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Abstrakt

Rezistence mikroorganismt k antimikrobialnim latkam je pretrvavajici problém
v huménni a veterinarni medicin€. Pro bakterie je pfirozenou formou pfezivani vytvareni
biofilmu, které je chrani pfed nepfiznivym vlivem prostiedi. Vzhledem k tomu, Ze biofilmy
jsou mnohonasobné odolng&jsi vaci antibakterialnim latkam, infekce spojené s biofilmy
predstavuji vyraznou komplikaci vlécbé. Cilem této prace bylo shrnout poznatky
o biofilmech, jejich hodnoceni a latkach s potencialnim antibiofilmovym pusobenim. Cilem
praktické Casti prace je studium novych latek s potencialnim antibiofilmovym tuc¢inkem.

Byla hodnocena komplexni antimikrobialni aktivita 87 nové pfipravenych sloucenin,
které byly podle chemické struktury rozdéleny do 6 podskupin. Slouceniny byly hodnoceny
jako inhibitoru rastu grampozitivnim patogent, mykobakterii, kvasinek a vlaknitych hub.
U aktivnich slouGenin byl popsan vztah struktury a aktivity. Rada slougenin silng inhibovala
rist mikroorganismu nebo formaci biofilmu, limitujicim faktorem pro jejich dalsi studium
a piipadné klinické pouziti byla jejich cytotoxicita. Jako nejslibnéjsi se ukézaly derivaty

kyseliny gallové a nékolik slouCenin ze skupiny cinnamamidu a nitrofenylpiperazint.

Klicova slova: antibakterialni aktivita, biofilm, time-kill, synergie.



Abstract

Microorganism resistance to antimicrobial drugs is a persistent problem in human and
veterinary medicine. Biofilm is the natural way of living for microorganism, because it
protects them from the adverse environmental impact. Because of higher resistance of
biofilms to antimicrobial drugs, biofilm-associated infections are significant complications in
antibacterial treatment. The aim of this work was to sum up knowledge about biofilms, their
treatment and new compounds with potential antibiofilm activity. The aim of the
experimental part of the work was to study newly synthetized agents with antibiofilm effect.

The complex antimicrobial activity of 87 newly prepared compounds, divided in to 6
groups based on ther chemical structures, was evaluated. The compounds were tested as
growth inhibitors of Gram-positive pathogens, mycobacteria, yeasts and filamentous fungi.
For active compounds the structure-activity relationship was described. Many of tested
compounds strongly inhibited the growth of microorganisms or biofilm formation. Their
cytotoxicity was a limiting factor for their further study and possible clinical use. Derivatives
of gallic acid and several compounds from the group of cinnamamides and

nitrophenylpiperazines were the most promising for further investigations.

Keywords: antibacterial activity, biofilm, time-kill assay, synergy.
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Seznam zKkratek
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FIC
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MBC
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MBIC
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MRSA
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QS
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SAH
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TET
TSB
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Acylhomoserine lactones
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Autoinductive peptide
Amphotericine B

Ampiciline
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Adenosin triphosphate

Brain-Heart Infusion

Benomyl
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Colony forming unit
Ciprofloxacine

Dimethyl sulfoxide
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Fraction inhibition concentration
Isonoazide

minimum bactericidal concentration
Minimum biofilm eradication
concentration

Minimum biofilm inhibitory
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Quorum quenching

Quorum sensing
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Tripticky sojovy bujon
Enterococcus rezistentni
k vankomycinu
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1 Uvod a cil prace

Schopnost mikroorganismt piizpusobovat se okolnim podminkam je pfirozena,
a proto neni divu, ze se u nich vyviji 1 rezistence k antimikrobialnim latkam. Tento vyvoj je
bohuzel stale rychlejsi nez vyvoj novych antibakterialnich slou¢enin (WHO, 2017). Napftiklad
mezi lety 2006-2016 bylo vyvinuto pouze 15 novych latek nebo kombinaci
s antimikrobialnim U¢inkem uréenych pro systémové podani, coz tvoii jen nepatrnou cast
nove syntetizovanych 1é¢iv (Souckova & Ruzsikova, 2016).

Situace v Evropé se v poslednich letech nastésti obraci mirné k lepsimu. Prikladem
muze byt klesajici rezistence stafylokokd k methicilinu a makrolidovym antibiotiim, nebo
snizujici se incidence tuberkul6zy v Evropské unii (URL-1).

Boj s antimikrobialni rezistenci (AMR) je 1 jedna ze strategickych oblasti zahnuta
v ,,European medicines agencies network strategy to 2025“ (URL-2). Vroce 2020 bylo
udéleno pozitivni hodnoceni od Komise pro 1écebné pripravky pro humanni pouziti (Comitee
for Medical Product for Human Use, CHMP) celkem 4 novym antibakterialnim latkam.
Jednalo se o cefiderocol, lefamulin, pretomanid a tygecyklin. Pro srovnani; v roce 2019 se
jednalo pouze o 2 slouceniny (URL-3).

Kromé vyvoje novych antibakterialnich latek je tfeba motivovat 1ékafe 1 vefejnost
ke spravnému zachazeni s antimikrobialnimi 1éCivy. Jednou z dulezitych cest, jak edukovat
vefejnost, je Evropsky antibioticky den, ktery porada Evropské centrum pro kontrolu nemoci
(ECDC). Cilem této celoevropské aktivity je informovat vetfejnost o spravném pouzivani
antibiotik a upozornit na riziko vzniku antibiotické rezistence (URL-4).

Antibakterialni latky jsou vedle hummani mediciny uzivané i v medicin€ veterinarni
ajejich spotreba se v poslednich letech nastésti snizuje. Z ro¢niho piehledu pro , European
Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption (ESVAC)“ vydaného Evropskou
lékovou agenturou v fijnu 2020 vyplyva, ze spotieba antibiotik ve veterinarni mediciné
se v Evropském hospodarském prostoru nepietrzité snizuje. Mezi lety 2011-2018 se celkové
prodeje antibiotik pro veterinarni pouziti v Evropé€ snizily o 34 %. Pozitivni je zejména fakt,
ze se snizilo pouziti antibiotik, ktera jsou povazovana za kriticka v humanni mediciné (URL-5).

Klade se duraz i na zodpovédné uzivani antibiotik ve veterinarni mediciné. Evropska
1ékova agentura v lednu 2020 publikovala aktualizované védecké doporuceni pro kategorizaci
antibiotik. Antimikrobialni latky jsou rozdeleny do 4 kategorii podle rizika, které vyvolava

jejich pouziti ve veterinarni mediciné pro verfejné zdravi vzhledem ke schopnosti vyvoje
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rezistence, a podle jejich pouziti pro lécbu zvirat. Tato kategorizace by méla veterinarnim
l1ékafim pomoci pfi rozhodnuti, které antibiotikum pouzit (URL-6).

V sedmdesatych letech minulého stoleti zacal byt obecné akceptovan fakt, ze vétsina
mikroorganismi pieziva ve formé€ biofilmu a tedy Ze vétSina chronickych infekci, jako
je napriklad cysticka fibroza, chronické kozni defekty, tuberkulédza, ale 1 zubni kaz je spojena
s pfitomnosti  biofilmu (Malone et al., 2017). Jelikoz jsou biofilmy rezistentnéjsi
k antibiotikim nez planktonické buriky, je 1écba infekci spojenych s biofilmy obtizné
lécitelnd. Biofilmy déale vykazuji celou fadu specifik, jako je napifiklad omezeny
metabolismus nebo piitomnost extracelularni DNA, které jejich eradikaci dale komplikuji.

Z vySe uvedenych informaci vyplyva, ze ackoliv spolecnost v poslednich letech
podnikla dulezité kroky pro zpomaleni vyvoje antimikrobialni rezistence, je vyvoj novych

antibakterialnich sloucenin jednim z nejdulezitéjSich tkolt pro vyzkumné tymy celého svéta.
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2 C(ile prace

Cilem teoretické Casti této prace je shrnout dosavadni poznatky o bakterialnich
biofilmech, se zaméfenim na mechanismy resistence biofilmd, onemocnéni vyvolana
biofilmy, latky s antibiofilmovym efektem a metody studia biofilmu.

Cilem experimentalni Casti prace je zhodnotit komplexni antimikrobialni aktivitu
6 strukturné odlisnych skupin potencialnich chemoterapeutik, a sice ze skupin:
e N-arylcinammamidd,
e thiosemikarbazont,
e dibazickych karbamatd,
e derivata kyseliny gallové
e Shiffovych bazi odvozenych od chinazolinu a jejich méd’natych komplext.
e substituovanych 3-(piperazin-1-yl)propan-1,2-diola

U vSech latek byl nejprve proveden screening jejich antibakterialni a antifungalni
aktivity proti Sirokému spektru referencnich a klinickych izolath mikroorganisma. U latek
s prokazanou antibakterialni aktivitou byla studovana synergie t¢inku s konven¢né uzivanymi
antibiotiky a schopnost inhibovat a degradovat bakterialni biofilm. U latek s baktericidnim
ucinkem byla studovéna dynamika tohoto ucinku. Pro kazdou skupinu latek byl stanoven
vztah struktury a u€inku a na zakladé chemické struktury vyslovena hypotéza mechanismu

ucinku, ktera byla poté riznymi metodami ovéfovana.

13



3 Teoreticka Cast

3.1 Bakterialni biofilm

Bakterie mohou existovat v podobé€ planktonickych, voln€é se pohybujicich bunék,
nebo v takzvané sesilni forme, kdy jsou piichyceny k povrchu (Pace et al., 2005). Biofilm je
organizovany shluk mikroorganismt pevné pfichyceny k zivému nebo nezivému povrchu
(Jamal et al., 2018).

Fakt, ze bakterialni biofilm je univerzalni zpusob jejich piezivani byl akceptovan
az po roce 1970 (Pace et al., 2005). Termin ,,biofilm*, ktery se ptivodné pouzival v technické
a enviromentalni mikrobiologii, byl poprvné pouzit v medicing€ v roce 1982, kdy Marrie et al.
(1982) popsali formaci stafylokokového biofilmu na kardiostimulatoru.

V soucasné dobé se predpoklada, ze 65 % vSech bakterialnich infekci je spojenych
s formaci biofilmu (Lewis, 2001). Podstatna cast biofilmovych infekci je spojena se
zavedenim ciziho télesa. NejCastéji zavedené implantaty postizené biofilmovou kolonizaci
jsou centralni vendzni katétry, mocové katétry, koronarni stenty nebo mechanické srdecni
chlopné¢ (Lynch & Robertson, 2008; Jamal et al, 2018). Odhaduje se, ze az 40 %
mechanickych srdeCnich chlopni, kardiostimulatori a defibrilatort muze byt spojeno
s tvorbou biofilmu a vyvojem nasledné infekce (Darouiche, 2004). Pocatecni infekce
se obvykle objevuje do dvou tydni od operace aje spojena skontaminaci rany bé&hem
zakroku. Pokud infekce nastoupi pozdé&ji, probiha vétSinou skryté, coz prodluzuje dobu
diagnostiky (Edmiston et al., 2016).

Stafylokoky jsou jedny znejvyznamnéjSich pfi¢in vzniku infekci spojenych
s biofilmem. Staphylococcus epidermidis je oportunitni patogen kolonizujici zejména
pacienty se snizenou imunitou, jako jsou HIV-pozitivni pacienti, uzivatelé drog nebo lidé
s imunosupresivni terapii. U téchto pacienti mohou vyvolat vznik sepse nebo endokarditidy.
Jelikoz se S. epidermidis vyskytuje bézné na kizi, muze kolonizovat zavedené implantaty
a tim vyvolat infekci. Staphylococcus aureus je soucasti bézné mikroflory. Infekce S. aureus

souvisejici s implantaty jsou obtizné l1éCitelné antibiotiky (Otto, 2008).

3.2 Onemocnéni spojena s formaci biofilmu

Jak jiz bylo zminéno vyse, v soucasné dobé se biofilm povazuje za prevladajici formu
bakterialniho prezivani. Onemocnéni spojena s biofilmy se daji rozdélit do tii kategorii:
° Onemocnéni spojena se zavedenim ciziho télesa

° Biofilmové infekce bez zavedeni ciziho télesa
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e  Poskozeni implantatu biofilmem.

3.2.1 Onemocnénispojena se zavedenim ciziho télesa

Pouziti riznych implantatd je nedilnou soucasti moderni mediciny. Ackoliv tyto
zatizeni maji obrovska mnozstvi benefiti a vedou k vyraznému zlepSeni zivota pacientd,
mohou byt i zdrojem riznych komplikaci. Infekce spojené se zavedenim ciziho télesa mohou
byt velice zavazné az fatalni. Castou jsou zptisobeny bakteriemi vyskytujicimi se b&zné
v prostiedi nebo na kizi lidského téla (Del Pozo, 2018).

Vzacné, avSak obtizné 1éCitelné jsou infekce spojené s ortopedickymi implantaty.
Pokud dojde k zavleCeni infekce béhem operace, viditelna tvorba biofilmu se muze
za klinickymi pfiznaky opozdovat i o nékolik mésicti. Diagnosticka aspirace kloubd byva
Casto falesn€ negativni, pravdépodobné proto, ze bakterie prezivaji pouze ve formée biofilmu
na synovii, ale neuvoliuji se do tekutiny. Jednou z moznosti, jak prokéazat bakterialni infekci,
je pouziti ultrazvuku k odstranéni biofilmu zvyjmutého implantitu, a naslednda PCR
pro detekci ptitomnych bakterii. Timto zpuisobem se detekuje infek¢ni pavod obtizi az 20krat

Castéji nez pii prosté kultivaci synovialni tekutiny (Fux et al., 2003).

3.2.2 Biofilmové infekce bez zavedeni ciziho télesa

Biofilmovd forma pfezivani bakterii je charakteristicka pro fadu chronickych
bakterialnich onemocnéni, jako je naptiklad cysticka fibréza, chronicka obstrukéni plicni
nemoc, tuberkuléza, infekce ran, endokarditida nebo i infekce zluCovych cest (Del Pozo,

2018).

o (ystickd fibroza

Cysticka fibréza je nejCastéjsi dédicné fatalni onemocnéni postihujici kavkazskou
populaci. Vyskytuje se asi u 1 z 2500 narozenych déti. Priméma doba preziti v USA je 38 let
(Hassett et al., 2010).

Onemocnéni je vyvolano mutaci v genu CFTR, coz vede k nefunkcnosti chloridového
kanalu. V dychacich cestach, gastrointestindlnim traktu a reprodukénich organech vede
zvySena koncentrace chloridovych iontt k vyrazné reabsorpci sodiku. Sodik je poté pasivné
nasledovan molekulami vody, coz vede k zahusténi hlenu. Viskézni hlen zpisobuje vétSinu
klinickych projevii onemocnéni. Porucha chloridového kanalu dale zpiisobuje, ze pericilialni

tekutina, kterd je normaln€ hypotonicka, se stava isotonickou. To narusuje jeji antibakterialni
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plsobeni, coz vede k primarni bakterialni kolonizaci. Vznikla infekce stimuluje buriky k dalsi
tvorbé hlenu, ¢imz se zhorSuje obstrukce dychacich cest (Hoiby et al., 2010).

Hlavni pfi¢inou morbidity a mortality u pacientd s cystickou fibrozou je plicni infekce,
jejimz nejCastéjsSim puvodcem je Pseudomonas aeruginosa. Uvadi se, ze az 80 % dospélych
pacienti s cystickou fibrozou je postizeno infekci P. aeruginosa. Mezi dalsi rody bakterii
podilejicich se na infekénich komplikacich cystické fibrozy patti S. aureus, H. influenzae
a B. cepacia (Ciofu et al., 2015).

Tvorba biofilmu je hlavnim dGvodem, ktery umozni pfeziti pseudomonad
i pfi opakované antibiotické 1éCbé. ZvysSena rezistence biofilmu k antibakteridlnim latkam,
ptitomnost metabolicky neaktivnich perzistujicich bunék a extracelularni matrix jsou hlavni
pficiny, které komplikuji vybér vhodného antibiotika. Antibiotika, ktera pisobi na aktivné se
délici buriky, jako jsou betalaktamy, fluorochinolony nebo aminoglykosidy, nejsou v ptipadé
biofilma dostatecné ucinné. Lepsi ucinnosti je mozné dosahnout pifi pouziti kombinaci
antibiotik, jako je tobramycin/kolistin nebo kolistin/meropenem. Kombinace zaroven snizuje
1 riziko vzniku rezistence (Martin et al., 2021).

Dal§i moznosti, jak zvysit G¢inek antibiotik, je usnadnit jejich prostup biofilmovou
matrix. Toho lze docilit naptiklad kombinaci s antimikrobialnimi peptidy. Slouc¢enina 6K-F17
vykazuje slibné vysledky v kombinaci s tobramycinem. Pro prostup antibiotika biofilmem je
dulezita jak velikost molekuly, tak jeji naboj. Enkapsulace antimikrobialni latky do liposomu
muiize usnadnit prostup a tim zvysit antibakterialni Gcinek, coz bylo potvrzeno naptiklad
u lipozomalniho amikacinu (Martin et al., 2021).

Jinou moznosti je zacileni terapie pfimo na extracelularni matrix. Vyznamnou slouzku
matrix tvofi polysacharid alginat. In vitro byl prokazan potenciadl enzymu alginat-lyasa
na naruSeni extracelularni matrix. Enzym lze kombinovat s ciprofloxacinem a tim zvysit
dostupnost antibiotika. Krom¢ alginati produkuji pseudomonady i dalsi dva polysacharidy
zvané Psl a Pel, které jsou dulezité pro formaci strukturovaného biofilmu. Jako slibné se jevi
pouziti enzymua glykosid-hydrolas, které dokazou tyto polysacharidy degradovat a vystavit
poté bakterialni buriky zvySené mife antimikrobialni latky. (Martin et al., 2021). V neposledni
fadé lze tvorbu pseudomonadového biofilmu ovlinit i pres systém quorum sensing (QS),

coz je podobnéji diskutovano v kapitole 3.2.5.7.

o  Chronické infekce ran
Obtizn€ hojitelné rany, jako jsou bércové viedy diabetikl, jsou cCasto postiZzeny

mikrobialni infekci. V porovnani s akutni ranou se u chronickych ran vyskytuje biofilmova
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infekce 10krat Cast€ji. NejCast€js§imi ptvodci téchto infekci jsou S. aureus a P. aueruginosa,
které se bé&zn€ vyskytuji spolecne¢ (Del Pozo, 2018). Nevhodnd a nedostatecna lécba
chronickych ran u diabetu je Castou pfi¢inou amputaci; ve Spojenych statech podstoupi
amputaci 14-24 % diabetickych pacientd (Ammons, 2010).

Lécba chronickych ran je komplexni a dlouhodoby proces. Zakladnim krokem je
pravidelné a Casté CiSténi rany, tzv. debridement. V pfipadé jiz vytvoreného biofilmu je
debridement zasadni pro jeho odstranéni a naslednou 1écbu. V pfipadg, ze je tieba odstranit
velké mnozstvi odumrelé tkané a Cistit ranu do hloubky, mohou vznikat komplikace spojené
s krvacenim rany. V nékterych pifipadech se debridement neobejde bez pouziti anestezie.
I pres peclivé vycisténi rany se v fade pripadi biofim do 24 hodin obnowi.

Pro prevenci vzniku biofilmu v chronickych ranach se pouzivaji antibiotika
v topickych lékovych formach. DalSim krokem je vhodné kryti rany, idealné materidlem

s antibakterialnimi vlastnostmi. (Kim & Steinberg, 2012).

® Dutina ustni

Dutina ustni je kolonizovana vice nez 500 ruznymi rody bakterii. VétSina z nich se
nachazi na zubech a na zadni ¢asti jazyka. Ostatni mékké tkani dutiny astni nejsou z diavodu
rychlé obmény epitelialnich bunék vhodnym prostiedim pro usazeni bakterialnich plaki.
(Seneviratne et al., 2011).

Zubni plak je biofilm tvofeny komplexni mikrobialni kulturou. Neni mozné piesné
urcit vSechny mikroorganismy podilejici se na vzniku zubniho plaku, pfedpoklada se ale, ze
jich maze byt i vice nez 19 000. Slozeni zubniho plaku je také velice individualni. Za urcitych
okolnosti miize zména ve slozeni zubniho plaku vyvolavat rizna onemocnéni (Seneviratne et
al., 2011). Primarnimi tvarci biofilmu zubniho plaku jsou Streptococcus oralis, S. sanguinis,
S. mitis a Neisseria spp. Na tuto prvni vrstvu nasledné nasedaji sekundarni kolonizatofi, coz
jsou zejména gramnegativni bakterie jako Actinomyces spp., Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia a dalsi. Pokud se zubni plak necha bez jakéhokoliv naruseni po dobu
minimaln€ 7 dni, mohou se objevit tzv. tercialni kolonizatofi, coz jsou prevazné oportunni
gramnegativni anaerobni patogeny, jako je Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans a Treponema denticola (Okahashi et al., 2011; Zijnge et al., 2010).
Pritomnost téchto patogentd muze nasledné vést k zanétu dasni (Valm, 2011).

,Zdravy“ dentalni plak se sklada z nepatogennich bakterii a brani kolonizaci jinymi,
patogennimi mikroorganismy. Za urc¢itych podminek ale muze dojit k naruseni rovnovahy.

Naptiklad zvySena konzumace cukru vede k prerustani S. mutans a Lactobacilus acidophilus,
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zvySeni kyselosti prostfedi a tim demineralizaci zubni skloviny. S. mutans je také povazovan
za hlavni pfi¢inu vzniku zubniho kazu, ackoliv nékteré studie uvadi, ze je nutna piitomnosti
i dalsich karyogennich mikroorganismi, jako je S. mitis, Lactobacillus a Candida

(Seneviratne et al., 2011).

e  Gatrointestinalni trakt

Gastrointestinalni trakt je kolonizovany v celé své délce fadou bakterialnich kment.
Tvorba bakterialniho biofilmu v distalni ¢asti jicnu je charakteristicka pro tzv. Barettiv jicen.
Jednd se o komplikaci refluxu, pfi které je dlazdicovy epitel distalniho jicnu pfeménén
na cylindricky epitel s poharkovymi buiikami podobny stfevnimu. Tento epitel je sice
odolnéj§i proti agresivnéj§imu prostiedi zaludeCnich stav, patii ale mezi prekancerdzy.
Rakovina jicnu je v soucasné dobé sedmé nejCastéjS$i smrtelné rakovinné onemocnéni
ve Velké Britanii. U pacientd s Barettovym jicnem se v porovnani s kontrolni skupinou castéji
vyskytuji dusik-redukujici druhy jako je Campylobacter a Veillonela. Tyto organismy jsou
schopné produkovat nitroso slouceniny a NO, coz muze vést k poskozeni DNA a vzniku
rakovinného bujeni (Macfarlane, 2018; Spechler et al., 1986).

Bakterie formuji biofilm i v tlustém stfevé. Biofilmova forma usnadiluje Stépeni
polysacharida, kdezto planktonické bakterie jsou efektivnéjsi pii Stépeni oligosacharidi.
Existuji dikazy, ze komensalni mikroflora tlustého stieva se podili na vzniku ulcerdzni
kolitidy. Dysbioza ve stfevnim osidleni se u pacientd s ulcerozni kolitidou vyskytuje Castéji
nez u zdravych lidi. Dochézi ke snizeni poctu bifidobakterii az tficetinasobné a zvySeni poctu

prozanétlivych druht jako jsou peptosteptokoky a E. coli (Macfarlane, 2008).

e  Urogenitalni trakt

Bakterialni biofilmy jsou jednou z pfic¢in chronické prostatitidy, opakovanych cystitid,
pyelonefritidy a bakterialni vaginitidy (Tenke et al., 2012). Infekce mocCovych cest jsou
nejcastéji vyvolany E. coli. Uropatogenni E. coli maji fadu virulentnich faktort, které zvysuji
jejich schopnost kolonizovat mocovy trakt. Az u 25 % zen, které prodélaly akutni mocovou

infekci, se pozdgji rozvine infekce chronicka (Soto et al., 2006).

3.2.3 PoSkozeni implantitu biofilmem

Mikroorganismy rostouci v oblasti zavedené¢ho implantdtu mohou vést k degradaci
materialt a poskozeni funkce implantatu. Klinické projevy poskozeni implantatu mohou mit

velice zavazné dopady. Piikladem je dysfunkce intravaskularnich katétri, vznik krystala
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v urindlnich stentech, poskozeni ndhrady kycelniho kloubu nebo prasknuti obalu prsnich
implantat. To vede k nutnosti vymény implantatu, zvySuje riziko mortality pacienti

a v neposledni fadé prodluzuje dobu hospitalizace a zvysuje naklady na 1é¢bu (Del Pozo, 2017).

3.3 Formace biofilmu

Vznik biofilmu je dynamicky komplexni proces (Pace et al., 2005). Sklada se ze dvou
zakladnich fazi (Yarwood et al., 2004). Nejdiive dochazi k ptichyceni planktonickych bunék
k povrchu, formovani mikrokolonii a poté k diferenciaci biofilmu a jeho maturaci (Roy et al.,
2018).

Prvotni pfichyceni bakterii k nezivému povrchu je zajisténo nespecifickymi
interakcemi, jako jsou elektrostatické, hydrofobni a van der Waalsovy sily, zatimco u zivého
povrchu, jako jsou napiiklad tkan€, se uplatiiuji specifické molekularni mechanismy (Pace et
al., 2005; Yarwood et al., 2004).

Po navazani k povrchu dochazi k proliferaci bakterii, vytvareni extracelularni matrix
a vzniku mnohavrstevnych biofilmovych plata. Extracelularni matrix se sklada z fady riznych
materiald, jako jsou polysacharidy, nukleové kyseliny, proteiny a dalsi latky, a zajiStuje
soudrznost biofilmu, jeho pfilnavost k povrchu a také ochranu vici antimikrobialnim latkam.
Jakmile jsou bakterie trvale pfichyceny k povrchu, dochazi k jejich fenotypovym zménam.
Tento proces se nazyva maturace biofilmu (Pace et al., 2005).

Pro vyvoj biofilmu u fady bakterii je tfeba urcita forma mezibunééné komunikace,

nazvana jako quorum sensing (Yarwood et al., 2004), viz kapitolu 3.2.5.7.

3.4 Mechanismy rezistence biofilmu k antimikrobialnim latkam

Bakterialni biofilm mize byt k antimikrobialni latce i stonasobné rezistentnéjsi
nez planktonické buriky stejného kmene. Po expozici baktericidniho antibiotika mize mala
populace prezit a opétovné kolonizovat dany povrch, a tak se stat odolnéjsi vici antibiotické
1écbé. Pokud se bakterialni buiika z biofilmu uvolni, obvykle se stavad opét k antibiotiku

citlivou (Pace et al., 2005).

3.4.1 Snizeni penetrace antibiotik

Biofilmova extrapolymerni matrix, téz zvana jako glykokalyx, snizuje prunik
antibakterialnich latek do biofilmu. Toto muze byt zapfiCinéno pouhym fyzikalnim

zpomalenim difuse, nebo chemickou reakci mezi polymerem a antibiotikem. Naptiklad
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exopolysacharidy pisobi jako iontoménic, a inhibuji tak aktivitu aminoglykosidu (Pace et al.,
2005; Singh et al., 2017). Tento fenomén byl pozorovan v piipadé tobramycinu u biofilmu
P. aeruginosa (Walters et al., 2003).

V poslednich letech se pouhé snizeni penetrace jiz nepovazuje za dostate¢né
vysvétleni rezistence biofilmu (Hall & Mah, 2017). Rada studii prokazala, e antimikrobialni
latky jsou schopné k biofilmovym buikam proniknout v koncentraci srovnatelné s MIC
stanovenym proti planktonickym buiikdm, neovlivni v§ak Zivotaschopnost téchto bunék (Hall
& Mah, 2017; Anderl et al., 2000). Dunne et al. (1993) hodnotili prinik vankomycinu,
rifampicinu a jejich kombinace do biofilmu S. epidermidis. Ob¢ antibiotika byla schopna
proniknout biofilmem v terapeutické koncentraci. Na druhou stranu, existuji 1 studie
popisujici opacny trend (Hall & Mah, 2017, Chen et al., 1996). Jefferson et al. (2005)
mikroskopicky hodnotili prinik vankomycinu do bakterialniho biofilmu S. aureus. Ukazalo
se, ze antibiotikum se ve vodném prostiedi k planktonickym bakteriim dostane za 5 minut,
kdezto prunik biofilmem trva vice nez jednu hodinu. Buriky biofilmu jsou tedy antibiotiku
vystavené v niz§i mife, coz jim muze umoznit transkripéni zmény a nasledné vyvolat
rezistenci. VIiv snizeni penetrace antibiotika neni Gplné objasnén a zalezi na fadé faktor,

jako je druh bakterie, typ antimikrobialni latky a rastovy stav biofilmu (Hall & Mah, 2017).

