enterococcus
faecium, Staphylococcus  aureus, Klebsiella — pneumoniae, Acinetobacter — baumannii,

Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter spp. [4], [6]
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2.1.2. Mechanismus rezistence

Mechanismus vzniku rezistence u G+ bakterii se 1iSi podle mista jejiho vzniku (na bunécné
sténé, pii syntéze proteinli na ribozomech aj.). U této skupiny pozorujeme dva hlavni typy
mechanismu, kterymi se bakterie brani: pfi prvnim organismy produkuji enzymy B-
laktamazy, které antibiotikum odbouraji; druhym zplsobem je snizeni afinity a citlivosti
proteinu vazajiciho penicilin (PBP), tedy cilového mista antibiotik, pozménénim gent pro
PBP nebo ziskanim exogenni DNA (deoxyribonukleova kyselina) predev§im ve formeé
plazmidii. Bakterie ziskavaji rezistenci i vici glykopeptidiim, jako jsou vankomycin nebo
teikoplanin, které inhibuji posledni fazi syntézy bunécné stény. Pokud ale bakterie ziska
klastr van genu (pt. VanA, VanB), snizi se vazebna afinita ke glykopeptidim. Makrolidy
inhibuji syntézu proteinli navazanim na ribozomalni podjednotku 50S. Rezistence vznika
bud’ efluxnimi systémy, methylaci, nebo mutaci 23S RNA a proteinu L4. Podobné& je tomu
tak s oxazolidinony (pf. linezolid): ty se také vazi na 50S a inhibuji syntézu proteind, ale

rezistence je zpusobena mutaci v 23S RNA a G2576T v DNA. [10]

2.1.3. Nova antibiotika

Ve vyvoji novych ucinnych latek se casto vraci k jiz diive znamym Ié¢iviim, od kterych se
z raznych divoda opustilo a nyni se vyuzivaji jejich derivaty. Napiiklad plazomicin ze
skupiny aminoglykosidl oproti ostatnim latkam ze své skupiny nevykazuje nefrotoxicitu ani
ototoxicitu a zachovava si spektrum ucinku proti stafylokoklim a gramnegativnim tyckam.
Vyuziti nalezne  pfi 1é¢be komplikovanych ~ mocovych infekei. [11]
Ojedin€lé nejsou ani nové kombinace dvou uc€innych latek. Naptiklad Sirokospektry
cefalosporin ceftolozan s vysokou ucinnosti proti Pseudomonas aeruginosa a nékterym
druhiim z kment rezistentnich k ceftazidimu, piperacilinu a karbapenemiim, se kombinuje
s tazobaktamem. Tazobaktam disponuje inhibici B-laktamdz, coz v kombinaci
s ceftolozanem tvoii ucinny lék proti producentim Sirokospektré B-laktamazy typu ESBL
(extended-spectrum B-lactamase). Ceftolozan/tazobaktam byl registrovan v roce 2014 pro
terapii infekci zplisobenych G+/G- bakteriemi.

Spojenim ceftazidim/avibaktam vznikl nadéjny 1€k pro infekce mocovych cest a infekce
nitrobtisni, zptisobené Klebsiella pneumoniae, E. coli nebo enterokoky patfici do kategorie
MDR.  Avibaktam je  molekulou  inhibujici B-laktamazy. [11], [12]
Ackoli je navrat ke zndmym latkdm ¢i jejich kombinace G¢inna cesta, neni dlouhodobé

udrzitelna, proto je snaha, nalézt latky nové, ne pouze odvozeniny od jiz znamych skupin.
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Jednim z mozZnych adeptid jsou syntetické peptidy, které plsobi pifimo na bakteridlni
membranu. A jejich G¢innost se prokazala i na multirezistentnich kmenech. Navic uméle
vytvoiené peptidy maji vyhodu lepsi aktivity, nizs$i cytotoxicity a proteolyzy. [13] Dalsi
strategii je vyuziti terpent jako latek ptfirodniho pivodu, které jsou zndmé pro svou bohatou
Skalu Gc€inkd, proto se uvazuje i o jejich potencidlnim klinickém vyuziti jako antimikrobnich

latek. [14]

2.2. Terpeny — struktura, vyskyt vlastnosti

2.2.1. Obecna charakteristika

Terpeny jsou latky ptirodniho piivodu, syntetizované v rostlinach a bakteriich. V rostlinach
vznikaji jako sekundarni metabolity, kde hraji svou roli jako napf. atraktanty nebo naopak
jako latky obranné. Pfirozené€ se vyskytuji ve volné, anebo v mensim mnozstvi v glykosidové
formé. Jsou t€kavé, proto se z rostlin snadno ziskédvaji jako rostlinné silice, nejcastéji pomoci
destilace s vodni parou. Lidé se je naucili vyuzivat v potravinai'stvi pro jejich piijemnou viini
a chut’ nebo ve farmacii, kde jsou znamé jejich antibakterialni nebo protinddorové Ucinky,

proto jsou oznacovany jako ,,bioaktivni“ slouceniny. [15]

2.2.2 Klasifikace

Zékladni stavebni jednotkou je isopren, plynny uhlovodik s molekulovym vzorcem CsHs.
Dle poctu izoprenovych jednotek a jejich organizaci jsou terpeny roziazovany do skupin

(hemi-, mono-, seskvi-, di-, tri-, tetraterpeny, polyterpeny). [16], [17]

2.2.2.1 Monoterpeny

Monoterpeny maji dvé isoprenoidni jednotky, zdkladni sumarni vzorec je CioHis. Nachazi se
ve vSech organismech, ale syntetizuji se v krytosemennych rostlinach, houbach ¢i bakteriich.
[15], [17] Jako hlavni sloZka esencidlnich olejii jsou nositeli charakteristickych rostlinnych
viini. [16] Radi se sem napf. pineny, karveol, kafr, menthol, limonen. [17], [18] Kromé lakani
opylovact jsou soucasti i dalsich bioaktivnich latek (viz nize). [16]

Zastupcem monoterpent s aktualné vysokym potencidlem vyuziti v mediciné a farmacii je
thymol (2-isopropyl-5-methylfenol; Obr. 1). Jeho tc¢inky v soucasné dob¢ sleduje fada studii.
Znama je jeho antibakteridlni i1 protiplisiiova aktivita nebo jeho vyuziti jako lokalni
anestetikum nebo antioxidant. Jeho hlavnim pfirodnim zdrojem je matetfidouska tymian

(Thymus vulgaris L.) a vyskytuje se zejména v esencialnich olejich. [19] Tymian je také
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bohatym zdrojem cymenu. p-Cymen (1-methyl-4-[ 1-methylethyl]benzen; Obr. 1) je alkyly
substituovany aromaticky uhlovodik. Je téz biologicky aktivni, snizuje oxidacni stres
a vykazuje prozanétlivou aktivitu. [20] Podobné jako thymol se ziskava derivat cymenu,
karvakrol (2-methyl-5-[1-methylethyl]fenol; Obr. 1), ktery téZ pochdzi z tymidnu nebo
majoranky (Majorana hortensis L.). Vyskytuje se v esencialnich olejich a taktéZ disponuje
pro lidi prospéSnymi vlastnostmi, plisobi proti zanétu. [21] Menthol (2-isopropyl-5-
methylcyklohexan-1-ol; Obr. 1) je cyklicky monoterpenovy alkohol, hlavni slozky silice

maty (Mentha spp.). [22] Je zndmy pro své vyuziti v potravinaistvi i farmacii.

OH
Thymol p-Cymen Karvakrol Menthol

Obrazek 1 - Biologicky aktivni monoterpeny

2.2.2.2 Seskviterpeny

Seskviterpeny se skladaji ze tfi isoprenoidnich jednotek (obecny sumarni vzorec
Ci5Hz4), ve srovnani s monoterpeny jsou tedy stabilngjsi. V zivych organismech pusobi
jako ochranny mechanismus nebo pomoci feromonti lakaji u rostlin hmyz pro opylovani nebo
u savcl (slonil) partnera. Zasadni roli v rostlindch hraji jako riistové hormony, napft. kyselina
abscisova (Obr. 2) je dileZitd pii vyvoji, kliceni, bunécném déleni a signalizaci. V lidském
organismu ptisobi jako prozanétlivy cytokin nebo stimuluje uvolnéni inzulinu z pankreatu.
[16] Mezi dalsi zastupce se tadi artemisin (Obr. 2) z pelyiiku ro¢niho (Artemisia annua L.),
postihujici Siroké spektrum zivotniho cyklu Plasmodium spp., ¢imz se prokazal jako

ucinnéjsi antimalarikum neZ prvni klinicky pouzivané antimalarikum chinin. [18]

Kyselina abscisova Artemisin

Obrazek 2 - Biologicky aktivni seskviterpeny
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2.2.2.3 Diterpeny

Jsou odvozené ze Ctyt izoprenovych jednotek, (obecny sumarni vzorec CxoH32). Na rozdil od
monoterpeni nejsou t€kavé. Zahrnuji rtizné formy: linearni, bi-, tetra-, penta-
a makrocyklické. [17] Diterpeny téz plsobi jako ristové hormony a reguluji kliceni ¢i
kveteni. Vykazuji také inhibi¢ni aktivitu vici patogennim mikrobim a plevelim. [17]
Vyznamnymi zastupci jsou kafestol a kahweol (Obr. 3), diterpenické alkoholy z oleje
z kavovych zrn. Predpoklada se, ze jejich antioxida¢ni a protizanétlivé ucinky maji za
nasledek sniZzené riziko vyskytu deprese u Zzen, rakoviny prostaty u muzi, mrtvice ¢i

cukrovky. [16]

HO

Kafestol Kahweol

Obrazek 3 - Diterpeny

2.2.2.4 Triterpeny

Triterpeny vznikaji spojenim dvou molekul seskviterpent, a obsahuji tedy 30 atomt uhliku.
[17] Ptirozené se vyskytuji u rostlin i zivocichl. Jejich prekurzorem je skvalen (Obr. 4)
a jeho derivaty mohou vytvaret tetracyklické a pentacyklické molekuly. [14] Triterpeny jsou
predeviim alkoholy, aldehydy a karboxylové kyseliny. Radime sem i steroly a fytosteroly
diky jejich cyklopentanoperhydrofenanthrenové struktute. [17] V rostlinach a zivocisich jsou
odvozeny od kyseliny mevalonové jako prekurzory steroidl. Nékteré saponiny jsou steroidni
molekuly podobné hormonim, péni a disponuji detoxika¢nimi i detergentnimi ucinky a také
napomahaji pfi hojeni ran. [16], [23] Mezi dalsi zastupce triterpenti se fadi oleanan, ursan

nebo tetracyklické dammaran a kukurbitan (Obr. 4). [23]
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Oleanan Ursan Dammaren Kukurbitan

Obrazek 4 - Triterpeny

2.2.2.5 Tetraterpeny

Tetraterpeny neboli karotenoidy se nachazi v riznych druzich hub, rostlin a bakterii, kde jsou
zodpovédné za cerven¢ az zluté zbarveni. Skladaji se z 8 izoprenovych jednotek
s molekulovym vzorcem Ca4oHss. VEtSinou jsou vysoce nenasycené a je obtizné je izolovat a
cistit. [16] Mezi jejich hlavni role patfi ochrana rostlin pfed volnymi radikaly a zachycovani
svétla (pomocna fotosyntetickd barviva). [17] NejzndméjSim zastupcem je B-karoten (Obr.
5), v potravinafstvi pouzivany jako pfirodni barvivo a antioxidant. V lidském téle slouZzi jako
prekurzor vitaminu A [24], a jelikoz si savci nedokazou karotenoidy sami syntetizovat, musi
jej pfijimat potravou v riznych druzich ovoce a zeleniny (kiwi, kapusta, Spenat aj.). [25]
Dals$im zéastupcem je lutein (Obr. 5), karotenoid oranzové barvy pouzivany jako piisada do

hospodaiskych krmiv. Dal§imi jsou naptiklad zeaxantin, astaxantin (Obr. 5). [24]
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Zeaxantin

Astaxantin

Obrazek 5 - Tetraterpeny

2.2.3 Vyznam pro ¢lovéka

Lid¢é Cerpaji z blahodarnych u¢inka terpent i jejich silic v nékterych piikladech jiz staleti,
at’ uz jako preventivnich prostfedkil, nebo jako soucast terapie psychickych i fyzickych
nemoci. Napfiklad menthol se b&zné uzivd proti nachlazeni ¢i nadyméni [15], [19].
Vyznamné jsou také protinadorové ucinky, které byly pozorovany zejména u monoterpent
perillyl alkoholu, geraniolu, inhibujiciho in vitro rozvoj leukémie nebo karcinomu tlustého
stfeva, a karvonu (Obr. 6) jako mozné prevence nadorového bujeni karcinomu plic, jater
1 slinivky. Opét se 1i8i rliznym mechanismem uc¢inku. Perillyl alkohol (Obr. 6) inhibuje
syntézu ubichinonu (mitochondridlni pfenasec signalti) a konverzi lathosterolu na cholesterol
(soucast bunéénych membran). Ob& molekuly jsou stézejni pii bunééném déleni, proto
pfi snizeni jejich koncentrace mize dochazet ke zamezeni nadorového bujeni. [15] Geraniol
(Obr. 6) ovlivilyje fadu fyziologickych procest, jako je pravé bunééné déleni, metabolismus
¢1 apoptoza. Blokuje G1 fazi bunééného cyklu Michigan Cancer Foundation (MCF)-7 linie
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rakoviny prsu, a tim i rist tumordznich bunék. [26] Geraniol spolu s mentholem a perillyl
alkoholem inhibuji biosyntézu a urychluji degradaci 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A
reduktazy (HMG-CoA), klicového enzymu mevalonatového systému pro syntézu prekurzorti
monoterpenového glykosidu ziskaného z kotfene pivonky, kde se zjistilo, ze jsou schopny
inhibovat tvorbu zanétlivého faktoru oxidu dusnatého (NO), interleukinu-6 (IL-6) a tumor
nekrotizujiciho faktoru (TNF-a) vyvolanou lipopolysacharidy (LPS). Inhibice korelovala
s davkou. Podobné ucinky vykazovaly i vytazky z Tripterygium wilfordii (trojkiidlec
Wilfordliv) nebo zensenu (Panax sp.).

Terpeny disponuji dal§i rozmanitou bioaktivitou, za zminku stoji jejich antivirové
a antimalarické Uc¢inky (artemisin) nebo prevence kardiovaskuldrnich onemocnéni
(karvakrol) nebo se mohou podilet na snizovani hladiny krevniho cukru (karvakrol). [15],

[18], [21], [26]

Perillyl alkohol Geraniol Karvon

HO OXH
H——0,0
O

Paeoniflorin

Obrazek 6 - Terpeny vyznamné pro ¢lovéka

2.2.4 Antimikrobialni acinky terpeni

Ptirodni terpeny jsou jiz z diivéjska znamé pro své antimikrobidlni ucinky. Negativni dopad
maji zejména na funkci a strukturu antimikrobialnich membran a bunéénych stén. U¢innost
se lisi podle slozeni a chirality. [27] Mohou byt povazované jako alternativa dnesnich

syntetickych antimikrobialnich latek a byly americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 16¢iv
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(Food and Drug Administration, FDA) klasifikovany ,,obecné uznavané jako bezpecné*

(Generally Recognized as Safe, GRAS). [28]

2.2.4.1 Grampozitivni bakterie

Karvakrol (0,03 %) pfi testovani dokazal pfi kombinaci s 8 riznymi antibiotiky zvratit 11
z 18 rezistentnich izolati MDR (multiple drug resistant) Staphylococcus spp. z kravského
mléka, ov¢iho abscesu a lidskych vzorkl rezistenci zpét na citlivé nebo stiedné citlivé. [29]
Konkrétné pak pro Staphylococcus aureus odpovidala hodnota MIC (minimdlni inhibi¢ni
koncentrace) 200 pg/ml. [28] Antimikrobialni u¢inky prokazal i vii¢i streptokokiim bézné se
vyskytujicich v lidské ustni dutiné a zplisobujicim zanéty. Hodnoty MIC pro Streptococcus
mutans a S. sanquinis byly shodné 93,4 pg/ml. Hodnota MBC (minimdalni baktericidni
koncentrace) byla 373,4 ng/ml. [30] Pfi mechanismu uc¢inku hraje diilezitou roli hydroxylova
skupina, diky ni karvakrol interaguje s dvouvrstevnou bunécnou membranou bakterii
a vimestnava se zde mezi fetézce mastnych kyselin, coZ membranu destabilizuje, zvysi jeji
propustnost, ¢imz se narus$i iontovy gradient, a bunika umird. Pfi interakci karvakrolu
s buné¢nou membranou dochazi ke zkracovani rozvétvenych fetézcti mastnych kyselin, které
buniku chrani napft. pted oxida¢nim stresem. Je vSak prokézano na ptikladu Staphylococcus
aureus, ze s rostouci koncentraci karvakrolu roste i pomér nerozvétvenych mastnych kyselin
ku rozvétvenym mastnym kyselindm, a tudiz 1 néachylnost bunky k antibiotikiim.
S antibakteridlni aktivitou karvakrolu miiZze také souviset schopnost navazat se do malého
zlabku DNA, kde dilezitou roli hraji vodikové vazby. Pro zlepsSeni ucinku je také zadouci
snizené pH. [31] Thymol samostatné¢ proti riznym druhGim Staphylococcus spp.
a Streptococcus spp. prokazoval hodnoty MIC 0,1-0,2 mg/ml. [32] Konkrétné
pro Staphylococcus aureus pak hodnota MIC byla 150 pg/ml. [28] Karvakrol i thymol mély
antibakterialni aktivitu i vaéi pfirozené se vyskytujicim laktobacilim (Lactobacillus
acidophilus, L. reuteri a L. salivarius), ale n€kolikandsobné nizsi nez u patogennich bakterii
(MIC 1500 pg/ml). Dale také viici Clostridium perfringens bylo pro oba shodné MIC 375
ug/ml. [33]

Ve snaze o zvySeni U¢innosti thymolu byla jeho molekula modifikovana na tfi nové derivaty
(Obr. 7): 7-formyl-9-isobutyryloxy-8-hydroxythymol (1), 7,9-di-isobutyryloxy-8,10-
dehydrothymol (2) a 2a-methoxyl-3p-methyl-6-methylol-2 ,3-dihydrobenzofuran (3). Stejné
jako u téchto modifikovanych derivatl byla testovana antimikrobni aktivita vici ttem G+

kmentm také u péti jiz znamych izolovanych slouc¢enin (Obr. 7) z nadzemnich ¢asti invazni
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rostliny Ageratina  adenophora —  2a-methoxyl-3p-methyl-6-(acetyl-O-methyl)-2,3-
dihydrobenzofuran (4), 7,8,9-trihydroxythymol (5), 7,9-di-isobutyryloxy-8-ethoxythymol
(6), 7-acetoxy-9-isobutyryloxy-8-methoxythymol (7) a  7,9-di-isobutyryloxy-8-
methoxythymol (8). Ze vSech slou¢enin nejlepsich vysledka (Tab. 1) doséhly slouceniny 1
a5, které byly srovnatelné s pozitivni kontrolou kanamycin-sulfatu (KS). Naopak
u slouceniny 8 nebyla detekovana Zadna antimikrobni aktivita. Taktéz bylo provedeno
testovani s G- bakteriemi (E. coli, Salmonella enterica), avSak zde se antimikrobni aktivita

ukézala pouze u sloucenin 1 a 5 s MIC 15,6 pg/ml. [34]

(0]
H.7..0 \n/
1 0]
6 2 6
5 5 0
o1 sy
20 (0]
107 5,49 10 |
(0]
1 2 3 4
OH O\[(J\ O\ﬂ/ O\[H\
(0] (0] 0
OH OH OH OH
OH \/O o _0 o /O N
5 6 7 8