34.2 Rezistence zapri¢inéna enzymy

Bakterie mohou vylucovat enzymy schopné degradovat antimikrobiélni latky. Jedna se
zejména o betalaktamasy. Biofilm Klebsiella pneumoniae produkuje betalaktamasy a tim se
stava rezistentni k ampicilinu, P. aeruginosa si takto zajiStuje resistenci k fadé

betalaktamovych antibiotik v€etné ceftazidinu a imipenemu (Hall & Mah, 2017).

3.4.3 Efluxni pumpy

Efluxni pumpy umoznuji bakteriim pfezivat v nepfiznivém prostiedi vcetné
pfitomnosti antibiotik. Odstrafiuji nezadouci latky z nitra buriky a jsou dulezitou pfi¢inou
vzniku bakterialni rezistence (Singh et al., 2017). Existuje 6 zakladnich rodin efluxnich pump;
u stafylokoku se nejcastéji vyskytuje rodina ABC (ATP-binding cassete), u gramnegativnich
bakterii zejména RND (resistence-nodulation-division family) (Soto, 2013). Pfitomnost
antimikrobialni latky v sub-inhibi¢ni koncentraci vede k nadprodukci efluxnich pump,
pficemz tato nadprodukce muze vést ke vzniku multirezistence (Singh et al., 2017).

Predpoklada se, ze efluxni pumpy hraji roli 1 pii quorum sensing (QS) komunikaci.

Chan et al. (2005) potvrdili, ze QS kontrolujici formaci biofilmu u Burkholderia pseudomallei
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je podminén funkci efluxni pumpy BpeAB-OprB. P. aeruginosa ma fadu pump zptsobujicich
multirezistenci (tzv. , multidrug resistence pumps®), které hraji dalezitou roli v rezistenci
planktonickych bunék. Tyto pumpy patii do rodiny RND a je to naptiklad MexAB-OmrM,
MexCD-OprJ nebo MexXY (Soto, 2013). MexAB.OprM a MeCD-Opr] hraji roli v resistenci
pseudomonadového biofilmu k azitromycinu (Gillis et al, 2005). U stafylokokil je popsano
6 pump ovliviiujicich rezistenci. NorA, NorB a NorC jsou MDR pumpy a podmiiuji
rezistenci napfiklad k chinolonim; Tet38 je specificka pumpa zodpovédna za tetracyklinovou
rezistenci (Soto, 2013). Zhang a Mah (2008) popsal pumpu PA1874-1866, jejiz exprese je
vyS$si v biofilmu nez u planktonickych bunék, a ktera zfeymé zodpovida za resistenci biofilmu

k ciprofloxacinu, gentamicinu a tobramycinu.

3.4.4 Nutric¢ni limitace a stresova odpovéd’

Biofilm je heterogenni struktura. Jednotlivé bakterialni bunky se li§i svoji genovou
expresi, metabolickou aktivitou nebo fenotypem. Tento rozdil vzrista se vzrastajici
vzdalenosti dané buiiky od povrchu biofilmu. Butiky blize povrchu biofilmu mohou vyuzit
vetsi mnozstvi kysliku a nutriénich latek, buiiky ulozeny hloubéji jsou v tomto sméru jistym
zpusobem deprivované. Tyto buriky maji redukovanou metabolickou aktivitu. Jelikoz
antibiotika jsou aktivni pfedev§im na rostouci bakterie, toto snizeni metabolismu muze vyustit
ve vetsi toleranci antibiotika. Teorie o hypoxii je podpofena také faktem, ze biofilmy
kultivované v anaerobnich podminkach byly obecné méné citlivé nez kontrolni vzorky
kultivované v podminkéch aerobnich (Hall & Mah, 2017).

Ne vsechny bakterie potfebuji pro rust kyslik. P. aeruginosa zustava metabolicky
aktivni 1 v anaerobnich podminkach, jelikoz je schopna denitrifikaénich reakci nebo
fermentace argininu. Bylo prokazéno, ze substituci maturované biofilmu P. aeruginosa
dusikem nebo L-argininem lze zvysit citlivost bakterie k tobramycinu a ciprofloxacinu (Hall
& Mah, 2017; Borriello et al., 2006).

Dals$im podstatnym rozdilem planktonickych bunék a bun€k v biofilmu je odpovéd
na oxidacni stres. Je prokazano, ze reaktivni formy kysliku (ROS) hraji roli v odpovédi
bakterialni buiiky na ptsobeni baktericidniho antibiotika. Baktericidni latka vyvola v burice
zvySenou respiraci, coz pres fadu kroka vede k rozpadu FeS klastri. Uvolnéné dvojmocné
zelezo je oxidované peroxidem vodiku na trojmocné zelezo, ¢imz vznikaji velice reaktivni
hydroxylové radikaly. Tyto radikaly pak oxiduji makromolekuly jako je DNA, a vyvolavaji

smrt bakterie. Jelikoz produkce ROS vyzaduje znacny pfisun kysliku, je mozné,
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ze k ni v hypoxickych castech biofilmu nemiize dochazet (Hall & Mah, 2017). Bakterie maji
navic vyvinuté antioxidacni mechanismy slouzici ke snizeni oxidativniho poskozeni. Také
bylo potvrzeno, ze biofilmy tvorené mutanty neprodukujicimi katalasu prezivaji v pritomnosti
tobramycinu a ciprofloxacinu az 30krat kratsi dobu nez ,,divoké* kmeny (Hall & Mah, 2017,
Van Acker et al., 2013).

3.4.5 Perzistujici buniky

V kultufe planktonickych bunék se vzdy nachazi buiiky v dormantnim stavu, tedy se
snizenym metabolismem a nerostouci, na které pouzita antimikrobialni latka neucinkuje. Tyto
perzistujici buiky mohou v prostfedi antibiotika pfezit a nasledné¢ znovu vyvolat infekci
(Olsen, 2015; Hall & Mah, 2017). Perzistentni builky hraji vyznamnou roli napf.
v chronickych zanétech mocovych cest nebo u pacientt s cystickou fibrézou (Olsen, 2015).

Bézné je akceptovand myslenka, ze perzistentni builka se rovnd dormantni burice,
nékteré nedavné studie vSak ukazuji, ze persistence muze byt mnohem slozitéj§i proces
a ze persistentni buriky mohou byt i metabolicky aktivni a ucinku antibiotika se vyhybat
jinym zpusobem, napfiklad inhibici ROS systému (Hall & Mah, 2017).

Persistentni buriky se pravdépodobné podili na toleranci biofilma k antibiotikim.
Ukazalo se, ze vétSina pseudomonadového biofilmu je k antimikrobidlnim latkdm citliva
stejné¢ jako jsou planktonické burnky; zvySena tolerance biofilmu je dana zvySenym
mnozstvim perzistujicich bunék v porovnani s planktonickou kulturou (Hall & Mah, 2017,

Spoering et al., 2011).

3.4.6 Extracelularni DNA

Extracelularni DNA je béznou soucasti biofilmové matrix. Chiang et al. (2013)
prokazali, ze pfidani extracelularni DNA do biofilmu P. aeruginosa zvySilo nasobné
resistenci k tobramycinu a gentamicinu.

Jeden z mechanisma, jakym extracelularni DNA zvysuje rezistenci biofilmu, je zména
extracelularniho prostfedi. DNA je makromolekula aniontového charakteru a miize chelatovat
kationty hoic¢iku, coz vede k poklesu jejich koncentrace v prostiedi. To vyvola ovlivnéni
genové exprese u P. aeruginosa, coz ma za nasledek zvySeni rezistence
k aminoglykosidovym antibiotikim (Mulcahy et al., 2008).

Dal§im moznym mechanismem rezistence vyvolanym extracelularni DNA je
ovlivnéni syntézy spermidinu. Spermidin je polyamin vyskytujici se ve vn€jsi membrané

P. aeruginosa, ktery snizuje jeji propustnost pro aminoglykosidova antibiotika. Extracelularni
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DNA vede ke zvySeni exprese gentu PA4773 a PA4774 zodpovédnych za syntézu spermidinu,

¢imz se zvySuje resistence k aminoglykosidovym antibiotikiim (Johnson et al., 2012).

3.4.7 Quorum sensing

Quorum sensing (QS) je proces komunikace mezi bakteridlnimi burikami a je
definovan jako regulace genové exprese v odpovédi na zmeény hustoty populace
mikroorganismu. Bakterie produkuji chemické latky zvané autoinduktory, které pfi prekonani
ur¢ité hranice vedou k ovlivnéni genové exprese (Miller & Bassler, 2001; Kalia, 2015;
Ziemichod & Skotarczak, 2017).

Tento jev byl poprvé popsan v roce 1970 na moiské bakterii Vibrio fisheri, ktera zije
v symbidze s fadou eukaryotickych organismi. Bakterie ve vysoké hustoté osidluji jejich
specifické organy vyvinuté za timto ucelem, a produkuje enzym luciferasu, coz vede k emisi
svétla. Vzniklé svétlo vyuzivaji zivoCichové pro rizné ucely, naptiklad jako ochranu pred
predatory (v pfipadé Eupryma scalopes), nebo pro pfilakani partnera (Miller & Bassler,
2001). Bakterie jsou schopné svétlo emitovat pouze v pfipadé, ze jsou usidleny uvnitf
svételného organu. Pokud ziji ve formé jednotlivych bunék v moiské vod¢€, tuto vlastnost
ztraceji. Je tedy nutné, aby bakterie néjakym zpisobem poznaly, zda se nachazi v nitru organu
nebo mimo néj, a zeyména aby dokézaly rozpoznat pfitomnost dal§ich bakterialnich bunék
kolem nich. Tato schopnost byla posléze vysvétlena pomoci QS (Ziemichod & Skotarczak,
2017).

Pozd¢ji se potvrdilo, ze QS je Siroce rozSifené v celé bakterialni fisi. Bakterie
pouzivaji QS k regulaci rfady funkci, jako je naptiklad virulence, motilita, produkce antibiotik,
sporulace atd. (Miller & Bassler, 2001). Kazdy druh bakterii produkuje specifické
autoinduktory, obecné lze vSak fici, ze autoinduktory gramnegativnich bakterii jsou acylované
homoserinové laktony, které se 1i§i délkou acylového fetézce a substitucemi, zatimco
grampozitivni bakterie vyuzivaji oligopeptidy (Miller & Bassler, 2001; Hawver et al., 2016).

Existuje nékolik typt QS regulacnich systému. Prvni byl popsan u V. fisheri, a je to
tzv. Lux-I/Lux-R typ (Miller & Bassler, 2001). Systém obsahuje dva geny, lux/ a luxR, které
koduji regulacni proteiny LuxI and LuxR. LuxI pusobi jako synthasa zajistujici syntézu
autoinduktor, LuxR je receptorem pro vzniklé autoinduktory. V ptipadé V. fisheri jsou
autoinduktory N-(3-oxohexanoyl)homoserinové laktony. LuxR se vaze na specifickou
signalni molekulu a vznika komplex, ktery indukuje transkripci gent zodpovédnych

za syntézu enzymu luciferasy (Ziemichéd & Skotarczak, 2017; Hawver et al.,, 2016).
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Luciferasa je enzymovy komplex koédovany péti strukturnimi geny luxCDABE, které se
nachazi v operonu luxICDABE. Po navézani autoinduktoru na LuxR dojde ke konformaénim
zménam tohoto proteinu, coz umozni jeho navazani na promotor operonu luxICDABE a tim se
zahaji transkripce gent tohoto operonu. Komplex proteinu LuxR s audoinduktorem zaroven
indukuje syntézu proteinu LuxI a plsobi jako zpétnovazebny regulator pro syntézu LuxR
proteinu. Produkce svétla u V. fisheri je tedy peclivé fizeny proces (Ziemichdd & Skotarczak,

2017), viz Obr. 1.

A
A A A autoinduktory

A A

LuxI A /\
LuxR LuxR
I \_/

Obrazek 1: Schéma systému LuxI/LuxR. (Pfevzato z Ziemichdéd & Skotarczak,
2017).

Homologa systému LuxI/LuxR byla popsana u fady gramnegativnich bakterii.
P. aeruginosa je gramnegativni oportunitni patogen a jeden z nejcastéjSich nozokomialnich
patogent. Infekce touto bakterii je nebezpetna zejména pro pacienty s popaleninami
a cystickou fibrozou. Pseudomonada produkuje rizné faktory virulence jako je napf elastasa,
alkalicka proteasa a endotoxin A, a zaroven je bakterie schopna tvofit biofilm. Pro kontrolu
virulence uziva tfi systémy QS: Las, Rhl a Pgs systém (Kalia, 2015; Ziemichod &
Skotarczak, 2017). Tyto systémy jsou vzajemné propojeny a hierarchicky regulovany. Las
systém aktivuje RAl i Pgs systém, zatimco RhI mize inhibovat Pgs a naopak, Pgs akivuje RhAl.

Stafylokoky pouzivaji k regulaci tvorby biofilmu agr QS systém kodovany genem agr.

Agr se sklada ze dvou odlisnych operont fizenych promotory P2 a P3. Operon P2 obsahuje
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agrBDCA a koduje transkripci RNAIL Operon P3 koéduje transkripci RNAIIL coz je
efektorova molekula agr. Agr systém zodpovida za extracelularni koncentraci autoindukéniho
peptidu (AIP), coz je z chemického hlediska cyklicky peptid slozeny z riznych aminokyselin
v zavislosti na kmeni, ktery obsahuje thiolaktonovou strukturu. Jakmile koncentrace AIP
prekona urCitou hladinu, peptidy se navazou na membranovy receptor sprazeny s AgrC
histidin kinasou, ktera aktivuje AgrCA dvoukomponentovy systém. Tato aktivace vede
ke zvySeni koncentrace RNAIII a ovlivnéni genové exprese. Tim dojde ke zvySeni sekrece
virulentnich faktori a sniZzené sekrece adhezini jako je protein A a fibronektin-vazajici
protein. Bakterie z biofilmu se tak mohou uvolnit a prejit zpét do planktonické formy zivota
(Kalia, 2015; Yarwood et al., 2004).

Z vyse uvedeného vyplyva, ze na rozdil od P. aeruginosa, kde je QS nutnym
predpokladem pro vznik robustniho biofilmu, je tomu u stafylokokd praveé naopak; aktivita
QS vznik biofilmu blokuje. Yarwood et al. (2004) prokazali vliv QS na uvolnéni bakterii
z biofilmu. Bakterie uvolnéné z filmu meély vysokou aktivitu agr, kdezto planktonické
bakterie mély agr systém blokovany. Stejné tak se ukéazalo, ze kmeny deficientni na agr
formuji robustné&jsi biofilm v porovnani s ,,divokymi“ kmeny (Boles & Horswill, 2008).

Boles a Horswill (2008) studovali vliv aktivace agr sytému na rozpad stafylokokového
biofilmu. Prokézali, ze tvorba stafylokokového biofilmu je striktné zavisla na pfitomnosti
glukosy v kultivaénim médiu. Glukosa puasobi snizeni pH kultivacniho média k hodnoté
cca. 5,5, coz vede k inhibici exprese promotoru P3 a nésledné efektorové molekuly RNAIL
Stejny efekt maji i1 jiné zdroje uhliku, jako je napfiklad galaktosa. To wvysvétluje,
ze stafylokoky jsou schopny kolonizovat prostfedi s niz§im pH, jako je kize nebo vagina,
jelikoz kyselé prostiedi vede k inhibici agr systému a vzniku biofilmu. Dale prokazali,
ze bakterie uvolnéné z biofilmu byly opét citlivé k antibiotikim, na néz byl biofilm
rezistentni. Da se fict, ze agr systém je dulezity regulator pro , pfepinani“ mezi planktonickou
a sesilni formou zivota stafylokokd a mize mit vliv na jejich Sifeni a kolonizaci novych
prostor. Agr systém je tedy vhodné cilové misto pro antibakteridlni latky. Yarwood et al.
(2004) na zakladeé experimenti s geneticky modifikovanymi izolaty stafylokokd prokazali,
ze exprese agr se podili na vzniku rezistence k nékterym antibiotikiim.

Existuje 1 tfeti QS systém, ktery pouzivaji jak gramnegativni, tak grampozitivni
bakterie. Jejich mediatory jsou razné latky, souhrnné nazyvané jako AI-2. Klicovym

enzymem Vv produkci AI-2 je LuxS, ktery katalyzuje Stépeni S-ribosylhomocysteinu
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na homocystein a 4,5-dihydroxy-2,3-pentandion (DPD). Z DPD vznikaji fadou dalSich
modifikaci AI-2 (Brackman et al., 2012).

3.4.8 Latky s antibiofilmovym téinkem a jejich mechanismus

3.4.8.1 Inhibitory AHL

N-Acylhomoserinové laktony (AHL) jsou signalni molekuly QS zejména
u gramnegativnich bakterii (viz QS). AHL jsou syntetizovany proteiny rodiny LuxI. Parsek et
al. (1999) prokazali, ze RhII protein u P. aeruginosa katalyzuji syntézu AHL vznikajiciho
z S-adenosylmethioinu (SAM) a acylovanych derivatd mastnych kyselin. Inhibice této
syntézy by tedy mohla pusobit jako inhibitor formace biofilmu P. aeruginosa. Mezi latky
inhibujici AHL syntézu patfi S-adenosylhomocystein, sinefungin, 5-methylthioadenosin
a cykloleucin (Brackman & Coenye, 2015).

Sinefungin je strukturni analog SAM. Inhibuje transmetylacni reakce na DNA, RNA
a proteinech (Yadav et al., 2014). Parsek et al. (1999) potvrdili inhibic¢ni aktivitu sinefunginu
na aktivitu RhIl u Pseudomonas. Yadav et al. (2014) hodnotili aktivitu proti biofilmu
Streptococcus pneumoniae. Prokazali koncentracné zavislou inhibi¢ni aktivitu na formaci
biofilmu a genovou expresi [uxS, pfs a speE, které se podili na syntéze AHL, a snizoval
produkci AI-2. Pti in vivo testovani na potkanech sinefungin snizoval kolonizaci pneumokoky
ve vnitinim uchu.

Antibiotikum azitromycin interaguje se syntézou C-homoserin laktonu a 3-0x0-Ciz-
HSL u Pseudomonas, inhibuje produkci alginatu a zvySuje senzitivitu bakterie na oxidacni
stres (Brackman & Coenye, 2015; Hoffmann et al., 2007).

Syntéza AHL muZze byt inhibovana i na Grovni syntézy mastnych kyselin. Cerulein je
ireverzibilni inhibitor B-keto-acyl-ACP syntasy I a II, diazoborin blokuje syntézu mastnych
kyselin reakci s NADH-dependentni enoyl-CP reduktasou. Jelikoz je ale syntéza mastnych
kyselin zivotné dulezita pro veSkeré vysSi organismy, nelze tyto latky pouzit in vivo

(Brackman et al., 2012).

3.4.8.2 Inhibitory syntézy AI-2

Syntéza AI-2 zahrnuje dva hlavni enzymatické kroky. V prvnim kroku je ze S-
adenosylhomocysteinu (SAH) odstranén adenin pomoci enzymu 5’'-methylthioadenosinu
(MTAN). Enzym MTAN je kodovan genem pfs. Vznikly S-ribosylhomocystein je rozstépen
na DPD a homocystein, ktery se vaze na LuxS. Jelikoz jsou MTAN a LuxS pfitomny pouze
v bakteriich, jsou zajimavym cilem pro ucinek antibakterialnich latek (Brackman et al., 2012).
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Zhao et al. (2003) popsal nékolik inhibitori téchto enzymu. S-anhydroribosyl-L-
homocystein a S-homoribosyl-L-cystein jsou analogy S-ribosylhomocysteinu a funguji jako
faleSny substrat pro LuxS. Pro vazbu je nutna aminokyselinova ¢ast molekuly. V navaznosti
na tyto vysledky byly syntetizovany dalsi, aktivnéjsi inhibitory LuxS, které se vazi
jak na homocysteinové vazebné misto, tak na atom kovu v enzymu (Shen et al., 2006).

Halogenované furanony jsou piirodni latky produkované fasou Delisea pulchra. Jsou
strukturné podobné AHL, pusobi vic¢i nim antagonisticky a fasy je pravdépodobné pouzivaji
jako obranu vici bakterialni kolonizaci. Kuehl et al. (2009) zkoumali aktivitu furanonu
na formaci stafylokokového biofilmu. U silnych producenti biofilmu furanony v sub-MIC
koncentraci zvySovaly tvorbu biofilmu, u slabych biofilmovych producenti nemély zadny
vliv. Stafylokokovy biofilm sestava zejména z polysacharidového mezibunécného adhezinu
(PIA), jehoz produkce je kodovana v ica genech. LuxS funguje jako represor exprese ica a tim
snizuje biosyntézu PIA. Prokazali, ze halogenované furanony pusobi jakoZzto inhibitory luxS
a tak zvysuji syntézu polysacharidi, coz vede k vy§§i tvorbé filmu. Zadny vliv na agr systém

prokazan nebyl.

3.4.8.3 Qorum quenching
Jiz syntetizované signalni molekuly je mozné rozkladat, ¢imz se zabrani jejich
hromadéni a nasledné aktivaci QS systému. Tento jev se nazyva quorum quenching (QQ)

a muze probihat enzymaticky, nebo neezymaticky (Brackman et al., 2012).

e Neenzymaticky QQ

Stabilita AHL zavisi na podminkach prostfedi. Pfi pH okolo 2 dochézi k hydrolyze N-
homoserinlaktonového kruhu, kdezto Cs-homoserinlaktonovy kruh se otvira pouze pii pH
v rozmezi 5-8. Dalsi vliv ma teplota, obecné jsou AHL stabiln&jsi pfi nizSich teplotach

a délkou postranniho fetézce se jejich stabilita pii vyssi teploté zvySuje (Yates et al., 2002).

e Enzymaticky QQ

Rada bakterii, jako naptiklad Bacillus spp., Acinetobacter spp. nebo Bosea spp.
produkuji enzymy schopné rozkladat AHL. Tento rozklad miZze probihat Ctyfmi cestami.
AHL laktonasy a AHL acylasy hydrolyzuji HSL kruh a amidové vazby, AHL oxidasy
areduktasy molekuly AHL nerozkladaji, ale méni jejich aktivitu (Brackman et al., 2012).
Vyskyt AHL laktonas byl jako prvni objeven u Bacillus spp., pozdéji se ukazalo, ze jsou

Siroce rozSifené mezi bakteriemi a dokonce se vyskytuji u nékterych eukaryotickych
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organismi. Nekteré houby a vyss§i rostliny, jako napt. Hordeum vulgare mohou AHL

degradovat, ackoliv mechanismus je zatim nejasny (Brackman et al., 2012).

3.4.8.4 Klinicky uzivané antibakterialni latky s antibiofilmovym efektem
e Linezolid

Linezolid (Obr. 2) je jediny klinicky uzivany zastupce skupiny oxazolidinonu. Je
aktivni proti fadé grampozitivnich patogenti vcetné kment S. aureus rezistentnim
k methicilinu (MRSA) a S. epidermidis, dobie pronika do tkani a jako jedna z mala latek
uzivanych proti MRSA se podava peroralné (Kiedrowski & Horswill, 2011). V literatufe se
vyskytuji rozdilné zaveéry na aktivitu linezolidu proti bakteridlnimu biofilmu. Dle Kiedrowské
linezolid vykazuje aktivitu proti stafylokokovému biofilmu in vitro i in vivo. Pii studiu
endokarditidy vyvolané S. aureus na kralicim modelu doslo k eradikaci biofilmu béhem péti
dni (Kiedrowski & Horswill, 2011). Raad et al. (2007) neprokazali efekt linezolidu na biofilm
tvoreny MRSA. Curtin et al. (2003) potvrdili efekt linezolidu na biofilm S. epidermidis pti

délce expozice prevysujici 72 hodin, coz je v klinické praxi nemozné.

E Q
o
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Obrazek 2: Strukturni vzorec linezolidu.

e Tetracykliny a glycylcykliny

Tetracykliny jsou Sirokospektra bakteriostaticka antibiotika inhibujici proteosyntézu
na ribozomalni podjednotce 30S. Studie ukazaly, ze tetracykliny mohou byt vhodné
vprevenci pred biofilmovou kolonizaci. Katetry pokryté kombinaci minocyklinu
arifampicinu branily vzniku infekce krevniho fecisté; u nechranénych katetri se vyvinula
infekce v 5 % (Raad et al., 1997).

Modifikaci tetracyklinu vznikla skupina glycylcyklint. Tigecyklin (Obr. 3) se ukazal
jako efektivn€jsi disruptor stafylokokového biofilmu na krysim modelu endokarditidy
nez vankomycin (Murphy et al., 2000). Kombinace s rifampicinem me¢la dobry efekt na 1écbu

osteomyelitidy vyvolané MRSA na kralicim modelu (Yin et al., 2005).
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Obrazek 3: Strukturni vzorec tigecyklinu.

o Vankomycin

Vankomycin je 1ék volby pro lé¢bu invasivnich stafylokokovych infekci. Pouziti
vankomycinu v monoterapii k 1é€b¢ infekci vyvolanych biofilmem neni vhodné, jelikoz MIC
proti biofilmu byvad az osminasobné v porovnani shodnotou MIC proti planktonickym
burtkdm. Kombinace vankomycinu s dal§imi antibiotiky, jako je rifampicin, gentamicin nebo
klindamycin, vede ke zlepSeni penetrace vankomycinu do biofilmové biomasy a zlepsuje jeho

ucinek (Kiedrowski & Horswill, 2011).

® Daptomycin

Daptomycin je lipopeptidové antibiotikum s baktericidnim tU¢inkem  proti
stafylokokam. Je schopny pronikat i do metabolicky méné aktivni bakterialni masy, jaka se
vyskytuje naptiklad pfi bakterialni endokarditidé. Byl schvalen FDA pro lécbu bakterémii
vyvolanych MRSA (LaPlante et al., 2007). LaPlante et al. (2007) srovnali uc¢inek
daptomycinu a vankomycinu ze tfi hledisek: schopnosti inhibovat formaci biofilmu, aktivity
na jiz vznikly biofilm a in vitro efekt pro omezena katétrové kolonizace. Daptomycin
i vankomycin v koncentract 5 mg/ml dokézal eradikovat vznikly biofilm na modelu katétru.
Ob¢ latky jsou tedy vhodné k pouziti infekci spojenych s katetrizaci vyvolanych S. aureus.

Podobnych vysledka s daptomycinem dosahli i Raad et al. (2007).

® Dalbavancin

Dalbavancin (Obr. 4) je pomérné nové glykopeptidové antibiotikum, které je diky
specifické farmakokinetice (polocas je 9-12 dni) mozno podévat jednou tydné. Je dobie
ucinny na veétSinu klinicky vyznamnych grampozitivnich patogenti. Raaad et al. (2005)
provedli randomizovanu multicentrickou studii, kde hodnotili efekt dalbavancinu na 1é¢bu
infekci spojenych s katetrizaci vyvolanych grampozitivnimi bakteriemi. Pacientim byla
podana jednorazova davka 1000 mg dalbavancinu, nasledovana za tyden davkou 500 mg.
Kontrolni skuping byl podavan vankomycin 2krat denné po dobu 14 dni. Efekt dalbavancinu

vyrazné pievySoval léCebny efekt vankomycinu. Nezadouci ucinky byly srovnatelné pro oba

typy 1écby.
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Obrazek 4: Strukturni vzorec dalbavancinu.

® Televancin

Televancin je lipoglykopetidové antibiotikum s baktericidnim uc¢inkem proti
stafylokoktim. Diky své kinetice a schopnosti pronikat do bakterialniho biofilmu je vhodnym
adeptem na 1écbu infekci spojenych s biofilmy. Gander et al. (2005) porovnavali aktivitu
raznych glykopeptidovych antibiotik proti biofilmu S. aureus a koagulasa-negativnim
stafylokokiim. Ze v§ech hodnocenych glykopeptidi mél televancin nejvyssi aktivitu proti

obéma typum stafylokokd.

® Rifampicin

Leite et al. (2011) porovnavali aktivitu rifampicinu (Obr. 5), daptomycinu a linezolidu
proti biofilmu S. epidermidis. Rifampicin byl aktivni proti biofilmu v koncentraci srovnatelné
s MIC. Holmberg et al. (2011) prokazali synergicky efekt rifampicinu s ciprofloxacinem
a linezolidem proti biofilmu E. faecalis. Ptfi podani samotného rifampicinu dochazi

k rychlému vyvoji rezistence, proto je vhodné ho podavat pouze v kombinacich.
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Obrazek S: Strukturni vzorec rifampicinu.

3.4.8.5 Prirodnilatky a jejich derivaty s antibiofilmovym ucinkem
Je znamo velké mnozstvi prirodnich latek inhibujicich formaci biofilmu. Nasledujici

Cast je zaméfena na prehled latek pusobicich proti biofilmu S. aureus.

e [midazolové derivdty

Imidazolové  derivaty jsou  produkovany fadou  mofiskych  organismu.
2-aminoimidazolova funkéni skupina funguje jako strukturni analog guanidinu (slouceniny
s antibiofilmovym ucinkem). Reyes et al. (2011) syntetizovali sérii triazoli (Obr. ©)
a hodnotili jejich aktivitu proti MRSA. Nékteré z derivatd inhibovaly formaci biofilmu
az 2 94 %.

H3C

Obrazek 6: Obecna struktura imidazolovych derivati s antibiofilmovou aktivitou (Rabin et

al., 2015).

Yeagley et al. (2013) pfipravili sérii substituovanych aminoimidazold (Obr. 7)
s antibiofilmovym ucinkem prott MRSA. Prokazali, ze derivaty s del§im alkylovym fetézcem,

ptipadné substituované benzylem, maji vetsi aktivitu.
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Obrazek 7: Obecna struktura amidoimidazolovych derivatd s antibiofilmovou aktivitou

(Rabin et al., 2015).

Dal§i modifikaci téchto latek jsou benzimidazoly (Obr. 8). Sambanthamoorthy et al.
(2011) prokazali schopnost latky ABC-1 inhibovat formaci biofilmu MRSA.

HaC.
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Obrazek 8: Latka ABC-1 (Rabin et al., 2015).

e Indolové derivaty

Indol funguje jako signalni molekula, kterd u fady bakterii ovliviiuje formaci biofilmu.
Naptiklad u E. coli bylo prokézano, ze koncentrace 500 uM inhibuje formaci biofilmu (Rabin
et al., 2015). Minvielle et al. (2013) hodnotili indolo-triazolové derivaty (Obr. 9) z hlediska
schopnosti inhibice bifilmu fady grampozitivnich a gramnegativnich patogent véetné MRSA.
Prokazali, ze substituce indolu za benzothiofen vyrazné snizuje antibiofilmovou aktivitu

a adice bromu do pozice 2 dokonce vede k inverzi ucinku.

N=N 0
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XN~ N
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Obrazek 9: Obecna struktura indolo-triazolovych derivatd s antibiofilmovym ucinkem

(Rabin et al., 2015).

e (linchonidin a jeho derivdaty
Skogman et al. (2012) hodnotili aktivitu cinchoninu, cinchonidinu a jeho derivati
z hlediska inhibice formace a eradikace biofilmu S. aureus ATCC 25923. Cinchonidin sam

byl neaktivni, ale jeho derivat 11-trifenylsilyl-10,11-dihydrocinchonidin (11-TPSCD)
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inhiboval tvorbu bakterialniho biofilmu a ve vysS§i koncentraci pusobil eradikacné

na maturovany film.

e Harmalin

Efekt harmalinu (Obr. 10) byl studovan na tad€ izolatd S. aureus, a sice samostatné
nebo v kombinaci s chlorhexidinem. Harmalin plsobil inhibi¢né na formaci biofilma vétSiny
izolath v koncentracich blizkych MIC. Eradika¢ni aktivita na maturovany biofilm nebyla
zaznamenana. Pfi kombinaci obou latek byl synergicky efekt pozorovan u 11 ze 13

hodnocenych izolatd (Xing et al., 2012).

H3C~o CHs
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Obrazek 10: Strukturni vzorec harmalinu.

o  [lavonoidy izolované z Scutellaria oblonga

Scutellaria oblonga je rostlina pouzivana v tradi¢ni indické mediciné. Rajendran et al.
(2016) extrahovali 9 flavonoidii a hodnotili jejich antimikrobialni aktivitu na fadu bakterii
véetné stafylokokt. Tii ztéchto slouCenin, jmenovité techtochrysin (Obr. 11), negletein

a quercitin-3 glukosid prokazaly vyraznou aktivitu a schopnost inhibovat rast biofilmu.

Obrazek 11: Strukturni vzorec techtochrysinu.

e  Flavonoidy hydnokarpinového typu

Vimberg et al. (2015) pfipravili sérii  semisyntetickych  flavolignant
hydnokarpinového typu. Tyto latky pusobily jako inhibitory formace biofilmu S. aureus.
Hydnocapin D (Obr. 12) byl aktivni v koncentraci 32 pg/ml a pasobil synergicky v kombinaci

s enrofloxacinem.
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Obrazek 12: Strukturni vzorec hydnokapinu D.

e [Esencidlni oleje

Esencialni oleje jsou tékavé extrakty ziskavané z fady raznych rostlin. Chemicky
se jedna o smés latek s riznym biosyntetickym ptivodem; vétSinou se v oleji nachazi terpeny,
terpenoidy a fenylpropanové latky (Bazargani & Rohloff, 2016). V poslednich letech byla
publikovana tada studii popisujicich antimikrobialni efekt esencialnich oleji. Bazargani
aRohloff (2016) studovali efekt extrakti z Mentha x piperita, Coriandrum sativum
a Pimpinella anisum na formaci a degradaci biofilmu S. aureus a E. coli. Nejucinnéjsi
se ukazal extrakt z maty, ktery inhiboval formaci biofilmu az ze 70% v zavislosti na pouzitém
rozpoustédle.

Thymochinon je latka pochazejici z rostliny Nigella sativa. Vykazuje baktericidni
aktivitu zejména na grampozitivni koky a v koncentraci 22 pg/ml inhibuje z 50 % formaci
biofilmu S. aureus ATTC 25923. Predpokladanym mechanismem ucinku je zvySeni
oxidacniho stresu pusobiciho na buiiky a sniZzeni adheze k povrchu (Chaieb et al., 2011).

Adukwu et al. (2012) studovali aktivitu esencialnich oleju ziskanych z Cymbopogon
flexuosus, Citrus aurantifolia, Citrus bergamia, Citrus limon a Citrus paradisi proti péti
izolatim S. aureus. Nejlepsi aktivita proti biofilmim byla zjiS§téna u citronové travy,
kdy 0,06-0,125% extrakt inhiboval formaci biofilmu vSech testovanych izolatd. Vliv
na maturovany biofilm nebyl zaznamenan.

Tea tree olej (TTO) je latka znama pro svoji antimikrobialni a protizanétlivou aktivitu.
Obsahuje priblizné 100 ruznych slozek, pfi¢emz antibakterialni aktivita je pfisuzovana
zejména terpinen-4-olu. Pripravky s obsahem tea tree oleje se bézné pouzivaji k 1é¢be koznich
potizi, vaginalnich infekci nebo jako dezinfekéni latky (Kwiecinski et al., 2009). Je také
znamo, ze pritomnost 5% TTO po dobu 1 hodiny vede k eradikaci biofilmu S. aureus (Brady
et al., 2006). Kwiecinski et al. (2009) studovali kinetiku a dynamiku tohoto uc¢inku. Prokazali
baktericidni efekt TTO na planktonické bunky S. aureus v koncentraci 0,5 % a schopnost

eradikace bakterialniho biofilmu pfi koncentraci 1 %.
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e  Derivaty kyseliny skoricové

Skoticovy olej je esencialni olej, ktery je diky svému aromatu casto uzivany
v potravinaistvi. Ziskava se zrostlin Celedi Lauraceae. Existuje fada studii prokazujici
antibakterialni efekt skotficového oleje. Nuryastuti et al. (2009) hodnotili aktivitu skoficového
oleje proti S. epidermidis. Skoticovy olej pusobil antibakterialn€ jak na planktonické buriky,
tak na biofilm, pficemz hodnoty MIC proti planktonickym formam a proti biofilmu se lisily
pouze dvojnasobné. Filoche et al. (2005) prokazali vyborny antibakterialni efekt skoficového
oleje na plaktnonické a biofilmové formy S. mutans, ktery byl synergicky s chlorhexidinem.

Hlavni u¢innou slozkou skoticového oleje je cinnamaldehyd, viz Obr. 13 (Shan et al .,
2007). Brackman et al. (2008) studovali aktivitu cinnamaldehydu a jeho derivati proti
biofilmim Vibrio spp. Prokazali, ze latky interaguji s AI-2 QS systémem tak, ze snizuji
schopnost LuxR véazat se na DNA. To vede ke snizeni virulence mikroorganismu, snizeni
formace biofilmu a zvySeni citlivosti k antibiotikim. Jia et al. (2011) studovali efekt
cinnamaldehydu na biofilm MRSA. Aktivita byla koncentraéné zavisla a pro odstranéni
biofilmu byla nutna koncentrace rovna pétinasobku hodnoty MIC. Dale byla hodnocena
exprese genu ovliviiujici formaci biofilmu sarA v pfitomnosti sub-inhibi¢ni koncentrace
cinnamaldehydu. Koncentrace rovna poloviné MIC vedla ke snizeni exprese genu az
140 nasobné.

Derivaty kyseliny skoficové maji kromé antibakterialnich aktivit i fadu dalSich. Cui et
al (2015) studovali aktivitu derivati cinnamaldehydu jako inhibitoru enzymu tyrosinasy.
Tyrosinasa je enzym podilejici se na syntéze melaninu a jeho inhibitory se pouzivaji

v dermatologii a kosmetice. Nejlepsi aktivitu vykazovaly latky substituované v pozici alfa.

©\NO

Obrazek 13: Strukturni vzorec cinnamaldehydu.

e Karvakrol

Karvakrol (Obr. 14) je soucast oreganového oleje. Existuje fada studii prokazujicich
jeho antibakterialni aktivitu vCetné ucinku proti bakterialnimu biofilmu (Nostro et al., 2007;
Soni et al.; 2013; Nostro et al., 2009). Pfedpokladanym mechanismem ucinku je interakce
s QS systémem a ovlivnéni produkce autoinduktorti (Rabin et al., 2015). Burt et al. (2014)
prokazali, ze karvakrol inhibuje quorum sensing v Chromobacterium violaceum
v koncentracich niz§ich nez je MIC.
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Obrazek 14: Strukturni vzorec karvakrolu.

® Acetyl-11-keto-B-boswelliova kyselina

Boswelliové kyseliny jsou pentacyklické triterpeny, které se nachazeji v pryskyfici
rostlin rodu Boswellia. Raja et al. (2011) zkoumali ucinek téchto latek na souboru
112 patogennich bakterii. Jako nejaktivnéjsi se ukazala 11-keto-B-boswelliova kyselina (Obr.
15), u které bylo provedeno podrobnéjsi hodnoceni aktivity. Latka byla aktivni v koncentraci
2-8 pg/ml na planktonické buriky a v koncentraci 8x MIC vykazovala baktericidni ucinek
nakmen S. aureus ATCC 29213 a inhibovala formaci stafylokokového biofilmu.

Predpokladanym mechanismem ucinku je rozruSeni cytoplazmatické membrany.

Obrazek 15: Strukturni vzorec acetyl-11-keto-B-boswelliové kyseliny.

e Salvipison

Salvipison (Obr. 16) je diterpenoid vyskytujici se v rostlinach rodu Salvia. Rozalski et
al. (2007) hodnotili antibakterialni aktivitu diterpenti izolovanych z kofene S. sclarea
na souboru mikroorganismu. Nejvétsi aktivita byla dosazena u salvipisonu, ktery mél
bakteriostaticky ucinek na S. aureus ATCC 29213 pii koncentraci 18,75 pg/ml a pii stejné
koncentraci inhiboval formaci biofilmu. Pasobil i proti formaci biofilmu E. faecalis ATCC
29212. Ostatni terpeny, aethiopin, 1l-oxothiopin a ferruginol vykazovaly vyrazné nizsi
av pfipadé posledni jmenované latky, dokonce nulovou antibakterialni aktivitu.
Mechanismus ucinku salvipisonu neni znamy, spekuluje se o povrchové aktivit€ nebo

o interferenci s QS.
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Obrazek 16: Strukturni vzorec salvipisonu.

® Tanin a gallotaniny

Taniny (tfisloviny) jsou sekundarni metabolity patfici do skupiny polyfenolickych
latek. DéEli se na hydrolyzovatelné a kondenzované. Payne et al. (2013) studovali efekt
polyfenolu taninu na formaci biofilmu S. aureus. Ukézalo se, ze isaA mutanty nejsou k taninu
citlivé, latka tedy ptsobi interakci s tranglykosylasou IsaA.

Gallotaniny jsou hydrolyzovatelné taniny skladajici se z glukosy, na niz jsou esteroveé
navazany zbytky kyseliny gallové (Engels et al., 2011). Gallotaniny jsou schopné vytvaret
komplexy se zelezem, které je nutné pro fadu metabolickych procest probihajicich
v bakterialnich buiikach. Rada bakterii proto produkuje tzv. siderofory, coz jsou
nizkomolekularni pienaseGe schopné vazat Fe’* a po fadé redukénich reakci ho bakterie mize
vyuzivat (Engels et al., 2011). Engels et al (2010) separovali jednotlivé gallotaniny
z Mangifera indica a studovali jejich antibakteridlni aktivitu. Afinita k zeleznatym
a zelezitym iontim byla pfimo umérna poctu galloyl substituentd, coz je v souladu s teorii,
ze za chelatacni aktivitu latek zodpovidaji a-hydroxyfenylové skupiny. Na druhou stranu,
antimikrobialni aktivita nezavisela na stupni gal-substituce. To znaci, ze chelatace zeleza ma
vliv na antibakterialni aktivitu, neni ale jedinym mechanismem ucinku (Engels et al., 2010).

Bag et al. (2013, 2017) publikovali dvé studie zabyvajici se antimikrobialni aktivitou
gallotaninu  1,2,6-tri-O-galloyl-B-D-glukopyranosy izolovaného z 7. chebula proti
multirezistetni E. coli. SlouCenina pusobila synergicky v kombinaci s gentamicinem
a trimethoprimem a aditivné v kombinaci s amoxicilinem, ciprofloxacinem a ceftazidinem
(Bag et al., 2013). Latka byla schopna eradikovat preformovany biofilm E. coli a zaroven
pusobit  synergickou  antibiofilmovou  aktivitou v kombinaci s gentamicinem
a trimethoprimem (Bag et al., 2017). Xie et al. (2008) studovali aktivitu extraktu z Galla
Chinensis (Rhus chinensis) proti in vitro modelu zubniho plaku sestavajiciho z S. sanguis,
S. mutans, Actinomyces naeslundii a L. rhamnosus. Tvorba biofilmu po pfidani extraktu

v koncentraci 4 pg/ml a 24 mM sukrosy byla signifikantn€ nizsi nez pfi pfidani Cisté sukrosy
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(Xie et al., 2008). Yin et al hodnotili aktivitu extraktu z ¢aje jako inhibitoru quorum sensing
u Ch. violaceum a P. aeruginosa. V koncentraci niz§i nez MIC extrakt inhiboval produkci
violaceinu u Ch. violaceum a faktory virulence u P. aeruginosa. Efekt proti P. aeruginosa byl
hodnocen i in vivo, na modelu infikované kozni rany mysi. Extrakt signifikantné snizoval
bakterialni kolonizaci rany po 3 a 6 dnech od infekce. (Yin et al., 2015).

3.5 Metody pro kultivaci biofilmu

Neexistuje standardizovana metodika pro hodnoceni formace, inhibice a eradikace
biofilmu. V laboratorni praxi se uziva fada technik pro kultivaci biofilmu a jeho nasledné
vyhodnoceni, znichz kazda ma jiné prednosti a limitace. Nasledujici kapitola shrnuje
nejbéznéj§i metody kultivace biofilmu a jeho kvantitativni analyzu. Popisované metody
budou zaméfeny predevSim na stafylokoky, jakozto  hlavni mikroorganismus pouzity

v experimentalni ¢asti prace.

3.5.1 Kaultivace biofilmu na mikrotitra¢ni desti¢ce

Kultivace biofilmu na mikrotitrani destiCce je asi nejcastéji pouzivana metoda.
Zakladnimi kroky kultivace biofilmu je pfiprava inokula, inokulace mikrotitracni desticky,
kultivace, promyvani, fixace, vizualizace biofilmu a jeho vyhodnoceni.

Metoda byla vyvinuta v roce 1977 a slouzila pro studium uchyceni bakterii v zavislosti
na Case a teploté inkubace (Fletcher, 1977). Pii této metodé je méfena veskera bakterialni
biomasa prichycena na dné a sténach jamek. Vzhledem ke zptsobu inkubace muze ale Cast
bakterialni biomasy vznikat pouhou sedimentaci bakterialnich bunék na dno jamky (Azeredo
et al., 2017; Ceri et al., 1999). Tento problém lze vyfesit pouzitim tzv. Calgary metody, ktera
je popsana dale.

Metodika pro kultivaci biofilmu na desti¢ce neni standardizovana a jednotlivé kroky
se tam mohou lisit dle autora. OdliSnosti byvaji zejména v koncentraci inokula, délce
inkubace, technice promyvani. Stepanovic et al. (2007) shrnul tyto odliSnosti

u stafylokokového biofilmu.

3.5.1.1 Inokulum

Prvnim krokem pro pfipravu biofilmu je kultivace inokula, které se pouzije
k zaoCkovani desticky. Je mozné pouzit pevné nebo tekuté kultivaéni médium, priCemz Castéji
se v literatufe setkavame s médiem tekutym (Stepanovié et al., 2007). Obvykle se pouziva
trypticky sojovy bujon (trypticase soy broth, TSB) nebo Brain Heart bujon (BHI) s ptfidavkem

raznych koncentraci jednoduchych cukri, vétSinou glukosy v koncentraci 0,25-4 %
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(Stepanovi¢ et al., 2007; Knobloch et al., 2002). Délka inkubace byva obvykle pfes noc,
coz odpovida cca. 18 h (Stepanovi¢ et al., 2007; Knobloch et al., 2002) nebo do urcité faze
rustového cyklu bakterie (Merrit et al., 2011). Knobloch et al. (2002) srovnali rozdil
v kultivaci bakterialniho biofilmu v TSB a BHI s riznymi koncentracemi glukosy. Neprojevil
se signifikantni rozdil pfi kultivaci v BHI a TSI, tvorba biofilmu byla ale silné stimulovana
ptitomnosti glukosy nebo sukrosy v koncentraci 2 %.

Pripravené inokulum muze obsahovat shluky bakterii. Pokud by byla timto inokulem
zaoCkovana mikrotitraéni desticka, mohlo by dojit ke vzniku fale$né pozitivnich vysledkd.
Inokulum je tedy tfeba pfed pouzitim fadné homogenizovat. Nektefi autofi tento proces
nepovazuji za dostateCny a doporucuji inokulum pfipravovat v médiu bez pfitomnosti cukra
atim zabranit vzniku téchto shluki. Médium obohacené o cukry se poté pouzije pouze
na inkubaci v desticce (Stepanovi¢ et al., 2007).

Je znamo, ze koncentrace inokula vyrazné€ ovliviiuje silu vzniklého biofilmu.
Stepanovic et al. (2007) doporuduji koncentraci pocate¢niho inokula asi 10® CFU/ml,
coz odpovida zakalu 0,5 McFarland. Toto inokulum se poté fedi 1:1000, ¢imz se dosédhne

vysledné koncentrace 10° CFU/ml.

3.5.1.2 Kultivace biofilmu

Pfipravené inokulum se pouzije k zaockovani mikrotitraéni desticky obsahujici
vhodné kultivacni médium. Jak jiz bylo uvedeno vyse, je nutno dbat na pfesnou koncentraci
inokula. Jelikoz je tvorba biofilmu vysoce citliva na rozdilné in vitro podminky,
pro minimalizaci chyb a zajisténi replikovatelnych a spolehlivych vysledk je tieba provadét
kazdy test minimalné ve dvou jamkach a toto testovani opakovat minimalné ve tfech na sobé
nezavislych experimentech. Pro negativni kontrolu by melo byt vyhrazeno nejméné 6 jamek
desticky (Stepanovi¢ et al., 2007).

Doba inkubace je velice dulezita, jelikoZ se od ni odviji denzita vzniklého biofilmu.
Nejcasteji se inkubuje 24 hodin, nektefi autofi ale uptednostriuji inkubaci po dobu 48 hodin

(Stepanovic et al., 2007; Leitch et al., 1999) i 72 hodin (Tote et al., 2008).

3.5.1.3 Promyvani

Po inkubaci je nutno obsah jamek odstranit a jamky promyt fyziologickym roztokem
o pokojové teplot€. Spravné promyti je velice dulezité, nebot musi byt beze zbytku
odstranény neadherované buriky, ale zaroven nesmi dojit k poSkozeni vzniklého biofilmu.

Kritickymi body jsou pocet promyti a metoda promyti. Maly pocet promyti vede ke vzniku
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faleSné negativnich vysledki a naopak. V literatufe se obvykle provadi promyti 2krat
az 4krat. Dle Stepanovice je doporuceno minimalné trojité promyti (Stepanovi¢ et al., 2007).
Promyti je mozné provadét promyvacim robotem. Tato metoda je velice Setrna, maze
ale vést ke vzniku fale$né pozitivnich vysledkt. Jini autofi pouzivaji k promyvani pipetu,
nebo ponofeni desticky do nadoby s fyziologickym roztokem obsahujici fosfatovy pufr
(PBS). K vyprazdnéni desticky je poté tieba pouzit prudky pohyb, aby doslo k odstranéni
veskerého obsahu jamek (Stepanovi¢ et al., 2007). Jelikoz kazda metoda promyvani ma jiny
efekt na vznikly biofilm, je tfeba dodrzovat stale stejny postup z divodu reprodukovatelnosti

vysledkt (Azeredo et al., 2017).

3.5.1.4 Fixace

Po promyti se pfichyceny biofilm fixuje, a to za pouziti horkého vzduchu, pfipadné
methanolu (Stepanovi¢ et al., 2007). Nektefi autofi fixaci vynechavaji (O'Toole, 2011; Merrit
etal., 2011).

3.5.1.5 Barveni

Barveni slouzi k vizualizaci a nasledné kvantifikaci vzniklého biofilmu. Pavodni
metoda byla popsana jiz v roce 1985 (Christensen et al., 1985). Pfi této metodé se hodnoti
biofilm vznikly pouze na dn€ jamky. Modifikovana metoda (Stepanovi¢ et al, 2000) zahrnuje
rozpusténi obarveného biofilmu a méfi 1 biofilm vznikly na st€énach jamek. Bézné se pouziva
druha metoda.

Délka barveni se opét lisi autor od autora, bézné se setkame s rozpétim 30 sekund
az 30 min. Pro dostateCny prunik do biofilmu by méla stalit délka barveni 15 minut
(Stepanovi¢ et al.,, 2007). Chemické typy vizualizace biofilmu jsou podrobnéji popsany
v kapitole 3.6.3.

3.5.1.6 Vyhodnoceni biofilmu

Po obarveni filmu je tfeba barvivo peclivé odstranit a desku opét promyt.
Pro odleptani vzniklého filmu se pouziva ethanol, 33% kyselina octova nebo methanol
(Stepanovic et al., 2007).

Opticka denzita kazdé jamky se méfi pomoci spektrofotometru. Dle Stepanovice je
doporucena vlnova délka 570 nm pro krystalovou violet, 1ze se ale setkat s délkami v rozmezi

550-600 nm (O'Toole, 2011, Merrit el al., 2011.).
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3.5.2 Calgary metoda

Jak jiz bylo uvedeno vySe, pii klasické kultivaci biofilmu v mikrotitracni desti¢ce je
Cast vzniklé masy zpusobena prostou sedimentaci, nikoliv formaci biofilmu. Ceri et al. v roce
1999 publikovali novou metodu pro kultivaci biofilmu, tzv. Calgary Biofilm Device. Pti této
metodé se biofilm tvoii na vicku s trny. Tyto trny vy¢nivaji do jamek obsahujicich kultivacni
médium a bakterie. Timto je zajisténo, ze vznikla masa bunék je pouze formovany biofilm
a ne sedimentované planktonické bunky (Ceri et al., 1999; Azeredo et al., 2017).

Vznikly biofilm je poté ztrnd uvolnén sonifikaci a absorbance je méfena
spektrofotometricky pfi 650 nm. Film vznikly na jednotlivych trnech je ekvivalentni a tato
metoda je tedy vhodna pro testovani antibiofilmového ucinku potencialnich chemoterapeutik

(Ceri et al., 1999).

3.5.3 Biofilm ring test

Tento test je zalozen na schopnosti bakterii imobilizovat paramagnetické mikrokulicky
tvorbou biofilmu na jejich povrchu. Bakteridlni suspenze se smisi s paramagnetickymi
kulickami a inkubuje v mikrotitracni desti¢ce. Po inkubaci se jamky pokryji inertnim olejem,
ktery umoziiuje vyhodnoceni desti¢ky na specialnim readeru. Poté se desticka umisti na blok
sestavajicich z magnet umisténych pod kazdou jamkou. Kulicky, které nejsou pokryty
biofilmem, se vlivem magnetismu hromadi ve stfedu jamky a vytvari ¢erny krouzek; kulicky
pokryté biofilmem zlstavaji na svém misté (Azeredo et al., 2017).

Vyhodou této metody je moznost vyhodnoceni vysledki v riznych casovych
intervalech bez ovlivnéni dalsiho ristu biofilmu. Neni tfeba zadného promyvani ani barveni
a vysledky mohou byt hodnoceny v fadu nékolika hodin. Metoda je vhodna pro hodnoceni
kinetiky formace biofilmu a moznosti jejiho ovlivnéni antibakterialnimi latkami (Azeredo et

al., 2017; Olivares et al., 2015).

3.5.4 Robbinsovo zarizeni

Originalni Robbinsovo zafizeni bylo zkonstruovano Jimmym Robbinsem a Billem
McCoyem. Sklada se ztrubice s nékolika zavitovymi otvory s pisty. Pisty mohou byt
jednotlivé vyymuty a hodnoceny. Toto zafizena bylo pouzivano pro studium formace biofilmu
v zafizenich na pitnou vodu (Azeredo et al., 2017).

Modifikované Robbinsovo zafizeni je akrylatova trubice s 25 odbérovymi otvory.

Trubici prochazi kultura v exponencialni rustové fazi, ¢imz dojde k inokulaci, a poté prochazi

41



médium. Biofilm vyvijejici se v prabéhu ¢asu muze byt odebran odbérovymi otvory.
Pohybliva kapalna faze zpusobuje zpétné uvolnéni bun€k z vyvijejiciho se biofilmu zpét
do média, a tyto buriky mohou byt také studovany (Kharazmi, 1999).

Toto zafizeni slouzi zejména k porovnani vlastnosti planktonickych bun¢k a bunék
vytvarejicich biofilm a ke zkoumani odpovédi bakteridlnitho biofilmu na pfitomnost

antibakterialnich latek (Kharazmi, 1999).

3.5.5 Drip flow biofilm reaktor

Tento pfistroj byl vyvinut na universit¢ v Montan€. Reaktor se sklada ze ctyr
paralelnich komor a vicek s ventily. Kazd4 komora obsahuje planzetu, kde se formuje biofilm.
Ristové médium nebo bakterialni inokulum vstupuje do kazdé komory jehlou prostupujici
vickem. Reaktor je béhem kultivace biofilmu naklonén asi o 10°, coz umoziiuje kultivaénimu
médiu prochazet pres celou délku planzety. (Azeredo et al., 2017; Schwartz et al., 2010;
Goeres et al., 2009). Vyhoda tohoto zafizeni je zejména maly rozmér, simultanni pouziti
riznych povrchi pro kultivaci biofilmu a moznost neinvazivniho vyhodnoceni. Nevyhody
spoCivaji v limitovaném mnozstvi vzorki a zejména heterogenité¢ vysledki z divodu

hydrodynamickych jevi (Azeredo et al., 2017).