Obrazek 7 - Biologicky aktivni derivaty thymolu [34]
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Hodnoty MIC sloucenin 1-8 proti ttem G+ kmenim [pg/ml]
Staphylococcus | Bacillus Bacillus
Slouceniny aureus cereus thuringiensis
1 7,8 3.9 7,8
2 >100 62,5 >100
3 31,3 31,3 62,5
4 31,3 62,5 62,5
5 7,8 7,8 15,6
6 62,5 62,5 62,5
7 >100 62,5 62,5
8 >100 >100 >100
KS 1,9 3.9 3,9
KS = kanamycin-sulfat, referen¢ni sloucenina

Tabulka 1 - Terpeny aktivai proti G+ bakteriim

2.2.4.2 Gramnegativni bakterie

Jako antibiotikum zabirajici na G- bakterie se ukazaly karvakrol i thymol, pfi¢emz thymol
byl u¢inngjsi pfi inhibici E. coli s MIC 187,5 pug/ml (MIC pro karvakrol 375 pg/ml). Oproti
tomu u Salmonella enteritidis byla citlivost pro thymol slabsi (MIC 750 pg/ml), ale
pro karvakrol vyrazné lepsi 187,5 pg/ml. Pro Salmonella typhimurium a Salmonella pullorum
meli MIC stejné, a to 375 pg/ml. [33] Smési karvakrolu a thymolu bylo docileno MIC 200
ug/ml proti Salmonella enteritidis. [28] Thymol nejen Ze funguje samostatné, ale 1ze ho
kombinovat s jiz pouzivanymi antibiotiky. Naptiklad s kolistinem (polymyxin E), ktery se
bézn¢ uziva pii 1éCbe infekci zpltisobenych MDR kmeny nebo infekci G- bakteriemi
rezistentnimi na karbapenem. V rtiznych kombinacich kolistinu s thymolem doslo ke sniZeni

MIC u bakterii Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a

Enterobacter cloacae. [35]

Mezi latky negativné ovliviujici rast bakterie Pseudomonas aeruginosa se zaradily karveol

a citronellol, oba s MIC 512 pg/ml. Karveol ptsobil proti Pseudomonas aeruginosa také

synergicky s chloramfenikolem nebo ciprofloxacinem. [36]
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2.2.4.3 Mykobakterie

Antimikrobidlni aktivitu vykazuji terpeny z esencialnich oleji také vi¢i mykobakteriim
(Mycobacterium tuberculosis a Mycobacterium bovis). Uéinnost prokazaly p-cymen,
menthol, thymol, karvakrol. Mezi nejlépe hodnocené se zatadil thymol spolu s karvakrolem.
Jejich hodnoty MIC pro Mycobacterium tuberculosis 2,02 (karvakrol) a 0,78 pg/ml (thymol)
byly nékolikandsobné nizsi oproti napt. mentholu (MIC 61,66pug/ml.) Nejefektivnéji proti
obéma kmentim pusobily slouceniny obsahujici fenolovou skupinu. Dulezitad je také
konformace Sesticlenné¢ho kruhu, protoze ackoli ho menthol i thymol obsahuji, G¢innost je
rapidné odliSnd, menthol ma niZsi jak antimikrobidlni, tak cytotoxickou aktivitu. Svou roli
hraje 1umisténi hydroxylové skupiny vzhledem k vétSimu alifatickému fetézci, kterou
muzeme porovnat u thymolu (v poloze meta) a karvakrolu (v poloze ortho), kdy je opét

thymol ucinné&;jsi. [37]

Ackoli samy o sob& vykazuji antibakteridlni ucinky, mohou (R)-limonen, (S)-limonen,
sabinen, B-elemen a myrcen ve spojeni s béZznymi antituberkulotiky zvySovat G¢innost a
zaroven tedy snizovat potfebu mnozstvi uzivanych antibiotik (Obr. 8). Kombinaci (R)-
limonenu, p-elemenu, myrcenu a sabinenu s ATB se podafilo snizit MIC ATB
pro Mycobacterium tuberculosis (z 3,9 na 0,475 pg/ml pro ethambutol, z 15 na 0,475 pg/ml
pro isoniazid a z 0,475 na 0,237 pg/ml pro rifampicin). Limonen projevil synergicky ucinek
se vSemi testovanymi antibiotiky (MIC se snizil z 16 na 0,475 ug/ml pro ethambutol, z 16
na 0,237 ug/ml pro rifampicin a z 32 na 0,475 ug/ml pro isoniazid). [27]

Limonen sice pii testovani nabyval nejvysSich hodnot MIC, ale ptisobil tuberkulostaticky.
Diky interakci s cytoplazmatickymi membranami bakterii, naruseni jeji integrity a inhibici
respirac¢nich enzymu. [27]

Struktura také ovlivnila vysledky pii samostatném testovani aktivity terpent, jako vyhodné&;si
se oproti karbonylové prokazala aromaticka struktura. Naopak pocet cyklickych a dvojnych

vazeb nehral vyznamnou roli. [27]

A\

(R)-Limonen (S)-Limonen Sabinen B-Elemen Myrcen

Obrazek 8 — Terpeny aktivni viici mykobakteriim
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2.2.4.4 Houby

Antifungélni aktivita byla testovana u dfive znamych antimikrobidlné pisobicich latek
thymolu a karvakrolu. Mira inhibice rlstu plisné¢ Botrytis cinerea byla umérna ristu
koncentrace terpent. MIC pro thymol byla 65 mg/l a MFC (minimalni fungicidni
koncentrace) 100 mg/l. Pro karvakrol pak MIC odpovidala 120 ul/l a MFC 140 pl/1. [38]
Karvakrol dovedl inhibovat rast houby Trichophyton rubrum jiz pii nizsich koncentracich
MIC 32 pg/ml. [30]

Z Artemisia vestita bylo izolovano sedm seskviterpenoidii, z nichz byly tfi nové
eudesmanolidy (artemivestinolid D-F) a jeden novy guaianolid (artemivestinolid G). VSech
sedm latek mélo potencidlni ucinek vuc¢i Plutella xylostella s hodnotami ECso (polovina
maximéalni G¢inné koncentrace) vrozmezi 25,3-42,1 pg/cm? Kromé toho nékteré
seskviterpenoidy ptsobily 1 pfimo antifungdlné. Slouceniny artemivestinolid
D [ (1R,68,7S,10R,11S)-1-isobutyryloxyeudesma-4(5)-en-12,6-olid)] a  dehydrocostus
laktone inhibovaly rlst Plutella xylostella pti MIC 128 mg/l. U Botrytis cinerea pusobily
hned ¢tyfi slouceniny se shodnou MIC: artemivestinolid D, artemivestinolid E [(1R, 6S, 7S,
10R, 115)-1-methakryloyloxy-eudesma-4(5)-en-12,6-olid], artemivestinolid G [ (1R, 4R, 5R,
6R, 7R, 895)-15-ethoxymethyl-2-ox0-8-hydroxy-guaia-10(14),11(13)-dien-12,6-olid ],
dihydroestafiaton (MIC 256 mg/l). A rist Fusarium oxysporum potlatovaly dehydrocostus
lakton a artemivestinolid F [(1R, 5R, 6S, 7S, 10S, 115)-1-isobutyryloxy-eudesma-4(15)-en-
12,6-olid (MIC 256 mg/1)]. [39] Mezi dalsi ptiklady latek s prokdzanou antifungalni aktivitou
patii smés triterpent — spinasterolu a 22,23-dihydrospinasterolu — extrahovanych z listl
rostliny Citrullus colocynthis. Uéinnost byla porovnavana podle inhibice riistu mycelia u tfi
patogennich hub Magnaporthe grisea, Rhizoctonia solani a Phytophthora infestans. Nejlepsi
vysledky se ukdzaly u R. solani, kde hodnota EDso (davka pro 50% inhibici ristu) dosahovala
hodnot 129,56 pg/ml, slabsi ucinek pak smés ukazala u M. grisea, kdy hodnota EDsg byla
206,09 pg/ml. Zanedbatelnou hodnotu pak smés poskytla u P. infestans s EDsp 1093 pg/ml.
[40]

2.3 Antimikrobialni aminokyselinové derivaty

Fenolova hydroxylova skupina patii v1éCivech k jedné z nejvyuzivanéjSich funkénich

skupin, at’ uz to jsou antibiotika, protinddorové latky nebo dalsi. [41] Ackoli je ptfitomnost
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fenolickych hydroxyld nezbytné pro uc€inek antibiotik, mohla by mit drazdivé G¢inky. Proto
ve snaze zlepSeni vlastnosti latek zacalo dochéazet kjejich tpravam, kdy je pomoci
esterifikace skupina doCasné kryta. Dojde tak ke zméné fyzikalné-chemickych vlastnosti,
coz ma za nasledek vyssi Gi€innost, zlepSenou rozpustnost, biologickou dostupnost a pranik
biologickymi bariérami nebo niz§i toxicitu. Pokud jsou pro esterifikaci pouZzity
aminokyseliny, mohly by usnadnit moznost zacileni 1é¢iv jako systému pro podavani 1éCiv.
[42] Proto jsou idedlnimi adepty pro vyuziti jako prodrug 1é¢iva, kterd maji diky maskované
hydroxylové skupin€ vyssi lipofilitu, a 1épe tak prochazi napt. do centralni nervové soustavy.
[41] Soucasnym trendem je vytvareni napi. novych aminokyselinovych estert salicylanilidi
(N-fenyl-2-hydroxy-benzamidy), které prokazuji svou antimykobakteridlni aktivitu, a pak
také zejména vici G+ kmenim v koncentraci od 0,25 pg/ml. Jejich mechanismus u¢inku
spoc¢iva v inhibici dvouslozkovych regulacnich systémii bakterii mechanismem souvisejicim
s rozpojenim oxidativni fosforylace. Salicylanilidy jsou také selektivnimi inhibitory
produkce interleukinu-12p40, ktery hraje svou specifickou roli pfi iniciaci, expanzi a kontrole
bunécné odpovedi na infekei tuberkulozy. Také spojeni esterti halogenovanych salicylanilidi
a N-acetyl-L-fenylalaninu se ukazalo jako funk¢ni kombinace pro rozsifeni palety vysoce
aktivnich antimikrobnich latek. [42] Dalsi fada salicylanilidovych esteri N-chranénych
aminokyselin prokazala aktivu proti Mycobacterium tuberculosis a osmi kmentim hub, a to
nejvice k Aspergillus fumigatus, Absidia corymbifera a Trichophyton mentagrophytes.
Nejvyssi antimikrobni aktivita proti M. tuberculosis byla pozorovana u (S)-4-chlor-2-(4-
trifluormethylfenylkarbamoyl)-fenyl-2-benzyloxy-karbonylamino-propionatu (99%
inhibice, MIC = 3,13 pg/ml) a (S)-4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenyl-2-benzyloxy-
karbonylamino-propionatu (97% inhibice, MIC = 3,13 ug/ml). Jednim z faktori vysoké
antituberkulotické aktivity je methyl jako maly substituent nebo neptitomnost substituentu
R3 (Obr. 9). Substituce R* objemnéjsi skupinou napt. benzyl nebo isopropyl, byla spojena
stereoizomerie, jednotlivé enantiomery vykazuji znacny rozdil ve své antituberkul6zni

aktivité. Naopak lipofilita se ukazala az jako sekundarni parametr. Latky s rozdilnym
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stupném lipofility dosahovaly podobné urovné aktivity. [43]