3.5.6 Rotacni biofilmovy reaktor

Existuji tii hlavni typy rotacnich biofilmovych reaktori, a to je rotacni kruhovy
reaktor, rotani diskovy reaktor a koncentricky cylindricky reaktor. Jejich hlavni vyhodou
je to, ze stithové napéti ovliviujici vznikajici biofilm je relativné stabilni a zaroven je mozné
ho ménit a tim testovat jeho vliv na vznik biofilmu. Dalsi vyhodou je nezéavislost rychlosti
rotace na vstupu rustového média do reaktoru. Vliv rychlosti prostupu média a vliv rotace
tak mize byt hodnocen nezavisle na sobé. Nevyhodou je nemoZznost testovat vice druht
bakterii soucasné, protoze kazda bakterie vyzaduje jiné kultivacni podminky. Vzhledem
k tomu, Ze je zafizeni CasteCné oteviené, muze dochazet ke kontaminacim (Azeredo et al.,
2017).

Rotacni kruhovy reaktor se sklada ze stacionarniho vnéj§iho valce a rota¢niho
vnitiniho vélce. Frekvence rotace je fizena motory. Biofilm se vyviji na planzetach. Pouziva
se napiiklad pro vyzkum biofilml vznikajicich v systémech na pitnou vodu a ficnich
ekosystémech.

Rota¢ni diskovy reaktor obsahuje disk, na ktery lze prichytit nékolik planzet.

Michani je zajisténo magnetem a magnetickych michadlem. Stfihové napéti na planzetach se
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meéni v zavislosti na vzdalenosti od stfedu disku. Riznym umisténim planzet tak lze testovat
vliv rizného stithového napéti na vznik biofilmu. Tento reaktor se pouziva na testovani
rezistence a vyvoj novych antibiofilmovych latek (Azeredo et al., 2017).

Koncentricky valcovy reaktor se sklada ze Ctyf valcua, které mohou rotovat riznou
rychlosti. Toto usporadani umoziiuje simultanni testovani pii raznych stfihovych napétich.

Schwartz et al. (2010) porovnali pouziti drip flow reaktoru a rota¢niho diskového
reaktoru pfii kultivaci biofilmu S. aureus. Drip flow reaktor se ukazal jako vhodna metoda
pro studie, kde je tieba ziskat vét§i mnozstvi biofilmové masy. Rotacni diskovy reaktor
naopak zajistil vyvin mnoha identickych biofilmi, a proto je vhodny pro testovani

antimikrobialnich latek a rezistence.

3.6 Metody pro hodnoceni biofilmu

3.6.1 Mikrobiologické a molekuliarni metody

Jedna z nejrozsifenéjSich metod pro stanoveni zivotaschopnosti bunék biofilmu je
stanoveni CFU na agaru. Jednd se o jednoduchou a levnou metodu, ktera ma ale radu
omezeni. Vykultitované buiiky nemusi odpovidat pocate¢ni populaci a nékteré biofilmové
subpopulace nemusi byt kultivovatelné (Azeredo et al., 2017; Jackson et al., 2014; Trulear &
Characklis, 1982).

Z molekularnich metod lze pouzit metodu polymerazovou fetézovou reakci (PCR).
Problémem muze byt nadhodnoceni vysledkt z diivodu extracelularni DNA a DNA uvolnéné
z mrtvych bunék. Tomuto problému lze predejit pfidanim propidium monoazidu. Tato latka
se dostava pouze do bunék s poskozenou membranou, vaze se na DNA a toto DNA poté neni

schopnéa amplifikacni reakce pti PCR (Azeredo et al., 2017).

3.6.2 Fyzikalni metody

Asi nejjednodussi metodou pro stanoveni celkové biofilmové biomasy je prosté
zvazeni kultivaniho zafizeni pfed kultivaci a po kultivaci a vysuSeni. Dalsi moznosti je
fyzické odstranéni biofilmu z kultivacniho zafizeni a jeho zfiltrovani a zvazeni. Tim ovSem
muze dojit ke ztratam z divodu neuplného odstranéni biofilmu nebo ztraty béhem filtrace
(Azeredo et al., 2017).

Elektrochemickd impedancni spektroskopie je metoda, kterou lze urcit elektrické

vlastnosti studovaného systému. Lze ji pouzit pro nepfimé stanoveni biofilmové biomasy.
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Princip metody je ve stanoveni zmén difuzniho koeficientu, ktery zavisi na tloust’ce biofilmu
(Azeredo et al., 2017; Dominguez-Benetton et al., 2012)

Dal§imi fyzikalnimi metodami, které lze pouzit pro kvantitativni stanoveni
biofilmového rustu je napfiklad ultrazvuk, rentgenové zareni nebo nuklearni magneticka

resonance (Azeredo et al., 2017).

3.6.3 Chemické metody

Chemické metody spocivaji v pouziti barviv, které se vazou nebo absorbuji na slozky
biofilmu. NejCastéji uzivana je metoda s krystalovou violeti, ktera je popsana nize v kapitole
4.4.7. Krystalova violet' barvi zivé i mrtvé buiiky, proto je vhodna pro stanoveni celkové
biomasy. Vyhodou této metody je zejména jeji univerzalni pouziti, jelikoz ji lze pouzit
na bakterialni biofilmy stejné jako na kvasinkové, a moznost otestovat velké mnozstvi vzorku
v kratkém Case. Nevyhodu je zejména ztrata biofilmové biomasy pii promyvani a neexistence
standardizovaného postupu, coz znesnadiiuje srovnani vysledkd dosazenych raznymi autory
(Azeredo et al., 2017).

Pokud pottebujeme rozlisit zivotaschopné buiky od bunék nezivych, je tieba zvolit
jinou metodu barveni. Mezi nejCastéji uzivané patii rizné tetrazoliové soli.
2,3-bis(2-Methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-5-[ (fenylamino)karbonyl]-2H-tetrazolium hydroxid
neboli XTT se v prostiedi zivych bunék oxiduje na ve vodé rozpustny formazan. Urceni
zivotaschopnych bunék se stanovi spektrofotometricky. Metoda se bézné uziva ke stanoveni
zivotaschopnosti planktonickych kultur (Peeters et al., 2008).

Dal§im barvivem pouzivanym pro hodnoceni zivotaschopnosti biofilmu je resazurin
neboli Alamar Blue. Tento modry indikator se v ptitomnosti zivych bunék redukuje na rizovy
fluorescentni resorufin. Vyhodou této latky v porovnani s tetrazoliovymi solemi je moznost
vizualniho hodnoceni, bez nutnosti pouziti spektrofotometru. Resazurin je navic levnéjsi
a neni toxicky pro eukaryotické buiky (Azeredo et al., 2017).

Zivotaschopné butiky jsou také schopné pieméiiovat bezbarvy fluorescein-diacetat
(FDA) na zluty fluorescentni fluorescein. Tato latka se pouziva jak pro hodnoceni celkové
biomasy biofilml, tak pro stanoveni bakterii v pudé (Peeters et al., 2008; Honraet et al.,
2006.)

1,9-dimethylovy derivat methylenové modie (DMMB) je barvivo uzivané
pro kvantifikaci sirnych polysacharidi, zejména glukosaminoglykantd, v biologickych

vzorcich, napfiklad v moc¢i nebo v nadorech. Hlavnim komponentem biofilmové matrix
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S. aureus je polychasacharidovy intracelularni adhezin (PIA), ktera se sklada
z N-acetylglukosaminovych jednotek spojenych vazbou B-1,6. Vzhledem ke strukturni
podobnosti PIA a glukosaminoglukanti Tote et al. (2008) predpokladali, Ze by se tato metoda
dala pouzit k vizualizaci stafylokokového biofilmu. Optimalizovali metodu a prokazali jeji
vhodnost pro studium stafylokokového biofilmu. Vzhledem k tomu, ze DMMB se vaze pouze
na PIA, se jedna o velice specifickou metodu. Dalsi vyhodou je Casova nendroCnost;
vyhodnoceni trva méné nez dvé hodiny. Metodu lze diky specifickému mechanismu ucinku
vyuzit pro testovani synergické aktivity potencialnich antibakterialnich latek.

Syto9 je barvivo vazajici se na DNA zivych i1 nezivych bunék. Jelikoz extracelularni
matrix biofilmu obsahuje také DNA, stanoveni pomoci Syto9 dava informaci o celkové
biofilmové biomase. Nevyhodou je vysoka cena (Peeters et al., 2008).

Peeters et al. (2008) také srovnali 6 metod pro hodnoceni bakteridlniho biofilmu;
a sice metodu s krystalovou violeti, resazurinem, XTT, DMMB, FDA a Syto9. VSechny
zkoumané metody byly vhodné pro vétSinu bakterialnich izolat pouzitych pii testovani.
Metoda s krystalovou violeti nebyla idealni pro hodnoceni biofilmu P. aeruginosa, nebot’ byl

pozorovan velky rozptyl vysledku.

3.6.4 Mikroskopické metody

Existuje fada mikroskopickych metod vyuzitelnych pro hodnoceni naristu biofilmu.
Nejbéznéjsi a nejjednodussi je pouziti svételného mikroskopu, které umoziuje vizualni
identifikaci biofilmu a jeho kvantitativni stanoveni. Nevyhodou je omezené rozliSeni.
Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie umoziiuje studovat prostorovou strukturu
biofilmu a pfi pouziti vhodného barviva, jako je naptiklad Syto9 nebo propidium jodid
i odlisit zivotaschopné buriky od mrtvych (Azeredo et al., 2017).

Pro hodnoceni antibiofilmové aktivity je nejvhodnési skenovaci elektronova
mikroskopie (SEM). Tato metoda prakticky umoziuje 3D pozorovani vzorku, coz se jevi jako
uzite¢né pro porozuméni jeho povrchové struktury a pritomnosti exopolysacharidi. Je mozné
pozorovat vzorky od velikosti 50 nm s 20-30 000 nasobnym zvétSenim. Nevyhodou je velka
Casova narocnost na piipravu vzorku. Alternativou ke klasické SEM je kryometoda, ktera

usetii dlouhé zpracovani vzorku nutné pii SEM (Azeredo et al., 2017).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Hodnocené latky

V ramci disertacni prace byla hodnocena protiinvazivni aktivita 6 strukturné odli§nych
skupin sloucenin, jejichz podrobné charakteristiky jsou uvedeny v pfislusnych oddilech
experimentalni casti.

e N-cinnamamidy byly pfipraveny Dr. Strharskym a Dr. Kosem na Farmaceutickej
fakulte UK v Bratislave

e dibazické karbamaty syntetizované prof. Csolleiem a charakterizované doc. Malikem
z Farmaceutickej fakulty UK v Bratislavé

e N-fenylpiperaziny piipravené Dr. Curillovou a doc. Malikem z Farmaceutickej
fakulty UK v Bratislavé, a Dr. Marvanovou z Farmaceutické fakulty VFU Brno

e derivaty thiosemikarbazond piipravené Dr. Rejmund a prof. Musiolem z Chemického
ustavu Slezské univerzity v Katowicich

e Schiffovy baze odvozené od chinazolinonu a jejich méd'naté komplexy pfipravené
Dr. Hricoviniovou z Chemického ustavu Slovenskej akademie vied

e derivaty gallotanina piipravené Dr. Hricoviniovou z Chemického ustavu Slovenskej

akademie vied

4.2 Pouzité mikroorganismy

Antimikrobidlni aktivita byla stanovena pro grampozitivni bakterie z rodu
Staphylococcus a Enterococcus, 4 druhy mykobakterii, gramnegativni bakterie E. coli a
P. aeruginosa, kvasinky rodu Candida a rostlinné patogeny Bipolaris sorokiniana a Fusarium
avenaceum. Jejich podrobnéjsi charakteristika je uvedena v Tabulce 1.

Utinek proti stafylokokdm byl hodnocen na referenénim kmeni S. aureus ATCC
29213 a tfech methicilin rezistentnich izolatech MRSA 63718 (Vancatova, 2012), MRSA SA
3202 a MRSA SA 630 (Niibel, 2010).

Izolaty vankomycin-rezistentnich Enterococcus faecalis nesoucich gen vanA byly
izolovany z trusu americkych vran (Oravcova et al., 2014). Izolaty byly oznaceny jako VRE
342 B, VRE 368 a VRE 725 B. Jako referencni kmen citlivy k vankomycinu byl pouzit kmen
E. faecalis ATCC 29212.

Jako zastupce rychle rostoucich netuberkuloznich mykobakterii byla pouzita

Mycobacterium smegmatis, pomalu rostouci mykobakterie byly zastoupeny M. kansasii
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a M. marinum. Jako modelovy organismus pro studium antituberkul6zniho ucinku byl pouzit

M. tuberculosis H37Ra.

Pro hodnoceni antimalarického ucinku vybranych sloucenin byl pouzit modelovy

organismus Plasmodium berghei.

Tabulka 1: Piehled pouzitych mikroorganismu.

Mikroorganismus Specifikace Zdroj Reference
S. aureus ATCC 29213 Referencni kmen  www.atcc.org
Klinicky izolat, . ,
MRSA 63718 VFU Brio Vancatova, 2012
Klinicky izolat,
MRSA SA 630 VFU Bro -
Klinicky izolat,
MRSA SA 3202 VFU Bro -
E. faecalis ATCC 29212 Referencni kmen  www.atcc.org
VRE 342B Izolat z prostiedi ~ Oravcova et al., 2014
VRE 368 Izolat z prosttedi ~ Oravcova et al., 2014
VRE 725B Izolat z prosttedi ~ Oravcova et al., 2014
M smegmatis ATCC 700084  Referecni kmen www.atcc.org
M. kansasii DSM 44162 Klinicky izolat https://www.dsmz.de
M marinum CAMP 5644 Klinicky izolat —
M tuberculosis H37Ra Referencni kmen  www.atcc.org
E coli B Laboratorni B
) izolat, VFU Brno
Ch. violaceum — Referencni kmen  www.atcc.org
. Laboratorni
P. aeruginosa 1166 izolat, VFUBrno
Sbirkovy i1zolat, i . .
C. albicans CCM 8261 Ceska sbirka pupsvww.sci.munt. czlecm
mikroorganismi
Sbirkovy izolat, i . .
C. krusei CCM 8271 Ceska sbirka ups:fw st muni.ca/eem
mikroorganismi
Sbirkovy i1zolat, i . .
C. parapsilosis CCM 8260 Ceska sbirka ?ttp si/fwww.sci.muni.cz/ccm
mikroorganismi
Bipolaris Sace, . .
. Shoemaker Klinicky izolat NCBI GenBank
sorochiana
H299
Fusarium Sacc. IMI e
avendaceum 319947 Klinicky izolat NCBI GenBank
Plasquzum Luci Prudencio et al., 2011
berghei
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4.3 Pomiucky a material

4.3.1 Kaultiva¢ni média, roztoky a chemikalie

Mueller-Hinton bujon s kationty - CaMH (Oxoid, Velka Britanie)

Mueller-Hinton agar- MHA (Oxoid, Velka Britanie)

Brain-Heart bujon - BHI (Oxoid, Velka Britanie)

7H9 Midlebrook bujon s piidavkem OAD (Difco, USA)

7H10 Midlebrook agar s ptidavkem OADC (Difco, USA)

Trypticky sojovy bujon s ptidavkem 2,5 % glukosy — TSB+glu (Oxoid, Velka Britanie)
RMPI-1640 médium (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

YNB médium (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Kyselina [3-(N-morfolino)]propansulfonova (Sigma-Aldrich, Velké Britanie)
Sabouradiv dextrozovy agar (Oxoid)

LB médium -Lysogeny broth (Microtrade, Mad'arsko) s piidavkem 0,5 % kvasnicového
extraktu (Scharlau, Spanélsko) a 0,1 % NaCl (Reanal, Mad'arsko)

Kryoprotektivni médium (Oxoid, Velka Britanie)

Sterilni destilovana voda

Fyziologicky roztok (PBS)

Krystalova violet’ (Penta, Ceska republika)

Ledova kyselina octova (Penta, Ceska republika)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid — MTT (Sigma-Aldrich,
Ceska republika)

Alamar Blue (Sigma-Aldrich, Cesky republika)

Luciferasa (Biotium, USA)

Vsechna kultivacni média a roztoky byla pfipraveny na zakladé pokyna vyrobce

a vysterilizovana.

4.3.2 Roztoky konvenéné uzivanych antimikrobialnich latek

ampicilin 160 pg/ml (Sigma-Aldrich, Ceské republika)
ciprofloxacin 5120 pug/ml (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
isoniazid 2560 pg/ml a 1000 pg/ml (Sigma-Aldrich, Velka Britanie)
oxacilin 5120 pg/ml (Sigma-Aldrich, Cesk4 republika)
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pyrazinamid 2560 pg/ml (Sigma-Aldrich, Velké Britanie)
tetracyklin 1024 pg/ml (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
vankomycin 50000 pg/ml (Sigma-Aldrich, Ceska republika
gentamicin 40000 pg/ml (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
benomyl 1000 pg/ml (Chinoin, Mad’arsko)

amfotericin B 32 pg/ml (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
5-flucytosin 1024 pg/ml (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
streptomycin 1 ug/ml (Sigma-Aldrich, Velka Britanie)

Antimikrobidlni latky byly pfipraveny rozpusSténim pfisluSné hmotnosti

v deionizované vodé. Pro rozpusténi tetracyklinu byl pouzit 1 ml ethanolu a nasledné bylo

pfidano 24 ml deionizované vody.

4.3.3 Pomiucky

Multikanalova pipeta Pipetman concept (Gilson, Francie)

Mikropipety (Gilson, Francie)

Spicky pro mikropipety (Dispolab, Ceska republika)

Plastové Petriho misky (Dispolab, Ceska republika)

Sterilni vatové tampony, inokulaéni kli¢ky (Dispolab, Ceska republika)
Denzila zkumavky (Dispolab, Ceska republika)

Multiinokulatory (1-2 pl a 5-10 ul)

Jednorazové latexové rukavice (Dispolab, Ceské republika)

Plastové zkumavky (Dispolab, Ceska republika)

Sterilni plastové klicky (Dispolab, Ceska republika)

Mikrotitratni desti¢ky typu U s vicky, 96 jamek (Dispolab, Ceska republika)
Mikrotitracni desticky 386 jamek (Sigma-Aldrich, Velka Britanie)
Stojany pro zkumavky (Dispolab, Ceské republika)

Zkumavky typu Eppendorf (Dispolab, Ceska republika)

Beézné laboratorni sklo

4.3.4 Pristroje

Fotometr (Densi-La-Meter, LIAP, Lotyssko)
Laboratorni vahy Kern 440 (Ecotech, Ceska republika)
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e Laminarni box II. bezpe¢nostni tfidy Herasafe KS (Thermo Scientific, USA)
e Lednice (Liebherr, Némecko), mrazici box (Gorenje, Slovinsko)

e  Sterilizator parni horizontalni OT 18B/23B (Niive SteamArt, Turecko)

e Termostat Sanyo MIR-153 (Sanyo, Japonsko)

e Tiepacka Yellow line OS 5 basic (Biotech, Ceska republika)

e Vortex MS 2 Minishaker (IKA-WORKS, USA)

e Spektrofotometr Tecan Infinite200Pro (Tecan, Svycarsko).

4.4 Metodika
4.4.1 Stanoveni minimalni inhibi¢ni aktivity (MIC)

Minimalni inhibicni aktivita je nejnizsi koncentrace latky, ktera inhibuje narst daného
mikroorganismu. Existuje fada metod urcenych pro hodnoceni MIC. Nejb&zn¢jsi je dilucni
metoda v mikrotitracni desti¢ce, ktera byla pouzita i v této praci.

Hodnocené latky byly rozpustény v DMSO na koncentraci 10 mg/ml. V 96 jamkové
desticce byly poté latky fedény v kultivaénim médiu tak, ze finalni koncentrace latek byla
vrozsahu 256-2 pg/ml. Pokud bylo tfeba dosdhnout nizS§ich koncentraci, pokracovalo
se stejnym zpusobem v dalsi desti¢ce az do koncentrace 0,008 ug/ml.

Konkrétni postup zavisel na hodnoceném mikroorganismu. Pro rody Staphylococcus,
Pseudomonas a Escherichia byl pouzit CaMH, pro enterokoky BHI, pro mykobakterie
Midlebrook 7H9.

Bakterialni inokulum pro zao¢kovani desticky gram-positivnimi a gram-negativnimu
bakteriemi bylo pfipraveno z 24 hodin staré kultury na krevnim agaru. Desticka byla
zaoCkovana inokulem pomoci multiinokulatoru tak, ze finalni koncentrace bakterialnich
bungk vkazdé jamce byla 5x10° CFU/ml. Desticka byla poté inkubovana v termostatu
po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C. Hodnota MIC byla odectena jako nejnizsi koncentrace
latky, ktera vizualné inhibovala 100 % ristu daného mikroorganismu. Jako pozitivni kontrola
byl pouzit ciprofloxacin a ampicilin (pfipadné vankomycin), jako negativni kontrola jamka
bez pfitomnosti antibakterialni latky. Hodnoceni bylo provedeno minimalné ve tfech na sobé
nezavislych opakovéanich.

Pro vSechny pouzité mykobakterie s vyjimkou Mycobacterium tuberculosis byla
pouzita stejna metoda inokulace, jako pro gram-positivni bakterie. Mikroorganismy
pro piipravu inokula byly inkubovany na agaru 7HI110, a to 2 dny pii 37°C

pro M. smegmatis, tyden pti 37 °C pro M. kansasii a dva tydny pii 28 °C pro M. marinum.
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Po inokulaci byly desticky inkubovany v termostatu po dobu 3 dny, tyden a tfi tydny dle
druhu bakterie. Hodnoceni bylo provadéno visualn€ a jako positivni kontrola byl pouzit
ciprofloxacin a isoniazid.

M. tuberculosis je mykobakterie obtizn€ rostouci na pevném médiu, proto byla
pro piipravu inokula pouzita kultura narostla do exponencialni rastové faze v bujonu
Midlebrook 7H9. Inokulum bylo upraveno na zékal 1 McFarland, coz odpovida
asi 3x10° CFU/ml, a poté fedéno 1:10 v bujonu. Desticka byla o&kovana pomoci pipety,
ato tak, ze do kazdé jamky bylo k 100 ul testované latky fedéné v bujonu piidano 100 pl
bakterialniho inokula. Finalni koncentrace bakterii v jamce byla l,5><107 Vzhledem k tomu,
ze pridanim inokula doslo k nafedéni pivodniho obsahu jamky 1:2, byla nejvyssi hodnocena
koncentrace 128 pug/ml. Destic¢ka byla inkubovéana po dobu 14 dni pfi teploté 37 °C. Jelikoz
pfi takto dlouhé inkubaci mohlo dochazet k odpafovani média a vzhledem k pouzité metode
hodnoceni (viz dale) i zkresleni vysledkt, bylo do vnéjsich jamek desticky pipetovano 250 ul
sterilni destilované vody jako prevence vysychani. Po inkubaci bylo do kazdé jamky ptidano
10 % Alamar Blue a desticka (Obr. 17) byla inkubovana dalSich 24 hod. Modry resazurin je
v ptitomnosti zivych bakterii metabolizovan na rizovy resorufin. MIC byla stanovena jako
minimalni koncentrace latky, pfi které nedoslo k této barevné zmeéné. U vétSiny latek byla tato
hodnota stanovena vizualng€, u barevnych latek byla pouzita spektrofotometrie. Desticka byla
meéfena pred inkubaci a po ni pfi vinové délce 570 a 600 nm. Jako negativni kontrola byl
pouzit sloupec bez pfitomnosti antibakterialni latky, jako pozitivni kontrola slouzil isoniazid

a ciprofloxacin. Stanoveni bylo opakovano minimalné tfikrat.
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Obrazek 17: Vyhodnoceni MIC u M. tuberculosis pomoci Alamar Blue.

4.4.1.1 Stanoveni hodnoty minimalni baktericidni koncentrace (MBC)

U grampozitivnich bakterii byla pouzita metoda subkultivace alikvotu na agar jakozto
pre-test pro vybér baktericidné pusobicich latek pro nasledné testovani dynamiky
baktericidniho ucinku. Po odecteni hodnoty MIC bylo inokulum pomoci multiinokulatoru
se silnymi trny preneseno na Mueller-Hinton agar. Misky byly inkubovany v termostatu
pfi teploté¢ 37 °C po dobu 24 h. Jako MBC poté byla vyhodnocena nejniz§i koncentrace
testované latky, pfi které doslo k nardstu <5 kolonii, coz odpovida poklesu o 99,9 % CFU

vzhledem k pivodnimu inokulu.

4.4.2 Stanoveni minimalni fungistatické aktivity (MFC)

Pro stanoveni minimalni fungistatické aktivity proti rodu Candida byla pouzita
v principu stejna metodika jako pro testovani bakterii. Latky byly fedény v RPMI médiu
na koncentrace 2562 pg/ml. Inokulum bylo pfipraveno z 24, resp. 48 hodin (v pfipadé
C. parapsilosis) staré kultury postupnym nafedénim v PBS a RPMI tak, ze jeho vysledna
koncentrace byla 1x10* (Schwalbe et al., 2007). Desti¢ka byla poté ockovana pipetou stejné
jako v piipad& M. ruberculosis. Finalni koncentrace kvasinek v jamce byla 5x10° maximalni
koncentrace hodnocenych latek 128 ug/ml. Jako referencni latky byly pouzity roztoky
amfotericinu B a flucytosinu.

Rostlinné patogeny Bipolaris sorokiniana a Fusarium avenaceum byly testovany
odlisSnym zpusobem. Mikroorganismy byly kultivovany na agarové plotn€ po dobu 3 dnu

pfi teploté 22 °C. Inokulum bylo pfipraveno suspendovanim hyf v obohaceném LB médiu.
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Hyfy byly rozmixovany na drobné c¢asti pomoci sterilniho ,mixéru“ a inokulum bylo
upraveno pomoci LB médiu na hodnotu ODgo = 0,2. Testované latky byly nafedény
v mikrotitracni desti¢ce (Obr. 18) v LB médiu stejnym zptisobem, jako pii testovani bakterii.
Desticka byla zaoCkovana piipravenym inokulem pomoci pipety. Thned po zaockovani byla
zmeétena absorbance pii 600 nm a destiCka byla inkubovana staticky pii 22 °C. Absorbance
byla dale zméfena po 24, 48 a 72h od pocatku inkubace. Minimalni inhibi¢ni koncentrace
MICs byla stanovena jako koncentrace, ktera inhibovala narGist mikroorganismu alespori
z 80 % v porovnani s negativni kontrolou. Tato hodnota byla odecitana v Case, kdy byla
absorbance negativni kontroly trojnasobna v porovnani s méfenim v ¢ase 0, coz obvykle
odpovidalo ¢asu 48 hodin. Experiment byl proveden ve tfech opakovanich a vysledky byly

zprameérovany.

Kontrola
rustu

Kontrola
sterility média

Hodnocené slouceniny

Obrazek 18: Hodnoceni MFC u Bipolaris sorokiniana.

4.4.3 Inhibice germinace Bipolaris sorokiniana

Inhibi¢ni efekt na kli¢eni konidii B. sorokiniana byl testovan podle metodiky De
Lucca et al. (1996). Latky byly rozfedény v mikrotitracni desticce v 45 pl destilované vody
tak, aby jejich finalni koncentrace po inokulaci byla 256 a 128 pg/ml. Jako negativni kontrola
byly pouzity jamky s 5 % DMSO, jako pozitivni kontrola byl pouzit benomyl v koncentracich

Sug/ml a 10 pg/ml. Suspenze konidii byla pfipravena ze sporulujici kultury narostlé
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na agarové plotné. Do kazdé jamky bylo pfidano 5 pl inokula nafedéného tak,
aby koncentrace konidii v kazdé¢ jamce byla ptiblizné 3000/ml. Tato koncentrace byla ovéfena
mikroskopicky. Desticka byla inkubovana pii 22 °C po dobu 48 h. Po inkubaci byl obsah
jamky mikroskopicky (400x) hodnocen z hlediska pfitomnosti klicicich bun¢k. Z kazdé
jamky bylo hodnoceno celkem 50 konidii. Germinace byla definovana jako vyvoj
zarodecnych hyf jakékoliv velikosti. Inhibi¢ni efekt byl vypocitan jako pomeér nenakli¢enych

konidii vzhledem k negativni kontrole. Experiment byl proveden ve dvou opakovanich.

444 MTT assay

Metoda s tetrazolium bromidem byla pouzita k otestovani metabolické aktivity bunek
M. tuberculosis a M. kansasii. Desticky s hodnocenymi latkami a inokula byly pfipraveny
stejnym zpusobem, jako pii stanoveni hodnoty MIC, pii testovani M. tuberculosis byly
pouzity jen polovi¢ni objemy, aby byl vysledny objem v jamkach 100 ul. Jako negativni
kontrola bylo pouzito 8 jamek obsahujicich pouze kultivacni médium, jako pozitivni kontrola
byl zvolen ciprofloxacin a rifampicin. Desticky byly inkubovany po dobu 7 dni pfi teploté
37 °C. Po uplynuti inkubacni doby bylo do kazdé jamky ptidano 10 pl MTT (0.5 mg/ml)
(3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) a desticky byly inkubovany
dalsi 4 h pii 37 °C ve tmé. Vzniklé krystaly formazanu se rozpustily pfidanim 100 pl 17%
dodecyl-sulfatu rozpusténého v 40% dimethylformamidu. Desti¢ky (viz Obr. 19) byly méteny
na spektrofotometru pifi vlnové délce 570 nm. Zivotaschopnost bunék byla vyjadiena jako

procento zivotaschopnych buné€k v porovnani s negativni kontrolou podle rovnice:

.. . 0D[570V]
% Zivotaschopnosti = W x 100

kde ODs7gv znaci absorbanci testované jamky pfi 570 nm a ODsyox je hodnota
absorbance negativni kontroly. Hodnoceni bylo provedeno minimélné ve tfech na sobé

nezavislych opakovanich a vysledky byly zprimérovany.
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Obrazek 19: Hodnoceni zivotaschopnosti metodou MTT.

4.4.5 Hodnoceni kombinovaného ac¢inku

V praci byl hodnocen kombinovany ucinek potencidlnich antimikrobialnich latek
v kombinaci s konvenéné pouzivanymi antibiotiky. Pro testovani byla pouzita metoda
,,checkerboard titration technique™ (CHTT) (Schwalbe et al., 2007).

Testovani probihalo v 96 jamkové mikrotitracni desticce. Testovana latka byla sériove
rozfedéna v destiCce tak, Ze jeji nejvyssi koncentrace odpovidala 4 nasobku predem stanovené
hodnoty MIC. Poté bylo piidano konvencné uzivané antibiotikum takovym zplsobem,
7e kazda jamka obsahovala originalni kombinaci koncentraci téchto dvou latek. Radek H
byl vyuzit pro stanoveni MIC hodnocené latky, sloupec 12 adekvatné pro stanoveni MIC
pouzitého antibiotika. Desticka byla zaockovana multiinokuldtorem na finalni koncentraci
10° CFU/ml a inkubovana 24 h pii 37 °C.

Frak¢ni inhibi¢ni koncentrace (FIC) je definovana jako pomeér hodnoty MIC latky

v kombinaci k MIC latky samostatné uzité. FIC index je souctem vSech FIC testovanych
latek. (Schwalbe et al., 2007).

FIC Iatloy A — MIC latky A v kombinaci
atky A = MIC latky A samostatné
) MIC latky B v kombinaci
FIClatky B =

MIC latky B samostatné

SFIC = FIC latky A + FIC latky B
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Interpretace hodnoty FIC indexu se lisi v zavislosti na pouzité metodice, v této praci
byly pouzity nasledujici hranice (Stevens et al., 1998; Sopirala et al., 2010; Zusman et al.,
2013):

e synergismus = ZFIC <0,5
e aditivni ticinek = 0,5 < ZFIC < 1
e indiference =1 <XFIC <4

e antagonismus =4 < XFIC

Po inkubaci byl vizualn€ odeCten narast na desticce. V fadé H byla vyhodnocena
hodnota MIC testované latky, ve sloupci 12 hodnota MIC konven¢né uzivaného antibiotika.
V kazdém tadku a sloupci desticky byla zvolena jamka s nejniz§i koncentraci postupné fedéné
latky, ve které jesté nebyl bakterialni nartst. Pro kazdou z téchto jamek byl vypocitan index
FIC. Vysledny vliv kombinace latek byl stanoven na zakladé nejnizs§i dosazené hodnoty FIC
(Bonapace et a., 2002). Méteni bylo provedeno 2krat. Pokud se vysledky liSily, byla zvolena
vySssi hodnota.

4.4.6 Hodnocené dynamiky baktericidniho uc¢inku

Pro hodnoceni dynamiky baktericidniho uc¢inku byly vybrany latky, které
pfi primarnim screeningu vykazovaly baktericidni ucinek, coz znamend, ze hodnota MBC
byla mensi nebo rovna ¢tyifnasobku MIC. Pouzita metodika vychédzi z monografie Schwalbe
et al. (2007) a byla otestovana v ramci diplomové prace (Pospisilova, 2015).

Byly pfipraveny 3 zkumavky obsahujici ristové médium a nafedénou antibakterialni
latku tak, aby vysledna koncentrace odpovidala hodnotam 1x MIC, 2x MIC a 4x MIC. Jako
kontrola ristu slouzila zkumavka, ktera misto antibakterialni latky obsahovala rozpoustédlo
ve stejné koncentraci. Zkumavky byly zaockovany bakterialnim inokulem v logaritmické
rastové fazi, poté byly peclivé promichany na vortexu a z kazdé byl neprodlené odebrano
100 pl inokula. Tento vzorek byl sériové fedén v 7 zkumavkach obsahujicich 900 ul PBS tak,
ze koncentrace bakterialnich bunék v kazdé zkumavce odpovidala 1/10 koncentrace
ve zkumavce predchozi. Z kazdé zkumavky bylo 2krat odebrano 20 pl roztoku a vyockovano
na MH agar. Tento odbé&r vzorku byl proveden ihned po zaoCkovani zkumavek, a poté po 4, 6,
8 a 24 h. Mezitim byly zkumavky inkubovany staticky v termostatu pii teploté¢ 37 °C. Agary
se vzorky byly inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu 24 h. Poté byly spocitany kolonie
bakterii v fedénich, které dosahovaly naristu 5-60 kolonii. Kazdé méfeni bylo provedeno
2krat, hodnoty byly zprimérovany a pro piehlednost prevedeny na dekadické logaritmy. Byly
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vytvoreny grafy, jez popisuji pokles poctu bakterialnich kolonii v zavislosti na Case
a koncentraci antimikrobialni latky. Latku povazujeme za baktericidni, jestlize dochazi
k poklesu CFU/ml o 3 fady, coz znamena, ze dojde k usmrceni >99,9 % ptvodniho poctu

bakterialnich bunék v inokulu.

4.4.7 Stanoveni inhibi¢ni antibiofilmové aktivity proti S. aureus

Latky s vyraznou antistafylokokovou aktivitou byly nafedény v TSB obsahujicim 2 %
glukosy tak, aby finalni koncentrace odpovidala 256-2 pg/ml. S. aureus vykultivovany
na krevnim agaru byl dale kultivovan v TSB + 2 % glukosy do exponencialni ristové faze.
Inokulum bylo upraveno na zakal 1 McFarland a poté nafedéno tak, ze finalni koncentrace
bakterii v jamce byla 10° CFU/ml. Desti¢ka byla staticky inkubovana 48 h pii teploté 37 °C.
Po inkubaci byl obsah jamek odstranén a desticka byla tfikrat vymyta PBS. Po vysuseni
pfi pokojové teploté bylo do kazdé jamky pipetovano 125 pl 0,1% krystalové violeti
(Obr. 20). Desticka se nechala stat po dobu 30 minut, poté bylo barvivo vylito a desti¢ka byla
vyplachnuta tfikrat PBS. Po vysuSeni se obarveny biofilm odleptal ze stén a dna jamek
pfidanim 125 pl 33% kyseliny octové. Byla zméfena absorbance pii 595 nm. Pro zajisténi
spravnosti vysledkii byla kazda koncentrace latky testovana minimaln€ ve dvou jamkach
a pro negativni kontrolu bylo pouzito 8 jamek. Méfeni bylo opakovano minimalné tfikrat
v na sobé nezavislych experimentech.

Schopnost inhibovat rast biofilmu byla vyjadfena procentualné v porovnani

s kontrolou rastu, a to dle rovnice:
L 0D
% inhibice = 100 — —————=x 100

kde OD[595V] je absorbance testované jamky pii 595 nm a OD[595K] je absorbance

kontroly riistu pfi téze vinové délce.
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Obrazek 20: Obarveny biofilm S. aureus ATCC 29213 vykultivovany na mikrotitra¢ni

desticce.

4.4.8 Stanoveni eradikacni antibiofilmové aktivity proti S. aureus

Biofilm S. aureus byl pfipraven stejnym zpusobem jako pfi stanoveni inhibicni
aktivity, nebyly ovSem pifidany zadné antimikrobialni latky. Po 48 h inkubace byla desticka
tiikrat vyplachnuta PBS a vysuSena pii pokojové teploté. Poté byly v destiCce opatrné
nafedény antimikrobidlni latky tak, ze jejich koncentrace byla 2562 pg/ml. Jako médium
bylo pouzito 100 ul CaMH do kazdé jamky. Kazdé fedéni bylo provedeno ve tfech jamkach.
Desticka byla poté inkubovana 24 h pfti teploté 37 °C. Po inkubaci byl obsah desticky opatrné
odstranén a desticka byla tfikrat vyplachnuta PBS. Po vysuSeni bylo do kazdé jamky
pipetovano 100 ul MTT o koncentraci 0,5 pg/ml. Desticka byla zabalena do alobalu
ainkubovana pii teplot¢ 37 °C po dobu 1-2 hodiny, nez doslo k vytvofeni krystalt
formazanu. Obsah jamek s neadherovanymi krystaly byl odstranén a desticka byla
proplachnuta PBS. Krystaly byly poté rozpustény roztokem laurylsiranu sodného v 40 %
dimethylformamidu. Thned po rozpusténi byla méfena absorbance pii vinové délce 570 nm
(Obr. 21).

Schopnost latek degradovat vznikly bakterialni biofilm byla dle rovnice:

_ 0D[570V]
% eradikace = 100 — m X 100
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kde OD[570V] je absorbance testované jamky pii 570 nm a OD[570K] je absorbance
kontroly rustu pii téze vinové délce. Stanoveni bylo opakovano nejméné ve tiech na sobé

nezavislych métenich.

Obrazek 21: Stanoveni eradikac¢ni aktivity metodou MTT.

4.4.9 Stanoveni inhibice rustu kvasinkového biofilmu

Latky s vyraznou inhibi¢ni aktivitou proti planktonickym formam rodu Candida byly
testovany z hlediska schopnosti inhibovat vznik kvasinkového biofilmu. Hodnocené latky
byly naredény v mikrotitra¢ni desticce v YNB na koncentrace 256-2 ug/ml. Celkovy objem
v jamce Cinil 50 pl. C. albicans byla vykultivovana do exponencialni faze v YNB. Denzita
inokula byla upravena na 0,5 McFarland a inokulum bylo dale fedéno v YNB na finalni
koncentraci 1x10°. Desti¢ka byla zao&kovana prenesenim 50 pl nafedéného inokula do kazdé
jamky. Vysledné koncentrace latek v jamkach tak ¢inili 128—1 ug/ml a vysledna koncentrace
bakterialnich bunék v jamce byla 5x10% Desticka byla staticky inkubovana pii 28 °C po dobu
48 hodin. Po uplynuti kultivacni doby byl vznikly biofilm hodnocen pomoci krystalové violeti
stejnym zpusobem jako u S. aureus (viz oddil 3.4.7). Stanoveni bylo provedeno v duplikatech

a opakovano nejméné ve tifech na sobé nezavislych meétenich (Obr. 22).
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Obrazek 22: Hodnoceni inhibice formace kvasinkového biofilmu.

4.4.10 Stanoveni inhibice quorum sensing u Chromobacterium violaceum

Ch. violaceum byla kultivovana na MH agaru pfi laboratorni teploté po dobu 48 hodin.
Poté bylo nekolik kolonii suspendovano v LB médiu a kultivovano pfi laboratorni teploté pies
noc. Nasledné bylo 50 ul této kultury smiseno s 5 ml fidkého MH agaru (0,1%). Smés byla
vylita na pfedem pfipravenou Petriho misku s jiz ztuhlym MH agarem. Po ztuhnuté smési
byly do misky sterilné vytvofeny jamky o priméru 2,5 mm. Jamky byly od sebe a od kraje
vzdaleny alespoil 25 mm.

Do kazdé jamky bylo pipetovano 20 pl hodnocené latky o pozadované koncentraci
ptipravené ze zakladniho roztoku latky v DMSO (10 mg/ml) fedénim v PBS. Misky byly poté
inkubovany po dobu 3 dni pfi pokojové teploté, dokud nedoslo k vizualnimu nartstu kultury
Ch. violaceum. V ptipad¢€, ze hodnocena latka inhibovala quorum sensing, kultura byla misto
fialové barvy bezbarva az bila, viz Obr. 23. U takto narostlé kultury byla zméfena zoéna okolo
jamky (vCetné jamky samotné), kde doslo k inhibici. Hodnoceni bylo opakovano minimalné
ve tfech na sobé nezavislych experimentech a vysledky byly zprimérovany. Jako pozitivniho
kontrola slouzil karvakrol, jako negativni DMSO v koncentracich 100-25 % pro potvrzeni

nepfitomnosti vlivu DMSO na rist a quorum sensing Ch. violaceum.
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Obrazek 23: Inhibice quorum sensing u Ch. violaceum na agaru.

4.4.11 Hodnoceni aktivity vybranych sloucenin proti Plasmodium bergei

Plasmodium bergei je modelovy organismus pouzivany pro studium potencialnich
antimalarik. Slouceniny, u nichz byla na zakladé struktury predpokladana antimalaricka
aktivita, byly rozpustény v DMSO na koncentraci 10 mM a dale v ¢as potieby nafedény
v RPMI médiu s pfidavkem 1 % streptomycinu a penicilinu na koncentrace 10 uM a 1 pM.
Primarni screening probihal v mikrotitratni desticce s 386 jamkami. Den prfed testovanim
byla desticka zaotkovana hepatocyty linie Huh7 v koncentraci 1x10* bungk/jamka
a kultivovana pi1 teplot¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Po inkubaci bylo médium odsato
ado jamek se napipetovalo v triplikaitech 30 pl hodnocené slouceniny. Jako negativni
kontrola bylo pouzito 9 jamek obsahujicich 0,1% DMSO, coz odpovidalo nejvyssi pouzité
koncentraci u hodnocenych sloucenin. Desticka se inkubovala 1 hodinu pti 37 °C. Béhem této
doby byly ze samiCek komart Anopheles stephensi (Obr. 24) pod mikroskopem
vypreparovany slinné zlazy obsahujici sporozoity Plasmodium bergei Luci. Sporozoiti byli
prefiltrovani a po mikroskopickém stanoveni jejich poctu byli nafedéni v médiu

na pozadovanou koncentraci.
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Obrazek 24: Samicky komara rodu Anopheles stephensi (vlevo), uchovani komart (vpravo).

Desticka byla poté zaocCkovana tak, Ze kazda jamka obsahovala 3000 sporozoitd.
Desticka se poté centrifugovala 5 minut pti 1800 rpm, aby se sporozoti dostali do hepatocyta
na dné desticky, a inkubovala se 46 hodin pfi teploté 37 °C. Po uplynuti inkubacni doby bylo
do jamek pfidano barvivo Alamar Blue (1:20), viz Obr. 25, a zméfila se fluorescence
pii hodnotéach excitace 530 nm/emise 590 nm. Toto méfeni slouzilo ke stanoveni bunécné
konfluence a vylouceni bakterialni kontaminace. Hodnoty byly porovnany s hodnotami
negativni kontroly (100 %). V pfipad€, ze konfluence byla nizsi nez 70 %, byly dané latky

povazovany za toxické a jejich aktivita se dale nehodnotila.

R R B 3
NN e i

Obrazek 25: Mikrotitraéni desticka obarvena Alamar blue ke stanoveni konfluence

hepatocytt.
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Po zméfeni fluorescencniho spektra byl obsah jamek odsat, jamky byly promyty PBS
a bunky byly lyzovany pfidanim lyzacniho pufru. Po tfepani a centrifugaci, které umoznilo
prunik lyzac¢niho pufru k buiikam, byl obsah jamek prenesen do bilé 96 jamkové desticky.
Do kazdé jamky byl pfidan roztok luciferinu a okamzité byla zmeéfena luminiscence,
a to tiikrat po sobé. Pro vypocty bylo nasledné pouzito meéfeni s nejvys$Simi hodnotami
luminiscence. Hodnoty konfluence a luminiscence, které¢ odpovidaji parazitarni infekci, byly

graficky zobrazeny a srovnany.

4.4.12 Studium ovlivnéni permeability cytoplazmatické membrany

Efekt testovanych sloucenin na propustnost cytoplazmatické membrany byl testovan
za pouziti krystalové violeti. Bakterialni kultura byla kultivovana do exponencialni faze
rustové kiivky ve vhodném kultivaénim médiu. Kultura byla poté centrifugovana (4500 rpm,
5 minut), dvakrat promyta v PBS a suspendovana v PBS do dosazeni zakalu 1 McFarland.
Ke kulture byla pfidana antimikrobialni latka v pozadované koncentraci a byla inkubovana
1 h pii teplote¢ 37 °C. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 1% roztok Tweenu 20, ktery ma
povrchovou aktivitu. Jako negativni kontrola byl pouzit ciprofloxacin, ktery s plazmatickou
membranou neinteraguje. Kontrola ristu bez pfitomnosti antibakterialni latky a kontrola
obsahujici DMSO ve stejné koncentraci jako testované latky byla rovnéz zahrnuta.
Po inkubaci byly vzorky centrifugovany 15 min pifi 4500 otackach, supernatant byl promyt
PBS a suspendovan v PBS obsahujicim 10 % krystalové violeti. Vzorky byly inkubovany
15 min pii 37 °C a poté centrifugovany 15 min pii 4500 otackach. Absorbance supernatantu
byla méfena pii vinové délce 595 nm. Procento vychytavani krystalové violeti bylo spocitano

podle rovnice:

o hVEADAN] = 0D(595) vzorku 100
ovyeytaval =op (595) roztoku krystalické violeti

Experiment byl proveden alespori ve tfech na sobé nezavislych opakovanich. Vysledky byly
zprumérovany a rozdily mezi jednotlivymi méfenimi byly vyjadieny pomoci smérodatné

odchylky.

4.4.13 Chelatace zeleza

U latek s predpokladanou schopnosti chelatovat zelezo byla tato vlastnost hodnocena
na zakladé metodiky (Mladénka et al., 2011) s urCitymi modifikacemi. Hodnoceni probihalo
v mikrotitracni desti¢ce. Do kazdé jamky mikrotitraéni destiCky bylo pipetovano 150 ul PBS.
Do testovacich 1 kontrolnich jamek bylo pfidano 50 pl testovanych latek nafedénych v PBS
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na pozadovanou koncentraci (256-2 ug/ml). Jako negativni kontrola bylo pouzito 8 jamek
bez pfitomnosti antimikrobialni latky, misto které bylo pfidano 50 pl PBS. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit deferoxamin ve stejnych koncentracich jako hodnocené latky. Poté bylo
do kazdé jamky pfidano 50 pl roztoku FeSO, - 7H,O o koncentraci 250 uM. Desticka se
nechala 2 minuty tfepat a poté se do vSech testovacich jamek ptidalo 50 pul roztoku ferrozinu
o koncentraci 5 mM; do kontrolnich jamek bylo pipetovano 50 pl PBS. Absorbance
pfi 562 nm se méfila neprodlené po pridani ferrozinu. Pred vypoctem bylo odecteno pozadi,
tedy kontrolni jamky obsahujici FeSQO,, ale neobsahujici ferrozin. Chelatacni aktivita latek
byla spocitana podle rovnice:

e cholat 100 0D (562) vzorku % 100
b chelatace = 0D (562) negativni konroly

Meéfeni bylo provedeno v duplikatech minimaln€ ve tfech na sob& nezavislych opakovanich.
Vysledky byly zprimérovany a odchylky od jednotlivych méfenich byly vyjadieny pomoci
smérodatné odchylky.

4.4.13.1 Inhibice sortasy

Vybrané slouCeniny byly testovany jako inhibitory sortasy A. Pro hodnoceni byl
pouzit kit SensoLyte® 520 sortase A activity Assay Fluorimetric Kit (AnaSpec Inc., Fremont,
CA, USA) a bylo postupovano dle pokyni vyrobce. Slouceniny byly nafedény v DMSO
na koncentraci 200 pg/ml. Sortasa byla vystavena ptusobeni hodnocenych slou¢enin. Inhibicni
aktivita byla méfena jako hodnota fluorescence, a to kontinualné v rozmezi 10-70 minut
po zahajeni experimentu. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vyrobcem dodany inhibitor

sortasy kyselina 4-(hydroxymercuri)- benzooova (ICsy = 50,6 nM).

4.4.14 Statisticka analyza

Hodnoceni MIC a MBC bylo provadéno minimalné ve dvou opakovanich. Pokud se
vysledky neshodovaly, bylo provedeno tieti opakovani a jako vysledek byla pouzita stfedni
hodnota.

Hodnoceni dynamiky baktericidniho ucinku bylo proveden ve dvou opakovéanich,
vysledky byly pfevedeny na dekadické logaritmy a graficky zpracovany. Odchylky
od jednotlivych méfeni byly vyjadfeny pomoci chybovych usecek. Vliv koncentrace latky
a ¢asu inkubace byl statisticky hodnocen pomoci dvoucestné ANOVY a Tukey testu

v programu Origin na hladin€ vyznamnosti P < 0.05.
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Hodnoceni antibiofilmové aktivity bylo provedeno minimalné ve dvou jamkach
avetfech na sobé nezavislych opakovanich. Hodnoty byly zprimérovany a rozdily
v jednotlivych méfenich byly vyjadieny jako smérodatna odchylka.

Hodnoceni ,,uptake violeti bylo provedeno ve tfech opakovanich, vysledky byly
zprumérovany a byla vypocitana smérodatna odchylka. Vysledky byly graficky znazornény.
Pomoci jednocestné ANOVY bylo staveno, zda jsou hodnoty pro jednotlivé latky odlisné
(P <0.05).
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4.5 Proti-invazivni aktivita derivatu cinnamamidu
4.5.1 Charakteristika hodnocenych derivatu cinnamamidu

Jak jiz bylo zminéno v teoretické casti, v poslednich letech se fada vyzkumi
antibakterialnich latek soustfedi na hodnoceni aktivity pfirodnich extraktt a jejich derivati.
U derivatt kyseliny skoficové byly prokazany jejich antibakterialni, antioxidacni, antivirové
i antifungalni ucinky (Sova, 2012).

Substituované derivaty cinnamamidu (T1) byly pifipraveny Dr. TomaSem Strharskym
aDr. Jifim Kosem z Farmaceutické fakulty Univerzity Komenského v Bratislavé. Jejich
struktury, experimentalné zjisténé hodnoty lipofility log k a predikované hodnoty log P/Clog P
a elektronové Hammettovy ¢ parametry, které byly vypocitany pro cely anilidovy kruh, jsou
uvedeny v Tabulce 3. Experimentalni hodnoty lipofilit vyjadiené jako log k jsou v souladu
s predikovanymi hodnotami. Pro stanoveni vztahu struktury a ucinku (vyjadreni zavislostt MIC

na lipofility) byly pouzity hodnoty log k.

Tabulka 2: Struktury a fyzikalné-chemické vlastnosti hodnocenych derivati cinamamidi

(“ vypogitano pomoci ChemBioDraw Ultra 13.0; ” vypocitano ACD/Percepta ver. 2012).

Sloud. log k ClogP“ log P’ Gar’
T1 H 0.1146 3.6640 3.18 0.60
T2 3-CH; 0.2729 4.1630 3.40 0.48
T3 4-CH; 0.2640 4.1630 3.40 0.46
T4 2-F 0.1330 3.4646 3.17 1.02
T5 3-F 0.2327 4.0646 3.32 0.82
T6 3-CF; 0.4859 49978 4.26 0.89
T7 2,5-CH; 0.2691 4.0120 3.57 0.59
T8 2,5-Cl 0.5799 4.5878 4.65 1.22
T9 2,6-Cl 0.0632 3.7378 4.56 1.33

T10 3,4-Cl 0.6821 5.3178 4.70 1.19
T11 3,5-Cl 0.8155 5.4378 479 1.11
T12 2,6-Br 0.0992 3.9778 4.80 1.33
T13 3,5-CF; 0.9814 6.0386 5.68 1.05
T14 2-F-5-Br 0.4875 44178 4.07 1.28
T15 2-Br-5-F 0.4588 4.1378 4.12 1.19
T16 2-CI-5-CF;  0.6178 4.9509 4.88 1.19
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4.5.2 Screening antibakterialni aktivity derivata cinnamamida

Antibakterialni aktivita derivatd cinnamamida byla hodnocena proti vS§em izolatim

S. aureus a E. faecalis. Vysledky jsou shrnuty v Tabulkach 3 a 4.

Tabulka 3: Antistafylokokova aktivita ([ug/ml])/ [uM]) hodnocenych derivati cinnamamida.
(SA = S. aureus ATCC 29213, MRSA = klinické izolaty methicilin-rezistentnich S. aureus
63718 a SA 3202). AMP-ampicilin, CPX-ciprofloxacin

SA MRSA 63718 MRSA SA 3202
Slou r MIC MBC MIC MBC MIC MBC
uc.
[ng/ml] / [ng/mi] / [ng/ml] / [ng/mi] / [ng/ml] / [ng/mi] /
[nM] [uM] [nM] [uM] [nM] [uM]
T1 H >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
1146 1146 1146 1146 1146 1146
T 3-CH >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
-CH, 1078 1078 1078 1078 1078 1078
T3 A-CH >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
-CH, 1078 1078 1078 1078 1078 1078
T4 2F >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
- 51061 51061 51061 51061 51061 51061
TS 3F >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
- 51061 51061 51061 51061 51061 51061
8/ 8/ 8/ 8/ 8/ 8/
T6 3-CF; 27.47 27.47 27.47 27.47 27.47 27.47
>256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
17 2,5-CH, 1018 1018 1018 1018 1018 1018
T8 2 5.Cl >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
- 5876 5876 5876 5876 5876 876
T9 2 6-Cl >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
6- 5876 5876 5876 5876 5876 876
128/ 128/ 256/ 256/ 128/ 128/
T10 3.4-C1 438 438 876 876 438 438
128/ 128/ 256/ 256/ 64/ 64/
Ti1 3,5-C1 438 438 876 876 109 109
>256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
T12 2,6-Br 671 671 671 671 671 671
8/ 32/ 8/ 32/ 8/ 32/
T13 3,5-CF; 2227 80,08 2227 89,08 2227 89,08
>256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
T14 2-F-5-Br 799 5799 799 5799 799 5799
>256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
T15 2-Br-5-F 799 5799 799 5799 799 5799
>256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
T16 2C5-CF e 5785 5785 5785 5785 5785
16/ S 16/
AMP ; 2/57 2/57 161458 >16/>458 00 Sis8
CPX 3 0.5/15 0.5/1.5 121 8242 8242 8242
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Tabulka 4: Minimalni inhibi¢ni a baktericidni aktivita ([ug/ml]/[uM]) derivati cinnamamida
proti enterokokim. (EF = E. faecalis ATCC 29213, VRE = klinické izolaty vankomycin-
rezistentnich E. faecalis VRE 342B, VRE 368 a VRE 725B).