Obrazek 9 -Ester N-benzyloxykarbonylaminokyselin salicylanilidii

Co se tyce vztahu mezi strukturou a aktivitou proti M. tuberculosis, nejvyhodnéjsi byla
na salicylovém kruhu substituce 4-brom/chlor, relativné nezavisle na substituci anilinového
kruhu. Optimalni zbytky na pozicich 3 a 4 anilinového kruhu jsou 4-CF3 (v kombinaci
se substituovanou salicylovou ¢asti molekuly) a 3,4-Cl,. Naopak monosubstituce chlorem
na pozici 3 a 4 poskytovala minimalni pfinos ve srovnani s ostatnimi. Pro vyvoj novych
antituberkulotik se krom esterti salicylanilidi N-acetyl-L-fenylalaninu, provadéla studie

s estery kyseliny octové, ty vSak nevykazovaly takovou aktivitu. [42]
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3 Cile prace

Cilem prace je ptiblizeni problematiky antibiotické rezistence a jeji feSeni pomoci vyhledani
novych antimikrobnich pfipravkd, a to zejména na bazi piirodnich terpent. Teoreticka ¢ast
popisuje poznatky o terpenech jako antimikrobnich latkach a jejich vyuziti v praxi a zaroven
podat piehled substituentii, které by navySovaly antimikrobni ti¢innost terpenti.

Cilem experimentalni Casti je praktickd piiprava a charakteristika potencidlnich
antimikrobnich latek na bézi terpenti, odvozenych od chlorthymolu a nasledné testovani

jejich antimikrobidlni aktivity vici G+, G- bakteriim, mykobakteriim a houbam.
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4 Experimentalni Cast

4.1 Chemicka cast
4.1.1 Obecna metodika

Vsechny chemikalie pouzité bez dalSich uprav pro syntézu a analyzu byly zakoupené
od firem Apollo Scientific Ltd (Stockport, Velka Britanie), Lach-Ner (Neratovice, Ceské
republika), Merck KGaA (Darmstadt, Némecko) a VWR/Avantor (Stiibrna Skalice, Ceska
republika).

Struktura vech p¥ipravenych latek byla potvrzena pomoci 'H NMR a *C NMR analyzy.
NMR spektra (500 MHz nebo 600 MHz pro 'H; 126 nebo 151 MHz pro '*C) byly zméfeny
v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds) pfi laboratorni teploté na pfistrojich Varian
VNMR S500 (Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) a JEOL JNM-ECZ 600R (JEOL,
Akishima, Tokso, Japonsko) — doc. PharmDr. Jiti Kunes, CSc. Hodnoty chemickych posunt
() jsou vyjadiené v partes per milion (ppm) a spektra jsou vniting€ kalibrovana na rezidualni
signal aprotického rozpoustédla vici tetramethylsilanu (DMSO-ds: 2,50 pro 'H, 39,60
pro °C). Hodnoty interakénich konstant (J) jsou uvedené v Hz. NMR spektra byla
vyhodnocena v programu MestReNova 15.0.1 (Mestrelab Research Santiago de Compostela,
Spanélsko).

Infracervend spektra byla méfena na spektrometru Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) v rozmezi 600—4000 cm™', méfeni probihalo technikou ATR
na krystalu germania. Spektra byla zmétena pani Ivou Vencovskou.

Elementarni analyza byla provedena pomoci pfistroje Vario MICRO Cube Element Analyser
(Elementar Analysensysteme, Hanau, Némecko). Vypocitané i zmefené hodnoty jsou zadané
v procentech.

Teploty tani byly zméfeny na piistroji Biichi 5.545 (BUCHI Labortechnik AG, Flawil,
Svycarsko) v oteviené sklenéné kapilafe. Ziskané hodnoty byly vyjadieny jako interval
a nebyly korigované.

Retenc¢ni faktory (Ry) pfipravenych sloucenin a prubchy reakci byly monitorované pomoci
tenkovrstvé chromatografie (TLC — Thin Layer Chromatography); tenké vrstvy byly
zakoupen¢ od firmy Merck Millipore (Darmsradt, Némecko), hlinikova deska byla potazena
silikagelem Merck 60 F254 o tloustce 0,2 mm. Vizualizace byla uskute¢néna pomoci
UV zafeni (A = 254 nm). Jako mobilni fize (MF) pro vyvijeni TLC desek a také

pro kolonovou chromatografii byla pouzitd smés hexan/ethyl-acetat v objemovém
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poméru 8:2. Pro kolonovou chromatografii byl pouzit silikagel Merck Kieselgel 60 A
(0.040-0.063 mm) (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko).
Vzorce reakénich schémat byly navrhnuty v programu ChemDraw Professional 22.2

(PerkinElmer Inc., MA, USA).

4.2.1 Syntéza esterii (ZK1-ZK6) a jejich charakterizace
4.2.1.1 Obecny postup

o
. @\ _EGN ¢ o
Cl cocl DCMm

2 mmol chlorthymolu (369 mg) byly rozpustény v 8 ml dichlormethanu (DCM) a nésledné
byly pfidany 3 mmol triethylaminu (8 ml). Reakéni smés se ochladila v ledové 14zni a poté
bylo pfiddno 2,6 mmol chloridu pfislusné kyseliny. Reakéni smés se ponechala michat
2 hodiny do kompletni konverze na produkt (indikace pomoci TLC). Nasledn¢ byl DCM
odpafen za snizen¢ho tlaku, surovy produkt byl rozpusStén v ethyl-acetatu a smés byla
extrahovana nasycenym roztokem Na>CO3 (2°50 ml) a nasycenym roztokem NaCl (150 ml).
Organicka vrstva byla vysuSena stanim nad bezvodym Na>SO4, pevny podil byl odfiltrovan,
filtrat odpafen za sniZzeného tlaku za vzniku krystall, pfipadné olejovitych produktii.
V ptipadé potieby (slouceniny ZK-3, ZK-4, ZK-6) bylo provedeno piecisténi pomoci
sloupcové chromatografie. Pfipravené slouceniny byly charakterizovany pomoci NMR, IR

spekter, teploty tani a hodnot R
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4.2.1.2 Charakterizace pripravenych latek
4-chlor-2-i1sopropyl-5-methylfenyl-benzoat (ZK-1)

O
0] Cl

Sumarni vzorec Ci17H17ClO,
Relativni molekulova hmotnost 288,77

Vzhled bila pevna latka
Vytézek 79 %

Teplota tani 63,0-65,3 °C
Ry 0,84

'H NMR (600 MHz, DMSO-D): 6 8.16 — 8.13 (2H, m, H2s, H6g), 7.77 (1H, t, J = 7.4 Hz,
H4g), 7.64 (2H, q, J = 8.3 Hz, H3p, H58), 7.42 (1H, s, H34), 7.24 (1H, s, H6,), 2.95 (1H,
hept, J = 6.9 Hz, CH), 2.31 (3H, s, CHs), 1.15 (6H, d, J = 6.9 Hz, CH3-CH-CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds): § 165.13, 146.99, 140.05, 134.79, 134.63, 131.37, 130.30,
129.69, 129.07, 127.45, 125.77, 27.63, 23.03, 19.63.

IR (ATR): 2983, 2966, 2925,2868, 1735, 1689, 1681, 1602, 1585, 1508, 1488, 1452, 1390,
1375, 1365, 1340, 1315, 1263, 1240, 1179, 1156, 1115, 1081, 1061, 1026, 1002, 983, 912,
879, 770, 735, 705, 685, 669, 657, 650, 623, 604 cm",

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 70.71; H, 5.93;
Nalezeno C, 70.75; H, 5.86
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4-chlor-2-i1sopropyl-5-methylfenyl-4-(trifluormethyl)benzoat (ZK-2)

O
F3C—< >—<
O Cl

Sumarni vzorec: Ci1sHi6CIF;30;
Relativni molekulova hmotnost: 356,77
Vzhled olejovita latka
Vytézek 76 %

Teplota tani --

Ry 0,93

'H NMR (500 MHz, DMSO-Dg): § 8.37 —8.31 (2H, m, H2g, H6g), 8.03 — 7.97 (2H, m, H3p,
H5g), 7.43 (1H, s, H34), 7.29 (1H, s, H6,), 2.96 (1H, hept, J = 6.9 Hz, CH), 2.31 (3H, s,
CHs), 1.14 (6H, d, J = 6.9 Hz, CH3-CH-CHs).

13C NMR (126 MHz, DMSO-De): 3 164.04, 146.69, 139.89, 134.04 (q, J = 31.9 Hz), 133.91,
132.80, 131.56, 131.16, 130.57, 127.47, 126.61 (q, J = 3.8 Hz), 125.55, 124.10 (q, J = 272.8
Hz), 27.49, 22.97, 19.57.

IR (ATR): 2966, 2930, 2873, 1745, 1697, 1587, 1514, 1488, 1445, 1412, 1392, 1377, 1366,
1327, 1307, 1287, 1265, 1256, 1238, 1167, 1157, 1121, 1113, 1076, 1068, 1016, 982, 899,
863, 821, 785, 771, 761, 731, 666, 650, 632 cm’.