EF VRE 342 B VRE 368 VRE 725 B
5 MIC MBC MIC MBC wmic MBC  \iic MBC
Slou¢. R [pg/ml]

[ng/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/mi]
[[wuM]  /[uM] /[ [uM] /[ [uM] [ [uM]

[ng/ml]  [pg/ml]

MM vy /M

>256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/

T H >1146 >1146 >1146 >1146 >1146 >1146 >1146 >1146
T 3-CH, >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256 / >256/ >256 /
>1078 >1078 >1078 >1078 >1078 >1078 >1078 >1078
T3 4-CH, >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
>1078 >1078 >1078 >1078 >1078 >1078 >1078 >1078
T4 2F >256/ >256 >256/ >256 >256/ >256 >256/ >256
>1061 />1061 >1061 />1061 >1061 />1061 >1061 />1061
TS 3F >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
>1061 >1061 >1061 >1061 >1061 >1061 >1061 >1061
T6 3-CF, 256 256 256 256 256 256 256 256
>879 >879 >879 >879 >879 >879 >879 >879
7 2.5-CH, >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
’ >1018 >1018 >1018 >1018 >1018 >1018 >1018 >1018
T8 25.Cl >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
’ >876 >876 >876 >876 >876 >876 >876 >876
T9 2 6-Cl >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
’ >876 >876 >876 >876 >876 >876 >876 >876
T10 3.4.Cl >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
’ >876 >876 >876 >876 >876 >876 >876 >876
T11 3.5.C >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
’ >876 >876 >876 >876 >876 >876 >876 >876
>256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
T12 2,6-Br

>671 >671 >671 >671 >671 >671 >671 >671

>256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/

T13 3,5-CF; S713 >713 >T713 S713 S713 >713 713 713

>256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/

T4 2F5Br 99 5799 5799 799 3799 >799 3799 5799

>256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/

TI5S  2Br>-F 099 57099 5799 5799 3799 >799 3799 5799

>256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
Ti6  2CI5-CFs jes o785 785 S785  >785 785 5785 5785

AMP - 4/11,4 4/11,4 4/11,4 4/11,4 4/11,4 4/11,4 2/5,7 2/5,7

CPX - 1/3,0 1/3,0 1/3,0 1/3,0 1/3,0 1/3,0 64/193 64/193

Jak je vidét z Tabulky 3, proti stafylokoktim byly aktivni pouze derivaty T6 (R = 3-CF;)
a T13 (R = 3,5-CF3), které byly substituovany v polohach Cg)' a Cgys) trifluomethylovou
skupinou. Rozdil v aktivité nebyl ovlivnény pfitomnosti genu mecA, u vSech isolatd byly
hodnoty MIC shodné 8 pg/ml. Jelikoz latka T16 nesouci skupinu CF3 v poloze 5 nebyla aktivni,
lze fici, ze substituce CF; v poloze C)' je krucialni pro antistafylokokovou aktivitu. Slaba
aktivita proti stafylokoktim byla pozorovana u latek T10 a T11, které nesly chlor v pozicich 3,4;

resp 3,5 benzenového jadra. Tuto substituci 1ze povazovat za bioisosterickou se substituci CF;.
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Zadna aktivita nebyla zaznamenana proti enterokokm (viz Tabulka 4). Oproti
stafylokokiim se tato grampozitivni bakterie vyznacCuje obecné€ vySSi vnitini rezistenci

k antimikrobialnim latkam.

4.5.3 Screening antimykobakterialni aktivity deriati cinnamamidu

Pro hodnoceni inhibi¢ni a baktericidni aktivity vici netuberkuléoznim mykobakteriim
byla pouzita M. smegmatis. U M. tuberculosis byla z divodu obtizné kultivace hodnocena

pouze inhibi¢ni aktivita. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 5.

Tabulka 5: Antimykobakterialni aktivita ([ug/ml] / [uM]) derivatd cinnamamidua.

Sloué R M. smegmatis M. tuberculosis
oue MIC [pg/ml]/[uM] _ MBC [pg/ml] / [upM] _ MIC [ng/ml] / [uM]
T1 H >256/>1146 >256/>1146 64/286
T2 3-CH; >256/>1078 >256 />1078 16/67,43
T3 4-CH; >256/>1078 >256/>1078 32/134
T4 2-F >256/>1061 >256 />1061 64/265
TS5 3-F >256/>1061 >256/>1061 16/66,31
Té 3-CF; 256/>879 256/>879 8/27,47
T7 2,5-CH; >256/>1018 >256/>1018 64/254
TS 2,5-Cl >256/>876 >256/>876 256/876
T9 2,6-Cl >256/>876 >256/>876 256/876

T10 3,4-Cl >256/>876 >256/>876 8/27,38
T11 3,5-C1 >256/>876 >256/>876 8/27,38
T12 2,6-Br >256/>671 >256/>671 64/167

T13 3,5-CF; >256/>713 >256/>713 822,27

T14 2-F-5-Br >256/>799 >256/>799 64/199

T15 2-Br-5-F >256/>799 >256/>799 64/199

T16 2-Cl-5-CF; >256/>785 >256/>785 256/785
INH - 64/467 64/467 5/36,6

CPX - 0,125/0,4 0,125/0,4 1/3,0

Proti M. smegmatis nebyla zaznamenana zadna aktivita. Aktivita vaci M. tuberculosis
byla v porovnani s antistafylokokovou aktivitou vyrazné vyssi. Nejnizs§i hodnota MIC = 8 pg/ml
byla pozorovana u sloucenin T13 (R = 3,5-CF3), T10 (R = 3,4-Cl), T11 (R = 3,5-Cl), a T6
(R = 3-CF3). Vztah mezi strukturou a aktivitou latek byl vyjadien jako graf zavislosti
log (1I/MIC [M]) na logk. Pokud jsou zgrafu zavislosti eliminovany latky
bez antimykobakterialni aktivity T8, T9 a T16 (vyjadieny v grafu prazdnymi symboly),
lze pozorovat dva druhy zéavislosti ufinku na pozici a typu substituentu. Z grafu uvedeném
na Obr. 26A vyplyva, ze u latek substituovanych v pozicich Cg)', Caay, C3s), nebo Cpp)
se aktivita zvysSuje se zvySujici se lipofilitou az do hodnoty log k = 0.5, coz odpovida latce T6
(R= 3-CF;). Dalsi zvySeni lipofility jiz nema& vyznamny vliv na zvySeni

antimykobakterialniho uc¢inku.
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Je dulezité poznamenat, ze antituberkulozni aktivita diskutovanych cinnamanilidi je
také zavisla na elektronovych ¢ parametrech, viz Obr. 26B. Linearni nevyznamné rostouci
zavislost 1ze nalézt pro derivaty substituované na anilidu v polohach Cp)' a Cp5); zatimco
bilinearni zavislost aktivity na ¢ je pozorovatelna pro derivaty substituované v polohach C),
Csa)', Cis), nebo Cpp). Aktivita se zvySuje se zvySujicimi se elektron-akceptorovymi
vlastnostmi (r = 0,8803, n = 5) na optimalni 64, = 1 (sloucenina T13, R = 3,5-CF3) a poté s

rostoucimi hodnotami ¢ parametru klesa (r =0,9162, n = 4).
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Obrazek 26: Vztah mezi antituberkulozni aktivitou proti M. tuberculosis vyjadien jako
log (1/MIC) a lipofilitou vyjadienou jako log k (obr. A) a vztah mezi aktivitou proti
M. tuberculosis vyjadren jako log (1/MIC) a elektronovymi ¢ parametry anilidového kruhu.
(obr. B). Neaktivni slouceniny vyloucené z hodnoceni SAR jsou zobrazeny prazdnymi

symboly.

454 Dynamika antibakterialniho ucinku vybranych derivatu cinnamamida proti

S. aureus ATCC 29213

Dynamika antibakterialniho uc€inku byla hodnocena u aktivnich slouc¢enin T6 a T13
proti S. aureus ATCC 29213 (grafické znazornéni vysledkti viz Obr. 27 a 28). U slouceniny
T13 byly hodnoceny koncentrace odpovidajici hodnoté MIC a jejimu dvojnasobku, jelikoz
pii koncentraci 4x MIC dochazelo pravdépodobné kvuli vysoké lipofilité latky ke vzniku
precipitati. SloucCenina T6 mela efekt pouze bakteriostaticky, ackoliv v Case 8 hodin
pii koncentraci 4x MIC doslo k poklesu log CFU o 2,75, coz je na hranici baktericidniho
pusobeni. Sloucenina T13 pusobila baktericidné v koncentraci 2x MIC 8 hodin po zacatku

inkubace.
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Obrazek 27: Dynamika antibakterialniho ucinku slouceniny T6 proti S. aureus ATCC 29123.
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Obrazek 28: Dynamika antibakterialniho uc¢inku slou¢eniny T13 proti S. aureus ATCC 29123.

4.5.5 Antibiofilmova aktivita vybranych derivatu cinnamamidu

U slou€enin T6 a T13 byla hodnocena inhibi¢ni a eradikacni aktivita proti biofilmu

S. aureus ATCC 29213; vysledky jsou zobrazeny na Obr. 29 a 30.
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Obrazek 29: Inhibice formace biofilmu S. aureus ATCC 29213 sloué¢eninami T6 a T13.
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Obrazek 30: Eradikace biofilmu S. aureus ATCC 29213 slou¢eninami T6 a T13.

Sloucenina T6 méla hodnotu MBIC 5= 8 pg/ml, coz bylo shodné s hodnotou MIC
proti plaktonickym burikdm. Pfi koncentracich nad hodnotou MIC byl inhibicni efekt
na formaci biofilmu koncentraéné nezavisly, pouze pii koncentraci 256 ug/ml byla aktivita
niz$i nez v nasleduyjicich koncentracich. To mohlo byt zptisobeno lipofilitou latky a vznikem
precipitatd v médiu.

U slouceniny T13 byla antibiofilmova aktivita nejniz§i pii koncentracich blizkych
hodnotam MIC (32-16 pg/ml), a poté se zvySovala v sub-MIC koncentracich. To znaci,

ze aktivita proti biofilmu neni dand jen vlastni antibakterialni aktivitou latky, ale také
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interakci s faktory ovlivilyjicimi formovani biofilmu. Eradikacéni aktivita méla podobny trend
jako inhibice formace biofilmu. Eradikace vys§i nez 80 % byla dosazena pouze u latky T6
v koncentraci 64 pg/ml; minimalni koncentrace potebné k eradikaci alespont 50 % biofilmu
byly 8 ug/ml u latky T6 a 32 ug/ml u latky T13. Tyto koncentrace jsou shodné s hodnotami
MBC pro plaktonické buriky.

Ackoliv obecné jsou biofilmy nasobné rezistentnéj§i nez plaktonické buiky,
v literatufe je mozné nalézt mnoho studii zabyvajicich se derivaty kyseliny skoficové, které
plsobi proti biofilmiim i v sub-MIC koncentraci. Budzynska et al. (2011) popsali vysokou
antibiofilmovou aktivitu esencialnich oleju v porovnani s aktivitou proti plaktonickym
bunkam. Vysledky ziskané Nuryastutim et al. (2009) ukazaly, ze skoficovy olej inhibuje
formaci a eradikuje biofilm S. epidermidis v koncentracich rovnych MIC. Albano et al. (2011)
studovali aktivitu cinnamaldehydu proti S. epidermidis. Koncentrace odpovidajici 60 % MIC
byly schopné redukovat formaci biofilmu S. epidermidis. V eradikaci prematurovaného
biofilmu byly nutné koncentrace odpovidajici 4-8nasobku MIC. De Vita et al. (2016)
studovali aktivitu derivatd kyseliny skoficové proti kvasinkovému biofilmu. Latky inhibovaly
formaci biofilmu v koncentracich 10krat menSich nez MFC. He et al. (2019) prokazali
aktivitu cinnamaldehydu v sub-MIC koncentracich proti biofilmu S. mutans. Latka vyvolavala
down-regulaci genu gtfB, gtfC, gtfD, gbpB, comDE, vicR, claH, relA a ldh, které se podili

na formaci biofilmu. Nami dosazené vysledky jsou tedy v souladu s publikovanou literaturou.

4.5.6 VIliv na quorum sensing u Chromobacterium violaceum

Vzhledem k antibiofilmové aktivité v sub-MIC koncentracich a na zéklade aktivity
proti quorum sensing u strukturné¢ podobnych latek byly nejaktivngjsi latky T6é a T13
hodnoceny jako inhibitory quorum sensing u Ch. violaceum. Zadna ze sloudenin
v koncentraci 10 mg/ml neinhibovala rist Ch. violaceum ani produkci violaceinu.

Malheiro et al. (2019) hodnotili antibakterialni aktivitu fady derivatd kyseliny
skoficové vetné cinnamamidu a cinnamaldedydu. Na rozdil od cinnamaldehydu nevyhazoval
cinammamid zadnou aktivitu proti S. aureus (MIC > 25 mM), ale byl schopny inhibovat QS
u Ch. violacenum v koncentraci 5 mM. To je pfiblizné 9krat nizsi koncentrace, nez nami
pouzita hodnocena koncentrace u latky T1 (R = H), ktera QS neinhibovala. Malheiro ovSem
pouzil bujonovu metodu. V naSem pripadé nebylo mozné v téchto koncentracich testovat

bujonovou metodou, nebot’ koncentrace DMSO by inhibovala rust bakterie.
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4.5.7 Kombinovany ucinek derivata cinnamamida

Slouc¢eniny T6 a T13 byly hodnoceny v kombinaci s tetracyklinem, ciprofloxacinem
a vankomycinem proti methicilin-rezistentnim stafylokokiim. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce

6. FIC index je vyjadfen pro vSechny hodnocené jamky formou intervalu dosazenych hodnot.

Tabulka 6: Kombinovany tc¢inek vybranych derivati cinnamamidd a klinicky uzivanych
antibiotik proti methicilin-rezistentnim stafylokokim. (TET = tetracyklin, CPX =

ciprofloxacin, VAN = vankomycin)

Tzolit Kon}blnace MIC FIC Index Korfcel'lfr’ace [ug/.ml] KOI’lcefl’tl:ace' [.ug/’ml]
litek [ug/ml] vyvolavajici synergismus  vyvolavajici aditivni efekt

MRSA T6/TET 8/128  0.625-1.125 - 2/64; 8/32

63718 T6/CPX 16/16 0.75-1.125 - 8/4; 4/8

T6/VAN 32/2 1.000-1.250 - -
T6/TET 16/64 1.002-1.25 - -

T6/CPX 8/8 1.000-1.250 - -

MRSA T6/VAN 8/1 0.750-1.256 - 4/0.25

SA 3202 T13/TET 32/64  0.500-1.125 8/16 16/16; 4/32; 2/64
T13/CPX 32/8 0.375-1.250 8/1 2/4
T13/VAN 32/1 0.750-1.25 - 16/0.25
T6/CPX 8/256  0.625-1.125 - 4/64; 1/128

MRSA T6/VAN 8/1 0.750-1.250 - 2/0.5

SA 630 T13/CPX 8/256  0.375-1.004 2/32; 1/64 4/8
T13/VAN 4/1 0.562-1.250 - 0.25/0.5

U latky T6é nebyla zaznamenana zadna interakce pii kombinaci s konvencné
pouzivanymi antibiotiky. Latka T13 pusobila synergicky s ciprofloxacinem a tetracyklinem
ukmenu MRSA SA 3202 pii pouziti koncentraci odpovidajicich 1/4 MIC zjjisténych
pii kombinovaném testu. Je nutno podotknout, ze tento izolat je k ciprofloxacinu asi 8krat
citlivej$§i nez izolat MRSA SA 630 a je rezistentni k tetracyklinu. U kmene MRSA SA 630,
ktery je k ciprofloxacinu rezistentni, byla synergie pozorovana u kombinace T13+ciprofloxacin.

Aditivni ucinek byl pozorovan u kombinace T6+ciprofloxacin a Té+vankomycin proti
MRSA 63718 a u kombinace T6+vankomycin proti MRSA SA 3202. U kmene MRSA SA
630 byl alesponi aditivni ucinek pozorovan u vSech hodnocenych kombinaci.

Mechanismus rezistence MRSA SA 630 k ciprofloxacinu neni znam. Jednou
z moznosti je eflux antibiotika efluxnimi pumpami. Sloucenina T13 by pak mohla pisobit
jako inhibitor téchto pump a tim zvySovat ucinek ciprofloxacinu. Jedna z nejCastéjSich
efluxnich pump u stafylokokti je pumpa NorA patfici do rodiny ,,major facilitator family*
(MFS) a je zodpovédna za eflux latek jako je ciprofloxacin, norfloxacin nebo ethydium

bromid (Michalet et al., 2007). Nékteré cinnamamidy jsou prokazanymi inhibitory pumpy
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NorA (Radix et al., 2018). Pro ovéfeni tohoto predpokladu by bylo vhodné otestovat aktivitu

latky T13 1 proti izolatu S. aureus, ktery ma zvySenou expresi genu norA.

4.5.8 Antifungalni aktivita derivata cinnamamida

Antifungalni aktivita derivatd cinnamamidi byla hodnocena proti tfem kmendm

Candida a proti rostlinnym patogentim F. avenaceum a B sorokiniana (vysledky viz Tabulka 7)

U sloucenin byla dale stanovena toxicita vuci bunikam lidské monocytarni leukémie THP-1

(provedeno Dr. Kauerovou) a stanovena inhibice fotosyntetického transportu elektronti (PET)

v chloroplastech §penatu (provedeno Dr. Kosem).

Tabulka 7: Antifungalni aktivita (MIC [pg/ml], resp. [uM]) deriatd cinnamamidd. Toxicita
(TOX ICsp [uM]) vici bunkam fady THP-1. PET inhibice (ICsp [uM]) transportu elektront.

Sloud. R MIC [ug/ml]/ [uM] ICs,

C. albicans | C. kruseii | C. parapsilosis | F.avenaceum | B. sorokiniana | TOX | PET
w | w | e s e
CREC R 5 53 0 N >30 ) 343
R T I R 1078 s | - |
w | o | @ | m o s e
5| 3 | s | sso | s 1 loss | >0 | 165
T | 3B | S o Y440 5493 5493 o
o |asen| AV [ SE oo
o 2sa | Uh | | e | e s e
v oj2ea | Uh | e | Sas | e 2
o | 0 | i s 2o o to31 | 549
m | aew | W || m | ow g
m [ssen | [ BCT T [ TRl
T4 She | Suo | suo | s 799 wos | | 1
DRI AN N R
6 | sor | sy | oy | s 78 W | - |2
AMF - 0,5/0,54 1/1,1 0,5/0,54 - - - B
5-FLU - 1/7,7 8/62,0 0,125/1 - - - -
BEN - - - - 0,5/1,9 5/17,2 - -

75




Latky nevykazovaly zadnou aktivitu proti C. albicans (MIC >128 ug/ml), stejné jako
proti dal§im testovanym kment, C. krusei a C. parapsilosis. Oproti tomu nékteré derivaty
meély dobrou aktivitu proti Bipolaris sorokiniana, coz je houba tfidy Ascomycetes, napadajici
rostliny. Nejlep§i aktivita byla pozorovana u latek TS (R = 3-F, MIC= 4 pg/ml; 16,58 mM)
a T2 (R =3-CHj3, MIC= 8 ug/ml; 33,71 mM), kdy jsou inhibi¢ni koncentrace srovnatelné se
standardem Benomyl. U latek T4 (R =2-F), T6 (R =3-CF;)a T14 (R =2-F-5-Br) byla
pozorovana stfedné silna aktivita (MIC=16 ug/ml) proti tomuto patogenu. V porovnani
s aktivitou proti B. sorokiniana byly hodnoty MIC proti Fusarium avenaceum vyrazné€ vyssi.
Jedind latka vykazujici vyznamnou aktivitu (MIC= 16 pg/ml, 54,93 mM) byla Té6
substituovana trifluormethylem v pozici C)'.

Vztah struktury a aktivity hodnocenych sloucenin proti B. sorokiniana je vyjadien
v grafu na Obr. 31. Obecné¢ lze fici, ze aktivni slouCeniny byly substituovany v poloze Cg),
Cgss), nebo Ci4). Pfi odstranéni neaktivnich sloucenin (vyznacenych v grafu prazdnymi
symboly) lze pozorovat bilinearni zavislost. Aktivita se zvySuje se zvySujici se lipofilitou
od nesubstituovaného derivatu T1 az k TS (R = 3-F), kdy je hodnota lipofility log k = 0.23,
a pak klesa k latce T13 (R = 3,5-CF3). Toto pozorovani je v opozici s vysledky zji§ténymi pro
M. tuberculosis, coz mize byt vysvétleno rozdilnou stavbou mezi mykobakterialni a fungalni

bunécnou sténou.
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Obrazek 31: Vztah mezi in vitro aktivitou hodnocenych derivatd cinnamamidd vaci
B. sorokiniana log(1/MIC [M]) a jejich lipofilitou (vyjadiena jako log k). Slouceniny
vytazené z hodnoceni jsou znazornény prazdnymi symboly.

4.5.9 Inhibice germinace Bipolaris sorokiniana derivaty cinnamamidu

U vSech sloucenin byla hodnocena schopnost inhibovat kli¢eni spor B. sorokiniana.

Latky byly testovany ve dvou koncentracich (128 and 256 pg/ml) a schopnost inhibice
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germinace byla vyjadiena jako procento nenakliCenych spor v porovnani s kontrolou.

Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 8.

Tabulka 8: Inhibice germinace B. sorokiniana derivaty cinnamamida.

Sloud. Konc. Inhibice [ %] ve srovnani Sloud. Konc. Inhibice [ %] ve srovnani
[ug/ml] s neg. kontrolou [ug/ml] s neg. kontrolou
no s b o
n o e s
n 2 e s
oo s o 3
o e 2
= s e 5
- z: s 2
w o 2 o 2
o 2 . ®

Obecné lze fici, ze kromé slouceniny T6 a T7 (R =2,5-CH3) vSechny latky v obou
koncentracich inhibovaly germinaci alesponi 50 % spor. Efekt byl koncentracné zavisly u latek
T10 (R = 3,4-Cl), T15 (R = 2-Br-5-F) a T16 (R = 2-CI-5-CF3). U latky T7 pouze koncentrace
256 pg/ml byla schopna inhibovat alesponi toto mnozstvi, latka T6 inhibovala pouze 18,4 %
spor v koncentraci 256 pg/ml a 26,7 % spor v koncentraci 128 pg/ml. VySsi aktivita pfi nizsi
koncentraci mohla byt zptsobena vysokou lipofilitou latky a tim padem horsi rozpustnosti
ve vyssi koncentraci. Stejny efekt byl pozorovan u latek T1 a T3 (R = 4-CH3). Je zajimavé,
ze slouCenina T6, ktera vyrazné inhibovala rist mycelii obou hodnocenych hub, nevykazovala
zadny efekt na inhibici germinace.

Slouceniny T2 (R=3-CH3), T4 (R=2- F), TS (R=3-F) a T14 (R =2-F-5-Br)
vykazovaly celkové slibné vysledky v boji proti B. sorokiniana, nebot mély dobry efekt
jak na rist mycelia, tak na inhibici germinace. Nejaktivngjsi latka TS inhibovala 80 % rustu

myecelia pfi koncentraci MIC(80)= 4 pg/ml/16,56 pM.

4.5.10 Toxicita vuci rostlinnym buiikam vybranych derivata cinnamamida

U latek vykazujicich nejvyssi antifungélni aktivitu T2, TS, T6, a T14 byla hodnocena

in vivo toxicita vaci rostlinnym burikam. Pro tento experiment byla pouzita rostlina Nicotiana
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tabacum var. Samsun (Szab¢ et al., 2008) Vysledky po injek¢ni aplikaci sloucenin do listi
rostlin jsou viditelné na fotografiich na Obr. 32. Hodnocené slouceniny stejné jako kontrolni
roztok DMSO o stejné koncentraci nemély zadny viditelny toxicky efekt na buriky. Oproti
tomu kontrolni roztok 5% DMSO vykazoval vyrazny toxicky efekt, ktery se projevoval jako
ztrata chlorofylu v zasazené oblasti.

Predpoklad o netoxicité testovanych slouCenin vici rostlinnym bunkam je podporen
i vysledky PET-inhibi¢ni aktivity, provedené Dr. Kosem. V porovnani se standardem
Diuronem (DCMU, 3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea), byl inhibi¢ni efekt na transport
elektrontl u téchto derivati asi 30—60krat mensi. Testované derivaty cinnamamidu, zejména
slouCenina TS, jsou tedy perspektivnimi latkami pro dalsi studium na poli rostlinnych

fungicidi.

Obrazek 32: Toxicky efekt 5 % DMSO (A) na list to Nicotiana tabacum v porovnani
s nexotickym efektem slouceniny T2 (modry kruh), TS (Cerveny kruh), a T6 (¢erny kruh) (B)
a netoxickym efektem latky T6 (Serny kruh) a T14 (Zerveny kruh). (C) Cemé tecky

v injektované oblasti latky T5 jsou zptasobeny poskozenim listu injekéni jehlou.
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4.5.11 Inhibic¢ni aktivita derivata cinnamamida na Plasmodium bergei

U vybranych derivati byla hodnocena inhibi¢ni aktivita proti hepatalni fazi rastu
parazita Plasmodium bergei. Aktivita slouCenin byla hodnocena v koncentracich 1 uM
a 10 uM. Vysledky jsou zobrazeny v grafu na Obr. 33 jako procenta inhibice rustu parazita
a procenta konfluence hepatocyti v porovnani s kontrolou, kterou bylo DMSO ve stejné
koncentraci jako ve vzorcich (0.1 %). U sloucenin T10, T8, T6 a T18 doslo pii koncentraci
10 uM k bakterialni kontaminaci, ktera se projevila jako prudké zvySeni bunécné konfluence,
a proto byly tyto hodnoty vytazeny.

Jedina sloucenina s aktivitou proti P. berghei byla latka T13, ktera v koncentraci
10 uM snizila infekei na 2,14+1,15 % a v koncentraci 1 uM na 60,6+44,4 %. VSechny ostatni
slou¢eniny byly neaktivni.

Aktivita derivatd kyseliny skoficové proti puvodcim malarie je znama jiz fadu let.
V roce 1992 publikovali Kanaani a Ginsburg (1991) studii zabyvajici se efektem derivata
kyseliny skoficové na intra-erytrocytalni fazi P. falciparum. Aktivita slouCenin byla zavisla
na jejich lipofilité. Nejvyssi inhibi¢ni efekt slouceniny T13 tedy muze byt vysvétlen jeji

nejvyssi lipofilitou z celého testovaného souboru.
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Obrazek 33: Inhibi¢ni aktivita vybranych derivati cinnamamidi proti hepatalni fazi

Plasmodium berghei.

4.5.12 Inhibice sortasy

U sloucenin T6 a T13 byla hodnocena schopnost inhibice sortasy. Sortasy jsou

skupina membranové vazanych transpeptidas, které se nachazi u grampozitivnich bakterii.
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Sortasa A katalyzuje vznik amidové vazby mezi peptidoglykanovymi vrstvami.
Pro hodnoceni byl pouzit set SensoLyte 520 Sortase A Assay Kit od firmy Anaspec
(viz metodiku). Inhibice byla méfena jako inhibice fluorescence vzhledem k negativni
kontrole. Jako pozitivni kontola byla pouzita sloucenina 4-(hydroxymercuri)benzoova
kyselina, ktera je prokazanym inhibitorem sortasy s hodnotou ICsy = 50,6 nM.

Hodnoty fluorescence Ex/Em 490/520 nm byly méfeny po dobu 60 min. Jak je vidét
z Obr. 34, slouCeniny TS6 ani TS13 neinhibuji sortasu. U referenc¢ni slouceniny byla

po uplynuti 60 minut nameéfena inhibice 83,13+1,7 %.
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Obrazek 34: Inhibic¢ni aktivita slouenin T6 a T13 na enzym sortasa A.

4.5.13 Zavér

Bylo otestovano 16 slouCenin odvozenych od cinnamamidu. Vyznamna
antistafylokokova aktivita byla prokazana pouze u slou¢enin T6 (R =3-CF;) a T13 (R =
3,5-CF3). Slouceniny zvySovaly aktivitu ciprofloxacinu proti ciprofloxacin-rezistentnimu
izolatu MRSA SA 630, coz mohlo byt ovlivnéno interakci s efluxnimi pumpami. Tyto latky
zaroven inhibovaly a eradikovaly biofilm S. aureus v koncentracich rovnych MIC a MBC.
Na zakladné dobré antibiofilmové aktivity a strukturni podobnosti s publikovanymi inhibitory
byly latky hodnoceny také jako inhibitory quorum sensing uw Chromobacterium violaceum,
tato aktivita u nich ale prokazana nebyla. Sloucenina T13 méla také jako jedina aktivitu
na hepatalni stadium parazita Plasmodium berghei.

Sloucenina TS (R = 3-F) m¢la nejvyssi aktivitu proti rostlinnému patogenu Bipolaris

sorochiana, a to jak pfi hodnoceni inhibice mycelia 1 germinace spor, a zarovei neinhibovala
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PET, nepusobila toxicky na bunky pokozky listi Nicotiana tabacum pii in vivo experimentu
a byla nevyznamné toxicka i vii¢i humannim lymfocytim fady THP-1. Diky selektivité je tato
slouCenina perspektivni pro dalsi studium jako fungicid pii ochrané rostlin.
Zaveéry lze shrnout do nekolika bodi:
e Aktivita derivati cinnamamidi proti stafylokokiim nezavisi na pfitomnosti genu mec-
A aje pozitivné ovlivnéna substituci triflumethylovymi skupinami
e Slouceniny T6 a T13 inhibovaly a eradikovaly biofilm v koncentracich rovnych jejich
MIC a MBC proti plaktonickym buitkam a nemély vliv na quorum sensing
u Ch. violaceum
e Slouceniny T6 a T13 zvySovaly aktivitu ciprofloxacinu proti ciprofloxacin-
rezistentnimu izolatt MRSA SA 630
e Jedina sloucenina T13 vykazovala aktivitu proti Plasmodium berghei
e Sloucenina TS5 vykazovala silnou inhibi¢ni aktivitu na rast a klieni Bipolaris

sorokiniana bez toxického vlivu na listy rostliny N. tabacum a procesy fotosyntézy.
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4.6 Protiinvazivni aktivita derivatu thiosemikarbazonu

Thiosemikarbazony jsou skupina latek obsahujicich dusik a siru, které jsou schopny
tvotit komplexy s kovy (Cavusoglu et al., 2018). Mezi jejich farmakologické ucinky patfi
efekt antibakterialni (Khan & Yusuf, 2009; Bisceglie et al., 2020, Govender et al., 2019),
antivirovy (Padmanabhan et al.,2017), cytostaticky (Whitnall et al., 2006; Kovacevic et al,
2011; Serda et, 2014) nebo antifungalni (Opletalova et al., 2008). V poslednich letech se
zkouma 1 moznost jejich vyuziti v 1écbé Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby. Slouceniny
pusobi naptiklad jako MAO-inhibitory (Mathew et al., 2018).

Presny mechanismus antibakterialniho a cytotoxického pusobeni thiosemikarbazont
neni znam, ale na zakladé fady studii popisyjicich interakce s riznymi bunécnymi strukturami
1ze fici, ze latky interaguji s celou fadou struktur v prokaryotickych i eukaryotickych bunkach.
Latky naptiklad vyvolavaji disrupci membranového potencidlu a interaguji s plazmatickou

membranou (Singh, 2016).

4.6.1 Charakteristika hodnocenych derivatu thiosemikarbazonu

Slouceniny byly pfipraveny vtymu prof. Polanského a prof. Musiola ze

Slezské univerzity v Katowicich. Syntéza je znadzornéna na Obr. 35.

N N N -R
S ™\ 5 (N
%fm‘n’(j * “N‘-_f R |:|I:u:ﬂm|u %"’H"‘H/"\V’J
S 5
N‘:-"ll KI\H;H nydrazing hydrats H [/-\NF "
%H\E/N\f'] EtOH, imidazole HzN‘N“n"N‘\/J
5

2
-
=0
-

" MW H K\Nr
- H
-12M’H“‘T|"N\"J * R ™H EtOH, AcOH R‘LW‘N N\/J

R1
ﬂ-tj:m: i OH
N OMe Br
H

2-amiinepirgdy’ vanmlyl salloyl

Obrazek 35: Syntéza derivat thiosemikarbazond.
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4.6.2 Screening antimikrobialni aktivity derivatu thiosemikarbazoni

Struktury jednotlivych hodnocenych thiosemikarbazonti jsou zobrazeny v Tabulce 9.
Inspiraci pro prvni sérii téchto potencialné antimikrobnich slou€enin byl triapin, zobrazeny

na Obr. 36.

H
N N
XN
| = \[S]/
NH,

Obrazek 36: Struktura triapinu.

NH;

Tabulka 9: Struktury hodnocenych derivati thiosemikarbazona (vyjadfeny pomoci substituenti
R' a R? navazanych na vyse uvedené obecné struktufe), hodnoty lipofility vyjadiené jako ClogP

atoxicita vuci fibroblastim linie NHDF a bunécné liniit HCT 116 (buriky humanniho stfevniho

karcinomu). Cytotoxicita a ClogP byly stanoveny na Univerzité v Katowicich.

.R?
RN
S
Slou¢. R' R’ ClogP HCT 116 [uM] NHDF [uM]
N
MR169 | \©\ 1,7120,70 1,450+0.452 >25
NH, N
s W,
MR203 | 3.56+0,70 0,308+0,022 >25
we Q)
N\ N
MR191 I | 2,68+0,65 6,94+2 30 13,5244,76
Z NH, =
N\ N\
MR174 | _ 2.57+0.70 0,422+0,113 >25
NH, CF3
MR60 HO/©/ \©\OCH3 2,36+0,67 >25 Nd
OCH,4
MR204 HOQ/ O 4,7140,67 22,55+1,36 -
Jew, Q)
Cl
MR101 Ho \@ 4,12+0,69 12,10+1,03 >25
OCHs cl
N\
MR105 HO [ 1,64+0,67 >25 Nd
OCHj,4
Br
MR38 \Cf \O 4.2420,68 13.16£1,54  21.51£3,02
OH
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Br
MR47 \Cf \© 3.4940.69 8.0341.23 19.932.81
OH
Br
MR36 \Cf \©\ 3.3020,69 7.99+172 15.62£0.92
OH OCH;
Br:
MR39 \@ \Q 3.9420.70 6.57+4.56 17.0343.76
OH NO,
Br.
MR45 \©\/ - 3.370.74 5,30+1,33 525
OH SN
Br.
MR92 \©\/ \Q 4262073 4,58+0.45 18,5352
OH Br
Br
MR90 \@( L 474+0.72 4765078 14.48£0,79
OH CFa
Br cl
MRY3 \©\/ \C[ 5.0520.74 5,380,63 525
OH Cl
Br. N
MR94 \Cf S 2.5720,70 9.56+1,00 525
=
OH
Br: N\
MRY1 \©\/ ® 422+0.73 4,00£0,62 525
OH CF3
OH H (\o
MRS80 HsCO \N’N\H/N\) 0,81+0,64 >25 -
S
NO, H (\o
MR206 \NINTNJ 1,65£0,67 ) )
S
Sf
MR253 8 H @ 4,8840,66 - -
St
S
O Cl /©/N02
N
MR63 Q 6,98+0,66 - -
/©/OCH3
N
MR256 @ 6.890,67 ; ;

4.6.3

Screening antibakterialni aktivity derivatu thiosemikarbazonu

Minimalni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace derivati thiosemikarbazoni byla

stanovena na 4 izolatech S. aureus a na referencnim izolatu E. faecalis ATCC 29213.

Vysledky jsou zobrazeny v Tabulce 10.
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Tabulka 10: MIC a MBC (Jug/ml], resp. [uM]) hodnoty derivati thiosemikarbazonu proti
stafylokoktm a E. faecalis ATCC 29213. (APM = ampicilin, CPX = ciprofloxacin)

MIC (MBC) [pg/ml] / MIC (MBC) [uM]

Sloud. S. aureus ATCC MRSA SA E. faecalis
29213 MRSA 63718 MRSA SA 630 3202 ATCfC 20212
Iriapine 64 (128)/ 64 (64)/ 128 (256)/ 64 (256)/ 256 (>256)/
328 (656) 328 (328) 656 (1311) 328 (1311) 1311 (>1311)
VIR16S 64 (>256)] 256 (>256)] 64 (256)/ 32 (>256)/ 32 (>256)]
175 (>701) 701 (>701) 175 (701) 87.5 (>701) 875 (>701)
VIR203 64 (>256)/ 128 (>256)/ 64 (>256)/ 128 (128)/ 32 (>256)/
148 (>594) 207 (>594) 148 (>594) 297 (297) 743 (>594)
Rio1 128 (5256)/ 32 (32) 32 (>256)/ 32 (256)/ 5256 (>256)]
374 (>749) 93.7(93.7) 93.7 (>749) 93.7 (749) 749 (>749)
RI7A 32 (>256)/ 5256 (>256)) 128 (>256)/ 32 (>256)] 64 (>256)/
78.1 (>625) 625 (>625) 312 (>625) 78.1 (>625) 156 (>625)
VRGO 64 (>256)/ 128 (256)/ 128 (>256)/ 64 (>256)/ 256 (>256)/
159 (>639) 319 (639) 319 (>639) 159 (>639) 639 (>639)
MR204 5256 (>250)/ 5256 (>256)) 5256 (5255)) 5256 (>256)] 64 (>256)/
>555 (5555) 5555 (>555)  >555(>555) 555 (5555) 138 (>555)
VRIOL 64 (64)/ 256 (256)/ 64 (>256)] 128 (128)/ 5256 (>256)]
146 (146) 583 (583) 146 (>583) 291 (291) 5583 (>583)
MR10S 32 (32)/ 64 (64)/ 256 (>256)/ 64 (64)/ 5256 (>256)/
86 (36) 172 (172) 689 (>689) 172 (172) 5689 (>689)
RS 128 (>256)/ 128 (>256)/ 128 (>256)/ 64 (128)/ 64 (>256)/
301 (>602) 301 (>602) 301 (>602) 150 (301) 150 (>602)
R 64 (>256)/ 128 (>256)/ 128 (>256)/ 64 (>256)/ 256 (>256)/
153 (>610) 305 (>610) 305 (>610) 153 (>610) 610 (>610)
RGe 5256 (>250)/ 5256 (>256)) 5256 (>256) 5256 (5256)/ 256 (>250)/
571 (>571) 571 (>571) S571(>571)  >571 (>571) 571 (>571)
I 5256 (>250)/ 5256 (>256)) 128 (>256)/ 128 (>256)/ 5256 (>256)/
551 (>551) 5551 (>551) 275 (>551) 275 (>551) 5551 (>551)
RS 5256 (>250)/ 128 (256)/ 128 (>256)/ 128 (5256))  >256 (>256)/
5576 (>576) 288 (576) 288 (>576) 288 (>576) 5576 (>576)
o2 256 (>256)] 5256 (>256)) 128 (>256)/ 256 (>256)) 5256 (>256)/
516 (>516) 5516 (>516) 258 (>516) 516 (>516) 5516 (>516
VIR0 32 (128)/ 64 (>256)/ 64 (>256)/ 64 (>256)/ 5256 (>256)]
65.6 (262) 131 (>525) 131 (>525) 131 (>525) 5525 (>525)
VRO3 128 (128)/ 256 (>256)] 256 (256)/ 256 (256)/ 5256 (>256)]
262 (262) 524 (>524) 524 (524) 524 (524) 5524 (>524)
IR0t 16 (>256)/ 64 (>256)/ 16 (>256)/ 32 (256) 5256 (>256)]
38.1 (>609) 152 (>609) 38.1 (>609) 76.1 (>609) 5609 (>609)
TRo1 64 (>256)] 128 (>256)/ 64 (256)/ 64 (>256)/ 256 (>256)/
131 (>524) 262 (>524) 131 (524) 131 (>524) 524 (>524)
VRS0 64 (64)/ 128 (128)/ 128 (128)/ 64 (128)/ 5256 (>256)/
198 (198) 396 (396) 396 (396) 198 (396) 5729 (>792)
VK206 64 (>256)/ 128 (>256)/ 256 (>256)/ 128 (128)/ 5256 (>256)/
218 (>873) 436 (>873) 873 (>873) 436 (436) >873 (>873)
VR2S3 128 (256)/ 128 (256)/ 128 (>256) 256 (>256) 128 (>256)/
328 (656) 328 (656) 328 (>656) 656 (>656) 328 (>656)
o 5256 (>256)/ 5256 (>256)) 5256 (>3256) 5256 (>256)/ 5256 (>256)/
>502 (>502) 5502 (>502)  >502(>502) 502 (>502)  >502 (>502)
VR256 64 (64)/ 5256 (>256)) 128 (>256)/ 128 (128)/ 64 (>256)/
133 (130) 5517 (>517) 259 (>517) 259 (259) 130 (>517)
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APM 2(2)/ >16 (>16)/ >16 (>16)/ >16 (>16)/ 0,5 (0,5)/

5.7(5,7) >45.8 (>45,8) >45.8 (>45,8) >45.8 (>45,8) 1 (D)
CPX 1(1)/ 8 (8)/ 64 (128)/ 8 (8) 1(1)/
33) 24.1 (24,1) 192 (385) 24.1 (24,1) 3,03,0)

Aktivita hodnocenych derivati thiosemikarbazoni proti grampozitivnim patogenim
byla celkové nizka. Pouze slouceniny MR94, MR90, MR45, MR174, MR105 a MR93 mély
vy$§i aktivitu vaci S. aureus ATCC 29213 nez referenéni slouenina triapin. Zadna z latek
nemela vyssi aktivitu nez referencni antibakterialni latky ciprofloxacin a ampicilin. Pokud
vezmeme v potaz cytotoxickou aktivitu jmenovanych latek, MIC proti stafylokokim je vyssi
nez hodnota ICsy vici sttevnim burikam. U slouceniny MR 105 nelze piesny selektivni index

urcit, jelikoz hodnota ICs je vyssi nez limit méfeni 25 uM.

4.6.4 Screening antimykobakterialni a antifungalni aktivity derivata

thiosemikarbazonu

Na zakladé chemické struktury byla u derivati thiosemikarbazont predpokladana
antimykobakterialni a antifungélni aktivita, proto bylo hodnoceni provedeno proti vSem
dostupnych izolatim rodu Mycobacteria a Candida. U M. smegmatis byla navic stanovena

minimalni baktericidni koncentrace. Vysledky jsou prezentovany v Tabulce 11.

Tabulka 11: Antimykobakterialni a antifungalni aktivita derivath thiosemikarbazona.
UM smegmatis byly stanoveny hodnoty MIC i MBC ([ug/ml], resp. [uM]). U ostatnich

mikroorganismi byly stanoveny pouze hodnoty MIC.

MIC (MBC) [ug/ml] / MIC (MBC) [uM]

Sloué. Mtb M. smegmatis M. kansasii M. marinum  C. albicans  C. krusei  C. parapsilosis
H37Ra ATCC 700084 DSM 44162 CAMP5644 CCM8361 CCMS8271  CCM 8260
. 4 (128)
Triapin 32164 0 (00 32/164 32/164 32/164 32/164 32/164
MR169  32/87.5 64 (64)/ 64/175 64/175 4109  0.5/137 4/10.9
: 175 (175) ‘ S/ ‘
256 (>256)/
MR203 4929 () 4/9.29 2/4.65 0.25/0.58  0.25/0.58 0.5/1.16
256 (>256)/
MRI91 128374 SO0 4/11.71 2/5.86 1/2.93 0.5/1.46 0.5/1.46
32 (256)/
MRIT4 128312 00 4/9.76 2/4.88 1244  0.25/0.61 0.5/1.22
256 (256)/
MRG0 165399 et 32/79.9 128/319 16/39.9 8/19.9 4/9.99
MR204  64/138 2020/ ng078 s1085278  2/434 4/8.68 4/8.68
555 (555)
64 (256)/
MRIOL 64146 pC008 16/36 64/146 2/4.55 8/18.21 1/2.28
64 (128)/
MRI0S 128345 0L 128/345 256/689 64/172 32/86 128/345
128 (128)/
MRS 440 o) 16/37.6 32/75.2 4/9.40 8/18.8 32/75.2
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32 (>256)/

MRa7 128505 SO0 256/610 128/305 32/76 1/2.38 64/153
S128/28 128 (128)/
MR36 p 256 256, 256/571 256/571 32771 1/2.23 64/143
5256 (>256)]
MRI 16544 o0 OB sasepssi >2s6pss1 08108 0.250.54 2/4.31
5256 (>256)/
MRas 32720 o RO 256576 >256/>576 05143 0.250.56 1/2.25
32 (64)
MR92  64/129 P 64/129 128/258 16/323 165323 32/65
64 (128)/
MR 32656 {350 16/32.8 64/131 4821  0.5/1.03 2/4.10
64 (128)/
MR93 32655 (00 16/32.7 128/262 2410 0.5/1.02 2/4.10
128 (128)/
MRo4  819.03 5o OO 32/76.1 128/304 4952 0.5/1.19 64/152
MR91  16/32.7 16;‘1(2222/) 16/32.7 128/262 1/2.05 0.5/1.02 8/16.38
MRSO  >I28 256 (256) 256 256 64 128 128
VRass 0296 5256 (5256) 2561 5256/ 5256/ 128/ 256/
5656 5656 (>656) ~656 ~656 5656 328 5656
S128/ 128 (>256)/

MRS U i sed 25604 >2565504 3263 64/126 32/63
CPX  16/483  0.125/04 13.0 0.25/0.75 - - -
AMFB - — — — 11 222 222
5.FLU = = = = /7.7 16/124 0.125/1

Antimykobakterialni a zejména antifungalni aktivita hodnocenych thiosemikarbazont
byla v porovnani s aktivitou proti grampozitivnim bakteriim mnohem vy3si. Pro pfehlednost
jsou vSechny minimalni inhibi¢ni koncentrace niz§i nez 5 uM oznaCeny v Tabulce 11 tucné.

Slouceniny MR203, MR174, MR169 a MR191 se liSily pouze v substituentu Rz;
substituent R' byl u viech 3-aminopyridin-2-yl. Slouenina MR203 byla aktivni proti
nejsir§imu spektru patogent; s vyjimkou M. smegmatis byly vSechny hodnoty MIC <10 uM.
Sloucenina byla proti M. tuberculosis aktivn€jsi nez vSechny referencni antibakterialni latky
ciprofloxacin, rifampicin a isoniazid, a proti vSem kmenu Candida méla nizsi hodnoty
minimalni fungistatické aktivity nez flucytosin a amfotericin B. Slouc¢enina MR203 méla
ovSem nejnizsi hodnotu ICsy vuéi stfevnim bunikam, a tato hodnota byla asi polovicni
vzhledem k nejniz§i hodnot¢ MFC. Aktivita této slouCeniny je tedy zavisla na jejim
nespecifickém cytotoxickém pusobeni. Podobny pomér cytotoxického a antifungalniho
pusobeni byl pozorovan u latky MR174, ktera byla navic jako jedna z mala aktivni proti
S. aureus (viz vyse).

Slou¢enina MR191 se od MR174 lidila pouze nepfitomnosti skupiny CF;
na aminopyridinu. Tato zména neovliviiovala antimykobakterialni ani antifungalni aktivitu,

ale méla vyrazny vliv na sniZeni cytotoxicity. U slouteniny MR169 se v poloze R nachazel
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4-kyanofenyl. Tato zaména vedla k vyraznému snizeni aktivity v porovnani s pfedchozimi
slouceninami.

Dalsi poskupina slou¢enin MR60, MR204, MR101, MR105 byla substituovana v R!
pozici 4-hydroxy-3-methoxyfenylovou skupinou a lifila se substituenty v pozici RZ.
Antifungalni aktivita byla nasobné vyS$i nez antimykobakteridlni. ZvySeni lipofility
substituentu R* (MR101, MR204) vedlo ke zvyseni aktivity, ale i cytotoxického plisobenti,
ackoliv hodnoty ICsg i index selektivity byly vys§i nez v predchozi podskuping. Slouceninou
s nejlepSim selektivnim indexem proti C. krusei byla latka MR204. Nahrada substituovaného
benzenu (slouceniny MR101, MR60) za pyridin (MR105) vedla ke snizeni toxicity
ale bohuzel 1 aktivity.

Tieti podskupinu tvofilo 10 sloudenin nesouci 5-brom-2-hydroxyfenyl v pozici R’
ardzné substituenty v pozici R%. Derivat MR38 substituovany v poloze R* cyklohexylem
vykazal vysokou aktivitu proti M. tuberculosis (srovnatelnou s MR203 a s rifampicinem).
Podobné méla vysokou aktivitu i sloucenina MR94 substituovana pyridin-2-ylem. Na druhou
stranu se ukazala byt MR38 pouze stfedné uc¢inna na patogeny rodu Candida v porovnani
s MR94. Ve skupiné derivatu majicich piperazin substituovany fenylem lze vysledovat urcité
trendy v ramci vztahd mezi strukturou a antimikrobialni aktivitou. Celkové nejnizsi aktivita
proti M. tuberculosis byla pozorovana u MR47 a MR36 lisici se od fenylového derivatu
MR47 pouze methoxyskupinou v poloze C)'. Obé€ slouCeniny maji rovnéz srovnatelnou
antifungalni aktivitu, toxicitu a nejnizsi lipofilitu. Nesubstituovany fenyl, resp. pfitomnost
hydrofilni elektron-donorové methoxyskupiny nema tedy na aktivitu zadny vliv. Zaména
methoxyskupiny v poloze Cy4)' za nitro (MR39), resp. kyano (MR45) skupinu vede ke
zvySeni antimykobakterialniho 1 antifungalniho ucCinku pfiblizné Ctyfnasobné. Substituce
4-CN skupinou zaroven vedla ke snizeni toxicity v porovnani s MR39 (4-NO,) a MR36
(4-OCH3). Obé skupiny zvySuji lipofilitu sloucenin (ClogP 3,37, resp. 3,94), ale piedev§im
vykazuji vyrazny elektron-akceptorovy efekt; elektronovy o parametr pro cely substituovany
fenylovy fragment vzroste z 0,36 (pro MR36), resp. 0,60 (pro MR47) na 1,05 (pro MR45)
al,14 (pro MR39), kterd& méa nejvy$si antituberkulotickou aktivitu. V podskupiné
halogenovanych derivatt MR90, MR92 a MR93 lisicich se typem halogenové substituce
na fenylu se aktivita proti M. tuberculosis zvySuje se zvysujici se lipofilitou v poradi MR92
(4-Br) < MR 90 (4-CF3) = MR 93 (3,4-Cl) a zaroven 1 se zvySujicimi se elektron-
akceptorovymi vlastnostmi 0,74 (4-Br) << 0,95 (4-CF3) = 1,19 (3,4-Cl). Blizka aktivita
sloucenin MR90 a MR93 je pravdépodobné zpusobena bioisosterii skupin CF; a 3,4-Cl.

Podobna zjisténi plati 1 pro antifungalni aktivitu, kdy predev§im v zavislosti na elektron-
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akceptorovych vlastnostech substituenti v poloze C4)' benzenového jadra vzrista aktivita.
Lipofilita neni tak klicovy parametr ani pro antifungalni aktivitu. K podobnym zavérim
dospéli napt. i Opletalova et al. (2008) pifi hodnoceni antifungélni aktivity derivati
thiosemikarbazona nesoucich pyrazinovy kruh. Lze tedy spekulovat, zda pfitomnost skupin,
které jsou pfitomny ve slouceninaich MR39 a MR45, schopnych vytvaret vazby
s intracelularnimi  biomolekulami a zpusobujici elektronovy deficit thiosemikarbazonu
umoziuji interakce téchto slouCenin se specifickymi metabolickymi pochody v buikach
kvasinek, coz vede k selektivnimu zvySeni aktivity. Jmenované slouceniny maji také nejvyssi
index selektivity z celého testovaného souboru a jsou tedy dale zajimavé z hlediska studia
antifungalni aktivity.

Ctvrtou skupinu tvoiily slouGeniny, u kterych byla provedena zména v zakladnim
skeletu. Slouceniny MR80 a MR206 byly misto piperazinu substituovany morfolinem,
cozvedlo k totalni ztraté antifungalni i1 antimykobakterialni aktivity. Slouceniny MR63,
MR253 a MR256 byly v pozici R' substituované thioxantenem namisto substituovaného
benzenu nebo pyridinu. Mirnou aktivitu vykazal pouze derivat MR63 s R* substituci 4-NO,
na fenylu. U slou¢eniny MR253 doSlo rovnéz kzaméné piperazinu substituovany

morfolinem, coz zpusobilo ztratu jakékoli antimikrobialni aktivity.

4.6.5 Antibiofilmova aktivita vybranych derivatu thiosemikarbazonu

Vzhledem k dobré antifungalni aktivité¢ byly vybrané slouceniny testovany z hlediska
schopnosti inhibovat vznik biofilmu C. albicans. Vysledky jsou zobrazeny v grafu na Obr. 37.
Minimalni fungistatické koncentrace a minimalni biofilmové inhibi¢ni koncentrace jsou

porovnany v Tabulce 12.
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Obrazek 37: Inhibice rastu biofilmu C. albicans vybranymi derivaty thiosemikarbazonda.
Pozn: U slouceniny MR36 neni pro prehlednost grafu zobrazena inhibice v koncentraci 1

ug/ml, ktera byla -88.33+11,21 %.

Tabulka 12: Porovnani minimalni inhibi¢ni aktivity vyjadiené jako minimalni fungistaticka
aktivita (MFC) a minimalni biofilmova fungistatickd koncentrace (MBFCgy) vybranych
thiosemikarbazont proti planktoidnim bunkam C. albicans (MFC [pg/ml]) a bifilmu
C. albicans. (MBCFjgg [pg/ml]).

Slouc. MFC [pg/ml] MBFCg [ng/ml]
MR36 32 >128
MRS80 64 64
MR253 >128 >128
MR39 0.5 16
MR45 0.5 8
MR60 16 8
MR38 4 32
Triapin 32 128

Hodnota minimalni biofilmové fungistatické koncentrace, ktera inhibovala tvorbu
biofilmu alesponi z 80 %, byla krom¢ sloucenin MR 80 a MR 60 minimalné 4krat vyssi,
nez MFC. U latky MR80 se MBFC rovnala MFC a u slou¢eniny MR60 byla polovicni.
Vzhledem k rozdilné metodice pouzité pro ziskani hodnot MFC a MBFC a zejména
porovnavani MFCjgo s hodnotou MBFCg, se da fici, ze hodnoty jsou si rovny. SlouCeniny
tedy neinhibuji tvorbu biofilmu v koncentracich nizsich nez je hodnota MFC, naopak, nékteré

z nich v niz8ich koncentracich tvorbu biofilmu indukuji.
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4.6.6  Vliv sorbitolu na antifungalni aktivitu vybranych derivatu thiosemikarbazonu

Bunécna sténa kvasinek slouzi jako ochrana pred hypotonickym prostfedim, ve kterém
se burika nachazi a brani tak osmotickym rupturam protoplastu. Enzymy zodpovédné
za syntézu a dal§i procesy vbunécné sténé jsou tak zajimavym cilem antimykotik.
Pro zji§téni, zda hodnocené latky interaguji se syntézou bunétné stény, je mozné pouzit
experiment se sorbitolem (viz metodiku). Sorbitol jakozto osmoticky aktivni latka stabilizuje
kvasinkovy protoplast a umoziuje rust i v prostiedi inhibitora bunécné stény.

Derivaty thiosemikarbazonli s nejvyssi antifungalni aktivitou MR169, MR174,
MR203, MR45 a MR38 byly hodnoceny paralelné v médiu YNB s glukosou a v médiu
obsahujicim navic 0,8 M sorbitolu. Hodnoty MFC byly shodné v médiu obsahujicim sorbitol 1

bez sorbitolu. Slouceniny tedy neovliviuji syntézu bunécné stény C. albicans.

4.6.7 Chelatacni aktivita vybranych derivatu thiosemikarbazonu

Chelatac¢ni schopnosti thiosemikarbazonii obecné jsou povazovany za jeden
z klicovych mechanismia aktivity, u nami hodnocenych sloucCenin nebyla ale pozorovana
vyznamna korelace mezi chelataénimi vlastnosti a aktivitou.

Derivaty MR39 a MR45 vykazaly jednu z nejsilngSich antifungalnich aktivit
(rozmezi 1,04-4,31 uM) v ramci vSech hodnocenych MR derivatl, ale chelatacni aktivita
obou sloucenin byla velice nizka. Tato skuteCnost pravdépodobné souvisi s piitomnosti
elektron-akceptorovych skupin NO, a CN, které snizuji ochotu thiosemikarbazonové skupiny
chelatovat kovy (Opletalova et al., 2008). Na druhou stranu, slou¢enina MR80, jejiz jeden
dusikovy atom byl inkorporovan do morfolinu, leC jeji aktivita vici patogenim byla nizka,

vykazala vyraznou chelatacni aktivitu.
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Obrazek 38: Chelatacni aktivita vybranych derivati thiosemikarbazond.

4.6.8 Zavér

Byla zhodnocena komplexni antibakterialni, antimykobakterialni a antifungalni
aktivita 23 novych derivatd thiosemikarbazonu. Slouceniny obecné vykazovaly dobrou
aktivitu proti vS§em kandidam a mykobakteriim; aktivita proti grampozitivnim bakteriim byla
oproti tomu nizka. Slouceniny lze podle substituenti rozdélit do Ctyf podskupin. U prvni
podskupiny slou¢enin, kde byl jako substituent R' aminopyridin, mé&la antimikrobialni aktivita
uzkou korelaci scelkovou toxicitou sloucenin. U druhé podskupiny sloucenin
substituovanych v poloze R! 4-hydroxy-3-methoxyfenylem byla antifungalni aktivita vyrazné
vys§i nez aktivita antimykobakterialni. Slouceniny s nejlepsim indexem selektivity proti
testovanym kvasinkam byly latky MR204 a MR101. U podskupiny substituované v pozici R'
5-brom-2-hydroxyfenyl byla antimykobakterialni aktivita pfiznivé ovlivnéna zvySujici se
lipofilitou a pfitomnosti nitroskupiny. Sloueniny substituované thioxantenem (R') nebo
analoga s morfolinem misto piperazinu (substituce R?) ztratily jakoukoli antikrobialni
ucinnost.