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 60.60; H, 4.52; O, 8.97;
Nalezeno C, 60.52; H, 4.58; O, 8.93
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4-chlor-2-1sopropyl-5-methylfenyl-4-methoxybenzoat (ZK-3)

0
O
/Co Cl

Sumarni vzorec: CisH19ClO;
Relativni molekulova hmotnost: 318,80

Vzhled bila pevna latka
Vytézek 73 %

Teplota tani 97,0-100,2 °C
Ry 0,67

'H NMR (600 MHz, DMSO-De): d 8.07 — 8.04 (2H, m, H2g, H6g), 7.36 (1H, s, H34), 7.16
(1H, s, H6,), 7.12 — 7.08 (2H, m, H3p, H5g), 3.84 (3H, s, OCHz), 2.90 (1H, hept, J= 7.0 Hz,
CH), 2.26 (3H, s, CHs), 1.10 (6H, d, J = 7.0 Hz, CH3-CH-CH).

3C NMR (151 MHz, DMSO-Ds): 5 164.74, 164.44, 147.09, 140.10, 134.53, 132.53, 131.18,
127.38,125.87, 121.13, 114.99, 56.22, 27.66, 23.02, 19.61.

IR (ATR): 2966, 2629, 2839, 1728, 1684, 1635, 1605, 1541, 1513, 1488, 1456, 1442, 1422,
1391, 1375, 1367, 1340, 1305, 1268, 1255, 1240, 1183, 1170, 1157, 1117, 1073, 1060, 1027,
1007, 982, 899, 858, 819, 766, 730, 696, 658, 604 cm™.

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 67.82; H, 6.01;
Nalezeno C, 67.75; H, 6, 12
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4-chlor-2-isopropyl-5-methylfenyl-4-nitrobenzoat (ZK-4)

O
(0] Cl

Sumarni vzorec: C17H16CINO4
Relativni molekulova hmotnost: 333,77

Vzhled zluté krystaly
Vytézek 84%

Teplota tani 103,3-105,1 °C
Ry 0,81

'H NMR (600 MHz, DMSO-Dg): § 8.42 — 8.36 (2H, m, H3p, H55), 8.35 — 8.33 (2H, m, H2s,
H6g), 7.40 (1H, s, H34), 7.26 (1H, s, H6,), 2.93 (1H, hept, J = 6.9 Hz, CH), 2.27 (3H, s,
CHs), 1.11 (6H, d, J = 6.9 Hz, CHs-CH-CH3).

3C NMR (151 MHz, DMSO-Ds): 5 163.75, 151.28, 146.71, 139.92, 134.75, 134.48, 131.71,
127.55, 125.60, 125.51, 124.72, 27.49, 23.04, 19.65.

IR (ATR): 3116, 3082, 2965, 2631, 2871, 1743, 1693, 1608, 1522, 1491, 1437, 1411, 1391,
1351, 1321, 1257, 1238, 1156, 1117, 1077, 1063, 1015, 983, 903, 875, 858, 836, 781, 772,
737,715, 650, 639, 631 cm™.

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 61.18; H, 4.83;
Nalezeno C, 61.05; H, 4.89
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4-chlor-2-i1sopropyl-5-methylfenl-isonikotinat (ZK-5)

— O

"/ o cl
Sumarni vzorec: Ci6H16CINO2
Relativni molekulova hmotnost: 289,76
Vzhled bila pevna latka
Vytézek 62 %
Teplota tani 96,9-98,0 °C
Ry 0,23

'H NMR (600 MHz, DMSO-Ds): J 8.88 — 8.85 (2H, m, H2g, H6g), 7.99 — 7.97 (2H, m, H3g,
H5g), 7.40 (1H, s, H34), 7.26 (1H, s, H6,), 2.92 (1H, hept, J = 6.9 Hz, CH), 2.27 (3H, s,
CHs), 1.11 (6H, d, J = 6.9 Hz, CHs-CH-CH).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Dg): 164.15, 151.63, 146.64, 139.91, 136.40, 134.76, 131.72,
127.57, 125.53, 123.45, 27.53, 23.04, 19.66.

IR (ATR): 2967, 2932, 2870, 1741, 1594, 1564, 1558, 1509, 1488, 1451, 1410, 1391, 1367,
1341, 1324, 1260, 1240, 1213, 1156, 1119, 1103, 1088, 1070, 1061, 1009, 991, 982, 907,
880, 857, 844, 775, 752, 735, 724, 704, 683, 664, 655, 630 cm'.

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 66.32; H, 5.57;
Nalezeno C, 66.43; H, 5.67
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4-chlor-2-i1sopropyl-5-methylfenyl-4-chlorbenzoat (ZK-6)

0]
o~
0] Cl

Sumarni vzorec: C17H16CL202
Relativni molekulova hmotnost: 323,21

Vzhled bila pevna latka
Vytézek 40 %

Teplota tani 98,0-99,3 °C
Ry 0,93

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 5 8.12 — 8.09 (2H, m, H2g, H6g), 7.67 — 7.64 (2H, m, H3s,
H5g), 7.38 (1H, s, H34), 7.21 (1H, s, H6,), 2.90 (1H, hept, J = 7.0 Hz, CH), 2.26 (3H, s,
CH), 1.10 (6H, d, J= 7.0 Hz, CH;-CH-CH).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Dy): § 164.34, 146.84, 139.99, 139.80, 134.66, 132.17, 131.49,
129.88, 127.93, 127.48, 125.69, 27.59, 23.03, 19.63.

IR (ATR): 2963, 2928, 1733, 1594, 1489, 1444, 1402, 1390, 1377, 1365, 1342, 1258, 1242,
1200, 1173, 1156, 1118, 1106, 1092, 1067, 1036, 1015, 984, 908, 883, 854, 847, 777, 752,
741, 726, 683, 650, 640, 630 cm™.

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 63.17; H, 4.99;
Nalezeno C, 63.20; H, 5.08
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4.2.2 Syntéza esterti aminokyselin a charakterizace

4.2.2.1 Postup
Steglichova esterifikace (ZK-7a-102a)

4 mmol chranéné aminokyseliny (AMK), 4,4 mmol chlorthymolu (920 mg) a 0,4 mmol 4-
(dimethylamino)pyridinu (DMAP; 48 mg) byly rozpuStény v 20 ml DCM, smés byla
ochlazena vledové lazni na 0 °C a pak bylo najednou pfidano 6 mmol N-(3-
dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid hydrochloridu (1150 mg) (Obr. 10). Po 1 hodiné
bylo chlazeni pferuseno a reakéni smés byla ponechana reagovat dalSich 24 hodin za
laboratorni teploty. Monitorovani reakce probihalo za pomoci TLC, soustava n-hexan/ethyl-
acetat 9:1 V/y. Nésledn& byla reakéni smés extrahovana nasycenym roztokem Na,COs (2°50
ml), 1M roztokem HCI (2x 50 ml) a nasycenym roztokem NaCl (1°50 ml) a organicka vrstva
byla poté vysuSena stdinim nad bezvodym Na>SOs. Pevny podil byl nasledné odfiltrovan
a filtrat byl odparen za snizeného tlaku. Surové produkty byly pfecistény pomoci sloupcové
chromatografie (MF n-hexan/ethyl-acetat 9:1 V/v). Pfipravené sloudeniny byly
charakterizovany pomoci NMR, IR spekter, teploty tdni a hodnot Ry

Odchranéni AMK a vytésnéni hydrobromidové soli (ZK-7b-10b)

K 1 mmol latky ZK-7a-10a bylo postupné piikapano 6 ml 33% roztoku HBr v kyseliné
octové. Smés se michala na magnetick¢é michacce po dobu 30 minut, kdy bylo mozné
pozorovat uvoliiovani CO; a zabarveni reakéni smési na hnédo. Nésledné bylo ptidano 20 ml
studeného diethyl etheru (DEE). Vznikly precipitat byl odfiltrovan a promyt DEE (315 ml).
Izolované krystaly byly nésledné suspendovany v 10 ml suchého DCM a bylo ptidano
0,95 mmol triethylaminu (0,13 ml) a reakéni smés se nechala michat pti pokojové teplote. Po
30 minutach michani byla reak¢éni smés pievedena do délici nalevky a extrahovéana
demineralizovanou vodou (2°50 ml) a nasycenym roztokem NaCl. Organicka vrstva byla
vysuSena stdnim nad bezvodym Na>SOs, tuhé ¢asti byly odfiltrovany a filtrat byl odpaten za
snizeného tlaku. Pfipravené slouceniny byly charakterizovany pomoci NMR, IR spekter,

teploty tani a hodnot Ry.
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Obrazek 10 — Syntéza esterii aminokyselin

4.2.2.2 Charakterizace

4-chlor-2-isopropyl-5-methvlfenyl-[(benzyloxy)karbonyl]-L-valinat (ZK-7a)

s, ézj
0 AL

Sumarni vzorec: C23H23CINO4
Relativni molekulova hmotnost: 417,93
Vzhled olejovita latka
Vytézek 76 %

Teplota tani -

Ry 0,75

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 9.41 (1H, s, NH), 7.95 (1H, s, H3), 7.38 — 7.33 (5H, m,
CH,-Ph), 6.96 (1H, s, H6), 5.11 (1H, d, J = 12.6 Hz, CHAHg-Ph), 5.06 (1H, d, J= 12.6 Hz,
CHaHg-Ph), 4.19 — 4.15 (1H, m, NH-C'H-), 2.95 (1H, hept, J = 6.8 Hz, Ar-CH), 2.27 (3H,
s, Ar-CHz), 2.25 —2.19 (1H, m, C"H3-C’H-C Hs), 1.11 — 1.06 (6H, m, CH3-CH-CHs), 1.04 —
1.00 (6H, m, C'Hs-C 'H-C'Hs).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 170.95, 156.71, 146.29, 139.80, 137.02, 134.22, 131.00,
128.52, 128.05, 127.98, 127.00, 124.69, 65.86, 60.33, 29.64, 26.51, 22.79, 19.22, 18.50.
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IR (ATR): 3351, 2966, 2874, 1760, 1727, 1647, 1563, 1509, 1487, 1455, 1391, 1374, 1339,
1307, 1266, 1240, 1178, 1155, 1115, 1094, 1069, 1045, 1027, 967, 916, 882, 850, 801, 775,
737, 698, 977, 652, 637, 629, 623, 605 cm™.

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 66.10; H, 6.75; N, 3.35
Nalezeno C, 66.19; H, 6.64; N, 3.42
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4-chlor-2-i1sopropyl-5-methylfenyl-[(benzyloxy)karbonyl]-L-fenylalaninat (ZK-8a)

, O
SRR

Cl
Sumarni vzorec: C27H28CINO4
Relativni molekulova hmotnost: 465,97
Vzhled bila pevna latka
Vytézek 46 %
Teplota tani 79,2-80,3 °C
Ry 0,67

"H NMR (500 MHz, DMSO-de): 8.13 — 8.07 (1H, m, NH), 7.39 — 7.23 (m, 11H, CH,-Ph,
C’'H,-Ph’, H3), 6.83 — 6.78 (1H, m, H6), 5.08 — 5.04 (2H, m, CH,-Ph), 3.33 — 3.19 (2H, m,
C’H,-Ph), 2.87 — 2. 81 (1H, m, CH), 2.25 (3H, s, CH3), 1.08 — 1.03 (6H, m, CH;-CH-CHs).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de): 6 171.40, 156.56, 146.60, 140.13, 137.47, 137.28, 134.37,
131.28,129.74, 128.81, 128.79, 128.30, 128.11, 127.25, 127.18, 124.94, 66.05, 56.17, 36.67,
26.76, 23.06, 19.54.

IR (ATR): 3353, 2963, 1777, 1688, 1587, 1525, 1507, 1499, 1486, 1466, 1454, 1428, 1388,
1372, 1358, 1331, 1278, 1242, 1213, 1194, 1173, 1156, 1142, 1118, 1099, 1068, 1049, 1030,
1010, 989, 965, 941, 918, 912, 892, 873, 849, 839, 788, 748, 734, 698, 652, 638, 629, 621
cm™,
Elementarni analyza:
Vypocteno C, 69.60; H, 6.06
Nalezeno C, 69.58; H, 6,02
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4-chlor-2-isopropyl-5-methylfenyl-[(benzyloxy)karbonyl]-L-glycinat (ZK-9a)

QOIH¢O§37

Sumarni vzorec: C20H22CINO4
Relativni molekulova hmotnost: 375,85
Vzhled olejovita latka
Vytézek 49 %

Teplota tani -

Ry 0,46

"H NMR (600 MHz, DMSO-de): 5 7.86 (1H, t, J = 6.1 Hz, NH), 7.35 — 7.28 (6H, m, CHa-
Ph, H3), 7.00 (1H, s, H6), 5.04 (2H, s, CH,-Ph), 4.05 (2H, d, J = 6.2 Hz, NH-CH,-CO), 2.91
(1H, hept, J = 7.1 Hz, CH3-CH-CHs), 2.24 (3H, s, CH3), 1.07 (6H, d, J = 6.8 Hz, CH3-CH-
CHy).

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 169.79, 157.13, 146.62, 140.16, 137.41, 134.52, 131.34,
128.89, 128.40, 128.27, 127.43, 125.28, 66.22, 42.96, 27.09, 23.16, 19.60.

IR (ATR): 3345, 2964, 2932, 1775, 1712, 1695, 1532, 1494, 1485, 1456, 1406, 1393, 1371,
1341, 1286, 1257, 1243, 1157, 1114, 1070, 1053, 1008, 981, 971, 946, 923, 910, 883, 864,
846, 836, 784, 776, 761, 731, 720, 700, 661, 654, 626, 615 cm".

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 63.91; H, 5.90; N, 3.73
Nalezeno: C, 63.94; H, 5.87; N, 3.70
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4-chlor-2-isopropyl-5-methylfenyl-[(benzyloxy)karbonyl]-L-alaninat (ZK-10a)

Q%Or“%oézj

Sumarni vzorec: C21H24CINO4
Relativni molekulova hmotnost: 389,88
Vzhled olejovita latka
Vytéze 74 %

Teplota tani -

Ry 0,69

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): § 7.97 (1H, s, H3), 7.34 — 7.27 (5H, m, CH,-Ph), 6.95 (1H,
s, H6), 5.07 — 5.01 (2H, m, CH,-Ph), 4.37 — 4.31 (1H, m, C’'H-C'Hz), 2.91 (1H, hept, J= 7.0
Hz, CH3-CH-CHs), 2.24 (3H, s, Ar-CHs), 1.42 (3H, d, J = 7.3 Hz, C'H-C’Hs), 1.09 — 1.04
(6H, m, CH3-CH-CHa).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): § 172.40, 156.52, 146.75, 140.13, 137.39, 134.53, 131.32,
128.88, 128.40, 128.32, 127.32, 125.16, 66.15, 50.18, 26.99, 23.05, 19.58, 17.19.

IR (ATR): 3332, 2978, 2960, 2879, 1771, 1689, 1525, 1488, 1456, 1389, 1360, 1330, 1308,
1264, 1242, 1211, 1158, 1148, 1128, 1100, 1068, 1041, 1030, 1012, 1005, 990, 972, 940,
901, 875, 862, 841, 786, 775, 743, 717, 697, 662, 654, 648, 636, 623, 617, 610 cm™.

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 64.70; H, 6.21; O, 16.41
Nalezeno C, 64.65; H, 6.30; O, 16.32
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4-chlor-2-i1sopropyl-5-methylfenyl-L-valinat (ZK-7b)

— EO

HN O cl
Sumarni vzorec: Ci15H22CINO2
Relativni molekulova hmotnost: 283,80
Vzhled polotuha latka
Vytézek 7 %
Teplota tani -
Ry 0,53

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): § 7.33 (1H, s, H3), 6.97 (1H, s, H6), 3.38 (1H, d, J= 5.4
Hz, NH,-C’H-CO), 2.91 (1H, hept, J = 7.0 Hz, CH3-CH-CHs), 2.24 (3H, s, CHz), 2.03 (1H,
pd, J=6.8, 5.4 Hz, C'H-C'Hs), 1.10 — 1.07 (6H, m, CH3-CH-CHz), 0.97 (3H, d, J = 6.8 Hz,
C’H-C'Hs), 0.91 3H, d, J = 6.8 Hz, C'H-C Hs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 174.66, 146.85, 140.15, 134.49, 131.16, 127.28,
125.28, 60.32, 32.13, 26.96, 23.25, 19.96, 19.60, 17.81.

IR (ATR): 3271, 3065, 2963, 2929, 2873, 1747, 1704, 1697, 1658, 1633, 1542, 1506, 1486,
1469, 1454, 1398, 1376, 1341, 1253, 1227, 1168, 1121, 1070, 1045, 1009, 995, 918, 881,
849, 808, 758, 717, 682, 660, 652, 645, 620 cm™.

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 63.48; H, 7.81; N, 4.94;
Nalezeno C, 63.42; H,7.93; N, 4.93
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4-chlor-2-isopropyl-5-methylfenyl-L-fenylalaninat (ZK-8b)

H.N O cl
Sumarni vzorec: C19H22CINO;
Relativni molekulova hmotnost: 331,84
Vzhled polotuhd latka
Vytézek 21 %
Teplota tani -
Ry 0,55

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 7.37 — 7.21 (6H, m, H3, CHx-Ph), 6.80 (1H, s, H6), 3.88
(1H, t, J=7.2 Hz, CH), 3.05 — 2.91 (m, 2H, CHa), 2.65 (1H, hept, J = 6.8 Hz, CH3-CH-
CHs), 2.24 (3H, s, CHs), 1.04 — 0.99 (6H, m, CH3-CH-CH).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 174.10, 146.41, 139.85, 137.94, 133.93, 130.75,
129.49, 128.40, 126.86, 126.60, 124.76, 56.21, 55.07, 26.39, 22.83, 22.78, 19.25.

IR (ATR): 3029, 2964, 2927, 2870, 1756, 1675, 1659, 1605, 1576, 1496, 1487, 1455, 1391,
1375, 1338, 1253, 1241, 1155, 1117, 1069, 1031, 1010, 983, 881, 852, 806, 755, 700, 664,
658, 638, 630, 620 cm".

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 68.77; H, 6.68; O, 9.64
Nalezeno C, 68.65; H,6.74; O, 9.72
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4-chlor-2-i1sopropyl-5-methylfenyl-L-glycinat (ZK-9b)

@) Cl

H 2N/_<o
Sumarni vzorec: C12H16CINO2
Relativni molekulova hmotnost: 241,71
Vzhled polotuha latka
Vytézek 30 %
Teplota tani -
Ry 0,33

'H NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 9.37 (2H, s, NHa), 7.00 (1H, s, H3), 6.67 (1H, s, H6),
3.76 —3.71 (1H, m, CHoNH>), 3.67 (1H, d, J = 2.1 Hz, CHoNH,), 3.08 (1H, hept, J = 7.0 Hz,
CH;-CH-CHs), 2.14 (3H, s, CHs), 1.08 (6H, d, J = 7.0 Hz, CHs-CH-CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): J 166.63, 153.67, 134.57, 133.29, 126.55, 123.26, 117.91,
44.88, 26.70, 22.83, 19.79.

IR (ATR): 3298, 3195, 3050, 2964, 2926, 2873, 1749, 1697, 1629, 1533, 1501, 1483, 1471,
1445, 1398, 1378, 1364, 1342, 1253, 1228, 1163, 1120, 1103, 1071, 1035, 1010, 995, 916,
882, 840, 808, 757, 726, 659, 647, 620 cm™.

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 59.63; H, 6.67; N, 5.79;
Nalezeno C, 59.60; H, 6.68; N, 5.84
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4-chlor-2-isopropyl-5-methylfenyl-L-alaninat (ZK-10b)

H2N/7\,40
0

Sumarni vzorec: Ci13H13sCINO>
Relativni molekulova hmotnost: 255,74
Vzhled polotuha latka
Vytézek 28 %

Teplota tani -

Ry 0,35

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds): J 9.38 (2H, s, NH,), 7.00 (1H, s, H3), 6.67 (1H, s, H6),
3.86 (1H, m, CHNH,), 3.08 (1H, hept, J = 7.0 Hz, CHs-CH-CHs), 2.14 (3H, s, CHs), 1.21
(3H, d, J = 6.8 Hz, CHCH), 1.08 (6H, d, J = 7.0 Hz, CH3-CH-CH3).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds):  169.58, 153.67, 134.57, 133.29, 126.55, 123.25, 117.91,
50.32,26.70, 22.83, 19.79, 19.03.

IR (ATR): 3075, 2964, 2872, 2607, 1747, 1674, 1588, 1506, 1488, 1455, 1434, 1411, 1375,
1362, 1319, 1301, 1253, 1222, 1166, 1119, 1070, 1033, 1014, 994, 962, 921, 882, 849, 825,
771, 758, 728, 673, 659, 646, 621 cm™.

Elementarni analyza:

Vypocteno C, 61.05; H, 7.09; N, 5.48;
Nalezeno C, 60.98; H, 7.13; N, 5.50
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4.2 Biologicka Cast

4.2.1 Stanoveni antibakterialni aktivity

U v8ech ptipravenych sloucenin byla stanovena antibakterialni aktivita proti osmi klinicky
vyznamnym kmentm. Jednalo se o Ctyfi G+ 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 ¢tyii G- kmeny:
Escherichia coli (EC), ATCC 25922, CCM 2954, Klebsiella pneumoniae (KP), ATCC 10031,
CCM 4415, Acinetobacter baumannii (ACI), ATCC 19606, DSM 30007 a Pseudomonas
aeruginosa (PA), ATCC 27853, CCM 3955.

Antibakteridlni aktivita byla stanovena pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody v destickach
dle standardu EUCAST [44]. Kazda jamka v mikrodilu¢ni desti¢ce obsahovala 200 pl media
a 10 ul suspenze inokula. Jako medium byl pouzit Mueller Hintoniiv bujon ¢. 2 (CAMHB) o
pH 7,0. Inokulum odpovidalo velikosti 0,5 dle stupnice McFarlanda [1,5'10% CFU (colony
forming units)/ml]. Inkubace probéhla pfti teploté 35°+ 2 °C po dobu 2448 h, inkubace byla
statickd, ve tm¢ a 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). Jako standard bylo pouzito beta-
laktamové antibiotikum piperacilin (PIP). Hodnota MIC odpovida 95 % inhibovanych
bakterii. Inhibice ristu bakterii byla stanovena vizualng.

Testovani provedla Ida Dufkova z Katedry biologickych a l¢katskych véd Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

4.2.2 Stanoveni antimykotické aktivity

Aktivita proti mykobakteriim byla stanovena za pomoci péti kmenim mykobakterii, a to
konkrétné Mycolicibacterium smegmatis ATCC 607 (DSM 43465), Mycolicibacterium
aurum ATCC 23366 (DSM  43999), Mycobacterium  avium, Mycobacterium
kansasii a Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 9431 (ITM-M006710).

Metoda pro stanoveni aktivity byla pouzita opét mikrodilu¢ni bujonova metoda na 96-
jamkové mikrotitracni desti¢ce. V kazdé jamce bylo kultivaéni médium, kterym byl
Middlebrook agar 7H9 s 0,4 % glycerolu a 10 % rstového doplitku Middlebrook OADC.

Suspenze inokula byla upravena na hodnotu 1,0 dle stupnice McFarlanda a zfedéna bujonem
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1:10 (pro M. tuberculosis) nebo 1:20 (pro rychle rostouci mykobakterie). Jednotlivé
slouc¢eniny byly rozpustény v DMSO a nasledn¢ byl piidan Middlebrooktv bujon tak, aby
koncentrace testovanych sloucenin ¢inila 2000 pg/ml. Findlni koncentrace byly ziskdny
dvojkovym fedénim a odpovidaly 3,91-2000 pg/ml. Koncentrace DMSO nepiesahla 2,5 %
aneovlivnila rist mykobakterii. Jako standard byl pouzit isoniazid (INH), ktery byl rozpustén
v demineralizované vodé.

Podminky inkubace byly definovany pii 37 °C, staticka 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 desti¢ky pfidano barvivo
pfipravené rozpusténim sodné soli resazurinu v deionizované vodé (0,01 %) a 10% vodného
roztoku Tween 80. Mikrotitracni desticka byla inkubovéna po dobu 2,5-24 hod podle druhu
patogenu. MIC byla po této dob¢ inkubace odectena vizualné na zakladé zmény barvy jamek.
Riizové zbarvena jamka znaci neaktivni slouceninu, modré zbarveni jamky znamena aktivni
slouceninu. Zahrnuty byly i pozitivni a negativni ristové kontroly. VSechny experimenty
byly provedeny v duplikatech.

Antimykobakterialni aktivitu stanovil PharmDr. Ondie; Jand’ourek, Ph.D., z Katedry
biologickych a lékatskych véd FaF UK v HK.

4.2.3 Stanoveni antifungalni aktivity

U pfipravenych sloucenin byla déle sledovana jejich antifungalni aktivita vii¢i osmi klinicky
relevantnim kmentim patogennich hub. Jednalo se o ¢tyfi kmeny kvasinek: Candida albicans
(CA) ATCC 24433, CCM 8320, Candida tropicalis (CT) ATCC 750, CCM 8264156,
Candida krusei (CK) ATCC 6258, CCM 8271, Candida parapsilosis (CP) ATCC 22019,
CCM 8260, a ctyfi kmeny vldknitych hub: Aspergillus fumigatus (AF) ATCC 204305,
Aspergillus  flavus (AFla) CCM 8363305, Absidia corymbifera (AC) CCM 8077
a Trichophyton interdigitale (TDH) ATCC 9533, CCM 8377.
Ke stanoveni antifungalni aktivity byla opét pouzita mikrodiluéni bujonova metoda
v destickach dle standardd EUCAST [44], kazd4 jamka s obsahem 200 pl média a 10 pl
suspenze inokula. Jako médium byl pouzit RPMI-1640 s glutaminem a 2% gluk6zou 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 (v ptipadé TI 25-28 °C), trvala 2448 h (v ptipad€ TI 5-7 dni), probihala staticky,

ve tm¢ a pfi humidni atmosféfe. Jako standard bylo pouzito triazolové antimykotikum
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flukonazol (FLU). Inhibice ristu hub byla odectena vizualné.
Hodnoty MIC stanovila Ida Dufkova z Katedry biologickych a I€katskych véd Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
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5 Vysledky a diskuze

Chlorthymol byl jako vychozi slouc¢enina zvolen na zaklad¢ biologické aktivity thymolu
a faktu, Ze halogenace molekul v fadé ptipadl zvySuje antimikrobni aktivitu.

Pro testovani bylo piipraveno 14 sloucenin z vychozi molekuly chlorthymolu: ZK-1, ZK-2,
ZK-3, ZK-4, ZK-5, ZK-6, ZK-7a, ZK-8a, ZK-9a, ZK-10a, ZK-7b, ZK-8b, ZK-9b, ZK-10b,
z nichz je 13 originalnich. Pouze ester s kyselinou benzoovou byl popsan na konci 19. stoleti
[45]. Estery ZK-1-ZK-5 byly piipraveny reakci komeréné dostupnych piislusnych chloridu
4-substituovanych benzoovych kyselin a kyseliny isonikotinové chlorthymolem
v pfitomnosti baze. U esterti s a-aminokyselinami ZK-7a-ZK-10b byly nejprve pfipraveny
estery s Z-chrdnénymi aminokyselinami, a to Steglichovou esterifikaci karbodiimidem
v pritomnosti DMAP, ¢imz vznikly latky ZK-7a-ZK-10a, které¢ slouzily jako reaktanty pro
ptipravu ZK-7b-ZK-10b, kdy byla nejprve acidolyticky odbourana chranici skupina, a pak
byla vznikla stl reakci s bazi prevedena na ester s volnou aminoskupinou.

Vytézky benzoatl a isonikotinatu (ZK-1-ZK-6) byly dostacujici (40-84 %), chranéné estery
ZK-7a-10 stale dosahovaly podobnych vysledkd (46-74 %), avSak pii odchranéni soli
k vy$§im ztratdm a tim 1 k niz§im vysledkd (7-30 %). Nejvys$si hodnota byla u ZK-4
(nitrobenzoat) s vysledkem 83 %. Nejniz§tho vytézku dosahla latka ZK-7b se
substituovanym valinatem a to 7 %, nizké hodnoty vykazoval i fenylalaninat, glycinat a
alaninat. Ke ztratdm vytéznosti doslo pravdépodobné pti prenaseni produktu z laboratornich
nadob, jelikoz se jednalo o mala mnozstvi.

Antimikrobidlni aktivita pfipravenych latek byla otestovdna za pomoci mikrodiluéni
bujonové metody. Testovani probéhlo pro zjisténi antibakterialni, antifungalni
a antimykotické aktivity.

Vysledky antibakterialniho testovani, popisuje tabulka €. 2, pro testovani byly pouzity Ctyfi
G+ kmeny: SA, MRSA, SE, EF a ¢tyfi G- kmeny: EC, KP, ACI, PA. Pficemz vyznamn¢jsi
ucinky prokazala slouc¢enina ZK-7a (Tab. 2), ester se Z-L-valinem, a to viici SA, MRSA, EF
shodné s MIC 125 pmol/l a s MIC 250 umol/l pro SE a KP. Latka ZK-5 také SA a EF pii
MIC 500 pmol/l, SE pak pifi MIC 125 pmol/l. V porovnani s vychozi molekulou
chlorthymolu (CI-THY), byly nové pfipravené estery obecné méné u¢inné, pouze ve tfech
ptipadech byla MIC polovi¢ni, a to u ZK-7a viici MRSA a EF a ZK-5 vi¢i SA se shodnou
hodnotou MIC 125 pmol/l (CI-THY 250 umol/l). Krom ZK-5 s ZK-7a nebyla pozorovana
zadna inhibi¢ni aktivita. Latky ZK-7b, ZK-8b, ZK-9b, ZK-10b nebylo mozné testovat,

jelikoz nebyly pfi testovani dostateéné rozpustné v rozpoustédle DMSO.
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MIC/ICos [umol/1]
Kod/ ZK- ZK- 7K- ZK- Cl-
kmen ZK-1 | ZK-2 | ZK-3 | ZK4 | ZK-5 | ZK-6 7a 8a 9a 10a THY
2; >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | 125 | >500 | >500 | >500 | 125
SA
‘f >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | 250
24 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 125 | >500 | >500 | >500 | 250
h
MRSA 43
h >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 250 >500 | >500 | >500 250
Z}f >500 | >500 | >500 | >500 | 125 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | 250
SE
4;; >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | 250
2; >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | 125 | >500 | >500 | >500 | 250
EF
4;; >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | 250
2; >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250
EC
41? >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250
2;‘ >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | 250
KP
45 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | 250
2;‘ >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250
ACI
4h8 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250
2; >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250
PA
4h8 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250
Staphylococcus aureus (SA), MRSA, Staphylococcus epidermidis (SE), Enterococcus faecalis (EF),
Escherichia coli (EC), Klebsiella pneumoniae (KP), Acinetobacter baumannii (ACI) a Pseudomonas
aeruginosa (PA).
Chlorthymol (CI-THY)

Tabulka 2 - Antibakteridlni aktivita terpenii
Antimykobakteridlni aktivita byla otestovana va¢i 5 kmentm: Mycolicibacterium
smegmatis,  Mpycolicibacterium  aurum, Mycobacterium  avium, Mycobacterium
kansasii a Mycobacterium tuberculosis Hiz;Ra (Tab. &3). Jako standardy byla pouzita 3
1éCiva: 1isoniazid, rifampicin a ciprofloxacin. Vuci Mycolicibacterium avium byla
zaznamenana aktivita minimalni (od 62,5 pg/ml), v ptipadé ZK-7a a ZK-8a zadna, pouze
chlorthymol pisobil pfi nizsi koncentraci MIC pti 31,25 pmol/l. V porovnéani s INH (1000

ng/ml) byly koncentrace ucinnych terpent nizké.
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v wvr

15,625 pg/ml, a to u ZK-5 a CI-THY. Nejvyraznéjsi inhibice rastu byla pozorovéana

u Mycobacterium kansasii, kdy nejniz§i MIC dosahly u ZK-3 a ZK-4 7,81 pg/ml, stejné tak

u CI-THY.
MIC [pg/ml]
11<<n(1)e(:11/1 7ZK-1 7K-2 7ZK-3 7ZK-4 ZK-5 7ZK-6 ZK-7a | ZK-8a | ZK-9a
M. ; >500 125 >500 31,25 15,625 62,5 250 >500 31,25
smegmartis
M. aurum 31,25 31,25 31,25 15,625 7,81 31,25 500 > 500 15,625
M. avium 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 125 > 500 > 500 62,5
M. . 15,625 | 15,625 7,81 7,81 15,625 | 15,625 62,5 31,25 31,25
kansasii
M, the, 125 125 250 31,25 62,5 250 >500 >500 62,5
H37Ra
ZK-10a | ZK-7b | ZK-8b | ZK-9b | ZK-10b T(l?;-Y INH RIF CIpP
M. . 62,5 31,25 62,5 62,5 62,5 15,625 | 15,625 25 0,125
smegmatis
0,01562
M. aurum 62,5 15,625 31,25 15,625 | 15,625 3,91 3,91 0,39 5
M. avium 125 62,5 62,5 125 62,5 31,25 1000 0,78 1,56
M. . 15,625 | 15,625 62,5 62,5 31,25 7,81 6,25 0,05 0,25
kansasii
M. ibe. 250 31,25 62,5 125 62,5 62,5 0,25 0,00312 0,25
H37Ra 5
Chlorthymol (CI-THY), isoniazid (INH), rifampicin (RIF), ciprofloxacin (CIP)

Tabulka 3 - Antimykobakterialni aktivita terpenii

Vliv latek na rist hub je popsan tab. ¢. 4. Byla testovana aktivita latek pro ¢tyfi kmeny

kvasinek: CA, CT, CK, CP a ¢tyfi kmeny vlaknitych hub: AF, AFla, ACa, T1. Podobné¢ jako

u bakterii se neti¢inngjsi ukézal ester se Z-L-valinem ZK-7a, ktery ptisobil inhibici u vSech

kmend. Inhibici jesté dokdzala navodit latka ZK-4 pro CK a CP s MIC 500 umol/l. VSechny

testované slouceniny krom ZK-8a a ZK-10a inhibovaly riist TI MIC pfi 125 pumol/l u ZK-

1,2,3,7 a MIC 250 pmol/l pro estery ZK-4, 5, 6, 9a. V tomto piipadé uc¢innéjsi zlstala vychozi
molekula chlorthymolu. Latky ZK-7b, ZK-8b, ZK-9b, ZK-10b nebylo mozné testovat,

jelikoz nebyly rozpustné v rozpoustédle DMSO.
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MIC/ICos [pmol/1]

ll<<n(1)e(:11/1 ZK-1 | ZK-2 | ZK-3 | ZK-4 | ZK-5 | ZK-6 Z71§ Zsli Z;i %(I)(a TCP;Y
CA 2; >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | 250
‘Lg >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | 250

CK 2; >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | 250
‘LS >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | 250

cp 2; >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | 250
LLS >500 | >500 | >500 500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >250

T 2; >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | 250
‘Lg >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >250

AF 2; >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | 250
‘Lg >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >250

AFla 2;‘ >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | 250
‘LS >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250

AC 2;‘ >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 | 125
‘Lg >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | 250

2; 125 | 125 | 125 | 250 | 250 | 250 | 125 | >500 | 250 | >500 | 125

t 1 oaas | 125 | 125 | 250 | 250 | 250 | 125 | >500 | 250 | >500 | 125

Candida albicans (CA), Candida tropicalis (CT), Candida krusei (CK), Candida parapsilosis (CP),
Aspergillus fumigatus (AF), Aspergillus flavus (AFla), Absidia corymbifera (AC) CCM 8077, Trichophyton
interdigitale (T1), chlorthymol (CI-THY)

Tabulka 4 - Antifungadlni aktivita terpenii
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6 Zavér

Antibioticka rezistence je v soucasné dobé obrovskou hrozbou pro veiejné zdravi. Je tfeba
Siteni. Moznym feSenim je objevovat nova antibiotika ucinkujici zejména proti
multirezistentnim kmenim organismii. Jako jednou z cest se ukazuji latky ptirodniho
puvodu, jakou jsou terpeny.

Pfipravené terpeny se ukédzaly G¢inné zejména vici mykobakteriim, kdy nejlépe plsobily
latky 4-chlor-2-isopropyl-5-methylfenyl-4-nitrobenzoat (ZK-4) a 4-chlor-2-isopropyl-5-
methylfenyl-isonikotinat (ZK-5). Naopak ucinek proti bakteriim a houbdm byl minimalni a
pouze 4-chlor-2-isopropyl-5-methylfenyl-[(benzyloxy)karbonyl]-L-valinat (ZK-7a) Gsp&sné
rust testovanych mikroorganismu inhiboval, ackoli pfi pomérné vysokych koncentracich.

V planu je testovani cytotoxicity pfipravenych sloucenin, abychom ur¢ili jejich selektivitu,

zejména viici mykobakteriim.
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7 Seznam zkratek

AC — Absidia corymbifera

ACI — Acinetobacter baumannii

AF — Aspergillus fumigatus

AFla —Aspergillus flavus

CA — Candida albicans

CAMHB - Cation-Adjusted Mueller—Hinton Broth, Mueller Hintoniiv bujon
CFU - colony forming units, jednotka tvotici kolonii

CK - Candida krusei

CI-THY - chlorthymol

CP — Candida parapsilosis

CT — Candida tropicalis

DCM - dichlormethan

DEE — diethylether

DMAP — 4-(dimethylamino)pyridin

DMSO-ds — deuterovany dimethylsulfoxid

DNA - deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleové kyselina

EC — Escherichia coli

EC50 — Half maximal effective concentration, polovina maximalni u¢inné koncentrace
ED50 — The median effective dose, davka pro 50% inhibici ristu

EDC.HCI — N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid hydrochlorid

EF — Enterococcus faecalis

ESBL — extended-spectrum B-lactamase, Sirokospektré B-laktamazy

ESKAPE — Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter spp.
EUCAST — The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
FDA — Food and Drug Administrantion, Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
FLU — flukonazol

G- — gramnegativni bakterie

G+ — grampozitivni bakterie

GRAS — Generally Recognized as Safe, vS§eobecn& povaZovana za bezpetna

IL-6 — interleukin-6
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INH — isoniazid

IR spetrum — infrared spectrum, infracervené spektrum

KP — Klebsiella pneumoniae

KS — kanamycin sulfat

LPS — lipopolysacharidy

MBC — minimum bactericidal concentration, minimalni baktericidni koncentrace
MCF — Michigan Cancer Foundation

MDR — multiple drug resistant

MF — mobilni faze

MFC — minimum fungicidal concentration, minimalni fungicidni koncentrace
MIC — minimum inhibitory concentration, minimalni inhibi¢ni koncentrace
MRSA — methicilin resistant Staphylococcus aureus

NMR — nuclear magnetic resonance, nukledrni magnetické rezonance

PA — Pseudomonas aeruginosa

PBP — penicillin binding protein, protein vazajici penicilin

PIP — piperacilin

Rt — retenéni faktor

RNA — Ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

SA — Staphylococcus aureus

SE — Staphylococcus epidermidis

TI — Trichophyton interdigitale

TLC — Thin Layer Chromatography, chromatografie na tenké vrstvé

TNF-a — Tumor necrosis factor-a, tumor nekrotizujici faktor-a

VISA — vancomycin.intermediate Stapylococcus aureus, vankomycin-intermedidlni

Staphylococcus aureus
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