U vybranych sloucenin byl hodnocen vliv na rast kvasinkového biofilmu a chelatacni
schopnosti. Zadna ze sloulenin neinhibovala tvorbu biofilmu v koncentracich niz§ich
nez MFC. Vztah mezi schopnosti chelatovat zelezo a antifungélni aktivitou potvrzen nebyl.
Chelatace tedy pravdépodobné neni klicovy mechanismus ucinku pro antifungalni pasobeni

téchto latek.
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Dosazené vysledky lze shrnout do nékolika bodu:
Neékteré derivaty thiosemikarbazont maji vyborné antifungalni ucinky proti Candida spp.
s hodnotami MFC niz§imi nez u referencnich antifungalnich latek amfotericinu B
a flucytosinu.
Pro antifungalni aktivitu je krucialni inkorporace dusiku thiosemikarbazonu
do piperazinu, ktery je na druhém dusiku substituovan bud’ objemnym a lipofilnim
substituentem (benzhydryl) nebo fenylem substituovanym skupinou s vyraznymi
elektron-akceptorovymi vlastnosmi (4-CN, 4-NO,, 3,4-Cl).
Antifungélni aktivita neni zavisld na lipofilit¢ latek a nelze vysvétlit pouhymi
chelatacnimi schopnostmi danych slou€enin, stejné¢ tak slouCeniny nemaji vliv
na bunécnou sténu C. albicans.
Pouze dvé slouCeniny inhibovaly formovani kvasinkového biofilmu v koncentraci rovné
nebo niz§i nez MFC. Naopak nékteré slouceniny tvorbu biofilmu v koncentracich nizsich

nez MFC indukovaly.
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4.7 Protiinvazivni aktivita Schiffovych bazi odvozenych od chinazolinonu

a jejich méd’natych komplexu

Shiffovy baze jsou dusikaté analogy aldehydd nebo ketonu, u kterych je karbonylova
skupina nahrazena iminovou nebo azometinovou skupinou. Vznikaji reakci priméarniho aminu
s aldehydem nebo ketonem za specifickych podminek. Jedna se o Siroce uzivané chemické
slouceniny, které maji vyuziti v organické syntéze, jako katalyzatory nebo jako barviva. Latky
nebo antipyretické (da Silva et al., 2011).

Chinazolinové jadro se vyskytuje u asi 150 piirodnich alkaloidd. Rada znich se
pouziva v tradi€ni medicing, naptiklad trypantrin s antifungélni aktivitou je soucast japonské
lidové mediciny (Sharma et al., 2011). Chinazolinonové derivaty se na zaklad¢ pozice keto
nebo oxo skupiny rozdéluji na tfi typy.

A. 2(1H)chinazolinony,
B. 4(3H)chinazolinony,
C. 2,4(1H,3H)chinazolidiony
Z téchto skupin je obvykle nejvétsi pozornost vénovana skupiné B (Asif, 2014).

4.7.1 Charakteristika hodnocenych bazi a komplexu

Slouceniny byly pfipraveny Dr. Zuzanou Hricoviniovou z Chemického tustavu
Slovenské akademie véd. Ligandy jiz byly pfipraveny a popsany diive raznymi autory
(Gudasi et al., 2006; Zahedifard et al., 2015). Struktury sloucenin a jejich molekulové

hmotnosti jsou uvedeny v Tabulce 13.

Tabulka 13: Struktury hodnocenych sloucenin.

Sloucenina Struktura
HO
Ryl
SB3 d\N/N
H

\om
SB3Cu @,\/EN/N X NO,
)D/Noz
N
H
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4.7.2  Screening antibakterialni aktivity hodnocenych bazi a komplexi

Antibakterialni aktivita byla hodnocena proti 4 izolatim S. aureus a 4 izolatim
E. faecalis. Vysledky jsou zobrazeny v Tabulce 14.

Z hodnocenych ligandii vykazovala vyznamnou antibakterialni aktivitu pouze
sloucenina SB3 substituovana nitroskupinami a to pouze proti S. aureus a MRSA izolatim.
Oproti tomu meéd'naté komplexy vykazovaly pfiblizn€ srovnatelnou aktivitu a to bez ohledu
na pouzity ligand. SlouCeniny pusobily pouze proti S. aureus; vSechny izolaty enterokoku
byly rezistentni (MIC > 128 pg/ml). Tento vysledek 1ze vysvétlit dvéma teoriemi:

a) ligand a komplex maji vlastni odliSny mechanismus antibakterialni aktivity
b) za vlastni aktivitu odpovida ligand a komplex ji pouze zvySuje zlepSenim fyzikalné-
chemickych vlastnosti. Samotné ligandy SB10 a SB12 maji antibakterialni aktivitu jen

ve vyS$Sich koncentracich.
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Tabulka 14: Antibakterialni aktivita Schiffovych bazi a jejich méd’natych komplexd. (SA=
S. aureus ATCC 29213, EF = E. faecalis ATCC 29212, cytotoxicita (ICsp) vici leukemickym
monocytim THP-1 hodnocena metodou WST-1).

MIC (MBC) [ug/ml] / MIC(MBC) [uM]

Slou¢ MRSA MRSASA  MRSA SA VRE 725
SA 63718 02 30 EF VRE342B  VRE368 B 1Ca [uM]
SB3 32(128)/ 64 (128)/ 64 (128)/ 16 (16)/ 256256 2560256/ 2560256/ 2560256/ 1011 s
71,2 (284) 141 (284) 141 (284) 35,6 (35,6) 569 (569) 569 (>569) 560(>569) 569 (>569) ’
SB3 16 (>256)/ 64 (64)/ 16 (16)/292 3 (8)/ 1280256/ 256(256) 2560256/ 2560256V (1141 17
Cu  292(>466)  116(116) (29.2) 14,6 (14,6) 233 (>466) 466 (466) 466 (>466) 466 (>466) 0
Splo 2606V >26(256/ 260256/ S256(256) 256 5256/ 32566256V >256(5256) 256 (>256)/
STI2(5712)  STIZGT12)  >TI2(712)  >TI2(712)  >STI2GT12)  >T12(712)  STIRGTI2)  T12(>712)
SB10 32(32)/ 32(32)/ 3 (8) 8(8)/ 2560256/ 2562560 2560256 256256 (5041 43
Cu  698(69.8) 69,8(69.8) 174 (17.4) 174(174)  558(>558) 558 (558) 558 (>558)  558(558) D
Spla 6026/ >260256) 128256/ 128(5256) 260256V 2560256/ 2560256/ 2560256/ g gy 13
S610(610)  >610(>610) 305 (610) 305(>610)  >6100610)  610(>610) 610(>610)  610(>610) °
SB12 64 (64)/ 32(32)/ 16 32y 16 (16)/ 2560256/ 1280256/ 2560256/ 2560256V .1 5
Cu 123(123)  61,7(61,7) 308(61,7)  30,8(30,8)  493(>493)  246(>493)  493(>493)  493(>493) 7
AMP 212)/ 16 (>16)/ S16(>16)  >16(>16)/ 1(1y 4@y 4@y 4@y
57/5,7 458(458)  >458(458) >458(458) 28(2.8) 115(11,5) 115115  115(115)
CPX 1(1)/ 8 (8)/ 8 (8)/ 64 (128)/ 1(1)/ 1(1)/ 1(1)/ 64 (64)/

33) 24.1(24,1) 24.1(24,1) 192 (385) 3,0 (3,0) 3,0 3,0) 3,0 3,0) 193(193)

U sloucenin byla hodnocena cytotoxicka aktivita vuci lymfatickym monocytim THP-
1. Hodnoceni bylo provedeno Mgr. Lucii Cernou z RCPTM a hodnoty ICsq jsou uvedeny
v Tabulce 14. Na prvni pohled je ziejmé, Ze cytotoxicky efekt komplexd byl nasobné vyssi
nez samotnych ligandd. Jedina sloucenina bez cytotoxického efektu na lymfocyty byla SB10,
ktera ale nevykazovala zadnou antibakteridlni ani antimykobakterialni aktivitu (viz dale).
Nejaktivnéjsi ligand SB3 mél stfedni aktivitu toxicity (ICsp=12,74+1,15 uM), tato hodnota
byla ale stale skoro trojnasobna oproti nejniz§i hodnoté MIC dosazené proti stafylokokiim
(MIC= 36,5 uM). Vytvoreni komplexu SB3Cu vedlo k vice nez Ctyficetinasobnému zvySeni
cytotoxického efektu, ale antibakterialni aktivita vzrostla pouze dvojnasobné. Vytvoreni
komplexu tedy nevede ke zvySeni selektivni aktivity proti bakteriim.

Sloucenina SB3 jiz byla z hlediska cytotoxického efekt podrobné charakterizovana.
Hricoviniova et al. (2018) hodnotili toxicitu na linii hepatocyti HepG2. Tento model se
pouziva pro studium jaterniho metabolismu a toxicity xenobiotik a genotoxik. Toxicita
slouceniny SB3 byla pouze nevyznamna, takze ICsy nebylo mozné stanovit.

Zahedifard et al. (2015) pfipravili slouceninu SB3 a studovali jeji efekt na nadorové
bunky linie MCF7. Sloucenina vyvolavala apoptéozu zvySenim tvorby ROS, coz vedlo

k disrupci mitochondrialniho membranového potencialu a tniku cytochromu ¢ do cytosolu.

.....
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a7, coz vedlo k apoptoze. Latka navic indukovala apoptozu i vnéjsi drahou aktivace, aktivaci
kaspazy 8.

Existuyje tfada studii popisujicich antibakterialni aktivitu strukturné podobnych
Shiffovych bazi a jejich komplexti, vétSina je ale zaméfena na slouCeniny obsahujici
dihydrochinazolin-4(3H)-on. Zhang et al. (2016) popsali syntézu a antibakterialni aktivitu
Shiffovych bazi odvozenych od bis-2,3-dihydrochinazolin-4(1H)-onu. Slouceniny byly
aktivni zejména proti S. lactis a S. aureus, aktivita proti gramnegativnim patogenim byla
nizka. Aktivita latek se zvySovala zavedenim halogenu, ktery zvySoval lipofilitu a stabilitu
slouceniny. Nahrada benzenu za pyridin nebo furan taktéz vedla je zvySeni aktivity. Prasad et
al. (2011) studovali diorganotinové komplexy odvozené od 4(3H)-chinazolinu.
Antibakterialni aktivita komplext byla ve srovnani s ligandem asi dvojnasobna, coz autofi
vysvétluji na zakladé Tweedyho chelatanc¢ni teorie. Chelatace vede ke zvysSeni lipofility
slouCenin, coz usnadiuje jejich prinik do bunky a tim vede ke zvySeni antibakterialni
aktivity. U sloucenin byla prokézéana schopnost interkalacné se vazat na DNA. Ke stejnym
vysledkiim ohledné zvyseni lipofility dospé€l i Al-Amiery (2012), Islam et al. (2011) nebo
Raman et al. (2014). V téchto studiich ovSem nebyl hodnocen cytotoxicky efekt
na eukaryotické burky. Swamy et al. (2013) pfipravili médnaty komplex odvozeny
od 4(1H)chinazolininu s potencialnim antibakterialnim wGc¢inkem. Slouceniny pusobily proti
grampozitivnim patogenum, aktivita proti gramnegativnim bakteriim a kvasinkam pozorovana
nebyla. Aktivita komplext byla v porovnani s ligandem asi dvojnasobna. Toxicita hodnocena
nebyla.

Pokud se zaméfime na srovnani aktivit riznych ligandi s antibakterialni aktivitou
a jejich metalokomplext, chelatace obecné vede ke zvySeni aktivity tim, ze zvySuje lipofilitu
latek a usnadniuyje jejich prostup do buiky. K tomuto vysledku dospéli naptiklad Imran et al.,
(2007) pfi hodnoceni antibakterialniho efektu imini odvozenych od ciprofloxacinu a jejich
komplexii. Mohahan et al. (2014) pfi studiu komplext Shiffovych bazi s lanthanem. Rosu et
al. (2010) pii studiu komplexti odvozenych od 4-amino-2,3-dimethyl-1-fenyl-3-pyrazolin-5-
onu nebo Nair et al. (2012) hodnotici antibakterialni aktivitu Shiffovych bazi odvozenych
od indol-3-karboxaldehydu a kyseliny m-aminobenzoové a jejich komplexti. Na zakladné
vySe uvedenych studii lze fict, ze komplexace slouCenin zvySovala jejich aktivitu,
ale nositelem aktivity je prevazné ligand. Zadna ze studii ale nehodnotila toxicitu
na eukaryotické buiiky ani nepouzivala jako standart jinou slouc¢eninu pouzitého kovu.

Chohan (2009) hodnotil antibakterialni, antifungalni a cytotoxickou aktivitu furanyl-

substituovanych sulfonamidi a jejich komplexi s médi, zinkem, niklem a kobaltem.
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Komplexace obecné vedla ke zvySeni ucinku, nejaktivn€j§i byly komplexy se zinkem.
Toxicita byla hodnocena na Artemia salina. Pouze médnaté komplexy vykazovaly toxické
pusobeni. Atria et al. (2011) studovali antibakterialni a cytotoxickou aktivitu médnatych
a kobaltnatych komplext sligandy odvozenymi od imidazolu. SlouCeniny pusobily
antibakterialn€, ale hodnoty MIC byly vyssi nez hodnoty ICsp u hummanich nefront tady
linie HEK 293.

Existuji i studie popisujici antibakterialni aktivitu komplexa s ligandem bez vlastni
aktivity. Tavman et al. (2003) studovali antibakterialni aktivitu komplext stfibra, médi, zeleza
a zinku s ligandy odvozenymi od benzimidazolu. Nékteré médnaté komplexy vykazovaly
antibakterialni aktivitu proti S. aureus, ackoliv samotny ligand i1 CuNOj3 pouzity jako standart
aktivitu nemély. Antibakterialni efekt méd’natych komplexti byl ale v porovnani s komplexy
stfibra a zinku niz§i. De Paiva et al. (2012) hodnotili antibakterialni aktivitu stfibrného
komplexu nimesulidu. Nimesulid je slouCenina s antiflogisticky efektem, kterd nema vlastni
antibakterialni aktivitu. Komplex meél antibakteridlni aktivitu proti S. aureus, E. coli
a P. aeruginosa, ale kromé S. aureus byla inhibi¢ni aktivita niz8i nez u AgNO; pouzitého jako
standart. Bykowska et al. (2018) hodnotili mechanismus cytotoxického pusobeni méd'nych
a méd'natych komplext fosfinovych derivati fluorochinolont. Toxicita komplext byla vyssi
nez toxicita fluorochinonolt a jejich derivatd, stejné€ jako toxicita méd’natych a méd'nych soli.
Médné komplexy mély niz8§i IC50 nez médnaté komplexy. Médnaté komplexy také
indukovaly tvorbu ROS vice nez ostatni hodnocené slouceniny.

Na zakladé zjisténych antibakterialnich a cytotoxickych hodnot samotnych ligandu
ajejich médnatych komplexi a porovnanim s publikovanymi studiemi lze fici,
ze antibakterialni efekt komplext je ovlivnén jak strukturou ligandu, tak i druhem kovu a jeho
oxidaénim stavem. Antibakterialni aktivita ligandu SB3 je podminéna piitomnosti
nitroskupiny, ktery umoziiuje interakci s fadou enzymi nutnych pro prezivani bakterialni
bunky. Cytotoxicky efekt latky pravdépodobné souvisi s generaci ROS a vyvolani apoptozy.
(Zahedifard et al., 2015). Antibakterialni aktivita ostatnich sloucenin je vyvolana pouze
pritomnosti médi. Komplexace vedouci ke zvySeni aktivity je pfimo spojend s toxickym
efektem komplext, ktery je nejspiS vyvolany zvySenim produkce ROS nebo interkalaci
s DNA. Vzhledem k tomu, ze hodnoty ICsy jsou nasobné nizsi nez hodnoty MIC, nemohou
byt tyto latky dale studovany jako potencialni antibiotika. Jedinou moznou aplikaci by mohl

byt vyvoj dezinfekcnich prostiedkt, kdy by nedochazelo k pifimému kontaktu s organismem.
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4.7.3 Screening antimybakterialni aktivity Shiffovych bazi a komplexi

Antimykobakterialni inhibi¢ni aktivita byla stanovena proti vSem kmeniim mykobakterii a je
shrnuta v Tabulce 15. U kment M. smegmatis a M. kansasii byla stanovena i minimalni

baktericidni koncentrace.

Tabulka 15: Antimykobakterialni aktivita Shiffovych bazi a jejich méd’natych komplexu.

Slout MIC (MBC) [ng/ml] / MIC(MBC) [uM]
’ M. smegmatis M. kansasii M. marinum M. tuberculosis
oB3 128 (128)/ 128 (128)/ 64/ 64/
284 (284) 284 (284) 142 142
64 (64)/ 128 (128)/ 128/ 32/
SB3Cu 116 (116) 233 (233) 233 58.4
SB10 5256 (>256)/ 5256 (>256)/ 5256/ 128/
712 (>712) 712 (>712) 712 5356
64 (64)/ 256 (256)/ 256/ 16/
SB10Cu 123 (123) 493 (493) 5493 30.9
SB12 256 (>256)/ 256 (>256) / 128/ 128/
5610 (>610) 5610 (>610) 305 5305
64 (64)/ 128 (128)/ 256/ 327
SB12Cu 123 (123) 246 (246) 203 61.7
INH 16/117 4291 32/234 8/58
CPX 0.125/0.4 13.0 0.25/0.75 16/48.3

Stejné¢ jako u grampozitivnich bakterii mély komplexy wvys§i aktivitu 1 proti
mykobakteriim. Nejaktivngjsi sloucenina Sb10Cu puasobila proti M. tuberculosis
v koncentraci 16 pg/ml (30,9 uM). Oproti tomu komplex SB3Cu s ligandem substituovanym
nitroskupinou, ktery vykazoval nejvyssi aktivitu proti stafylokokiim, byl asi 4krat méné
aktivni. Substituce nitroskupinou tedy pfina§i vyhodu z hlediska antistafylokokového
pusobeni, ale nema vliv na antimykobakterialni aktivitu. Stejné€ jako u antibakterialni aktivity,
1 antimykobakterialni aktivita koreluje s cytotoxicitou, index selektivity je ale jeSt€¢ nizsi.
Hodnota MIC u nejaktivnéjsi slouceniny SB10Cu proti M. tuberculosis je asi 150krat vyssi
nez jeji cytotoxicita (30.9 uM vs. 0.2 uM). Nejaktivngjsi ligand SB3 mél MIC vaci
M. tuberculosis asi 11krat vyssi, nez bylo jeho ICsy. Stejn€ jako u grampozitivnich bakterii,
vytvoreni méd'natého komplexu vedlo k vyrazné slabsSimu zvySeni antibakterialniho uc¢inku

vzhledem k ucinku cytotoxickému.

4.7.4 Dynamika antibakterialni aktivity Shiffovych bazi a komplexu

Dynamika antibakterialni aktivity proti S. aureus ATCC 29213 byla hodnocena pouze
u sloucenin SB3 v koncentraci 1xMIC a 2xMIC a SB3Cu ve vSech koncentracich; ostatni
latky mély vysoké hodnoty MIC. Vliv koncentrace a Casu inkubace jednotlivych latek na

bakterialni rust jsou graficky zobrazeny na Obrazku 39.
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Obé latky pusobily ve vSech ¢asech a koncentracich pouze bakteriostaticky. Vysledky
byly hodnoceny dvoucestnou ANOVOU a Tukey testem. Statisticky vyznamny rozdil
v aktivité (P<0,05) byl zaznamenan pouze mezi aktivitou ligandu v koncentraci 1x MIC
v Case 24 hodin a komplexem v koncentracich 2x MIC a 4x MIC v ¢ase 24 hodin. Jak je ale
vidét z grafu, aktivita samotného ligandu se v Case snizovala, coz bylo pravdépodobné
zpusobeno selekci rezistentnich mutantti. Zavérem lze tedy fici, Ze koncentrace ani pfitomnost

komplexu nema statisticky vyznamny vliv na baktericidni aktivitu.

q -

Log10 (CFU/ ml)

0 5 10 Cas h] 15 20 25
——Kontrola rdstu Ligand 1x MIC =——Ligand 2x MIC
Komplex 1x MIC =——Komplex 2x MIC =——Komplex 4x MIC

Obrazek 39: Dynamika antibakterialniho uc¢inku slou¢enin Sb3 (ligand) a SB3Cu (komplex)
na S. aureus ATCC 29213.

4.7.5 Antibiofilmova aktivita Shiffovych bazi a komplexu

Antibiofilmova aktivita proti S. aureus byla hodnocena pouze u latek, které
vykazovaly aktivitu proti planktonickym buiikam, tedy u baze SB3 a u vSech médnatych
komplexii. VSechny slouceniny inhibovaly formaci biofilmu alesponl z 80 % v koncentraci
rovné poloving MIC, latka SB3 dokonce pfi hodnoté rovné %2 MIC (Obrazek 40). Tato

hodnota je jako jedina z dosazenych antibakterialnich vysledkt nizsi nez ICsy.
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Obrazek 40: Inhibice rastu biofilmu S. aureus ATCC 29213 latkami SB3, SB3Cu, SB10Cu
a SB12Cu.

Slouceniny SB3 a SB3Cu eradikovaly 80 % biofilmu S. aureus pii koncentraci rovné
MIC; u zbyvajicich latek se jednalo o dvojnasobek této hodnoty (Obrazek 41). Pokud
porovname aktivitu ligandu SB3 a jeho komplexu (Obrazek 42), pti koncentraci rovné MIC
(SB3=16 pg/ml, SB3Cu = 32 pg/ml) je eradikacni aktivita pouze mirn€ vyssi nez aktivita
ligandu (87,3 = 4 % vs. 81,7 £ 13,7 %). Pii koncentraci rovné Y2 MIC snizoval komplex
zivotaschopnost biofilmu o 66,4+ 10,6 %, kdezto samotny ligand nemél zadnou aktivitu.
Vyssi eradikacni aktivitu komplexu lze vysvétlil jeho vyrazn€ vyssi cytotoxicitou.
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Obrazek 41: Eradikace biofilmu S. aureus ATCC 29213 latkami SB3, SB3Cu, SB10Cu a

SB12Cu.
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Obrazek 42: Srovnani eradikacni aktivity baze SB3 (Ligand 3) a jejiho méd’natého komplexu
(Cull komplex) na maturovaném biofilmu S. aureus ATCC 29213.

4.7.6 Zavér

Byla hodnocena antibakteridlni, antimykobakterialni a antibiofilmova aktivita 3
Shiffovych bazi odvozenych od chinazolinonu a jejich méd'natych komplext. Aktivita proti
stafylokoktim byla obecné vyssi u komplext nez u samotnych ligandd; nejvyssi aktivita byla
zaznamenana u nitrosubstituované slouceniny SB3 a jejiho komplexu Sb3Cu.
Antimykobakterialni aktivita nejaktivnéjSiho ligandu SB3 byla asi Ctvrtinova v porovnani
s aktivitou proti stafylokokim, z komplext mél nejvyssi aktivitu komplex SB10Cu, ktery ale
zaroven vykazoval nejvyssi cytotoxicitu.

Vyssi aktivita komplexi mize byt vysvétlena jejich vyssi lipofilitou a tim padem
lepSim pranikem do bunék, a zaroveni jejich vlastnim cytotoxickym pusobenim, které je
pravdépodobné vyvolano zvySenim produkce ROS. Komplexace ovSem soucasné vede
k vyraznému zvySeni cytotoxicity. U jediného aktivniho ligandu SB3 vedla komplexace
ke zvySeni toxicity Ctyficetinasobné, ale antistafylokokovy ucinek se zvysil pouze
dvojnasobné. Vytvoreni komplext tedy nevede k pozadovanému snizeni selektivniho indexu.

Vsechny komplexy a ligand SB3 dale vykazovaly vyznamnou antibiofilmovou
aktivitu, jelikoz vedly ke snizeni formace biofilmu a eradikaci maturovaného biofilmu

S. aureus 0 80 % i v koncentracich nizsich nez hodnota MIC.
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Zavéry lze tedy shrnout do nékolika bodi:

Aktivita méd'natych soli Shiffovych bazi byla vyssi nez samotnych ligandi; u ligandu
byla antistafylokokova aktivita zvySena substituci nitroskupinou.

Vyssi aktivitu komplext 1ze vysvétlit jejich vyssi lipofilitou, coz vede ke zvyseni
pruniku do buriky, a zaroven jejich vlastni nespecifickou toxickou aktivitou.

Pfi komplexaci je zvySeni cytotoxicity nasobné vys§i nez zvySeni antibakterialni
aktivity, proto nejsou médnaté komplexy vhodné k dalSimu studiu jako potencialni

antibakterialni latky.
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4.8 Protiinvazivni aktivita gallotaninu

4.8.1 Charakteristika hodnocenych gallotanini

Gallotaniny jsou polyfenolické slouceniny skladajici se z centralni molekuly cukru,
na kterou jsou esterickou vazbou navazany zbytky kyseliny gallové. (Chung et al., 1998).
Vyznacuji se fadou farmakologickych aktivit jako je cytostaticka (Houssein & Gali-Mubhtasib,
2019) antioxidacni, antibakterialni (Bag et al., 2017), nebo protizanétliva (Kiss &
Piwowarski, 2018).

Slouceniny byly pfipraveny Dr. Janou Hricoviniovou a Dr. Zuzanou Hricoviniovou
z Chemického ustavu Slovenské akademie véd. Vychozi strukturou byla jiz zndma a v
literatufe mnohokrat popsana 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-B-D-glukosa (PGG), ze které byly
odvozeny nové derivaty lisici se typem cukru, poCtem zbytkl kyseliny gallové a ptipadnym
zavedenim dalSich substituentd (viz Tabulku 16). Syntéza a antioxidan¢ni ucinky sloucenin
G4Glc, G4Man a G3Rham jiz byly publikovany (Hricoviniova et al, 2020). Molekulové
hmotnosti latek a screening jejich antibakterialni aktivity jsou zobrazeny v Tabulkach 16-19.

Hodnoty ICs, stanovené metodou WST-1 na bunécné linii THP-1.

Tabulka 16: Piehled struktur hodnocenych gallotanint, jejich molekulové hmotnosti

a hodnoty ICsy stanovené metodou WST-1 na bunécné linii THP-1.

Mol.

lou¢. maticky na
Slouc Systematicky nazev hm.

Struktura ICs¢ [nM]

OH

Methyl 2,3,4,6-tetra-
0-(3,4,5-tri-0O- 802.5
benzylgalloyl)-a-D-
glukosid

G4Gle 10,44

Methyl 2,3,4,6-tetra-
0-(3,4,5-tri-0O- 802.5
benzylgalloyl)-a-D-
mannosid

G4Man 19,83
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G3Rham

Methyl 2,3,4-tri-O-
(3,4,5-tri-O-
benzylgalloyl)-o-L-
rhamnosid

724,7

17,98

G2Rib

2°,5-di-O-galloyl-2-

C-(hydroxymethyl)-

2,3-O-isopropyliden-
D-ribo-furanosa

524.6

OH

OH

OH

G2Rham

2°,4-di-O-galloyl-2-
C-(hydroxymethyl)-
2,3-O-isopropyliden-
B-1-rhamno-pyranosa

5614

OH
HO
OH

G2Lyx

2°,5-di-O-galloyl-2-

C-(hydroxymethyl)-

2,3-0-isopropyliden-
D-lyxo-furanosa

507.9

OH

OH

OH
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HO
2’-0-galloyl-2-C- HO
(hydroxymethyl)- ol o
GMan 2,3:5,6-di-0- 442,9 d -
isopropyliden-D-
manno-furanosa
OH
HO
OH
0
0 )
y i //
3-0-galloyl-1,2:4,5- E 0
GFru di-O-isopropyliden- ~ 412.9 ob Y 0 -
D-fructo-pyranosa )
OH
HO OH
OH

HO [0 ] 0 on
PGG 1,2,3,4,6-penta-O- 940,6 0’% 0,65
galloyl-ap-D-glukosa HO o o ° oH
= O
o On
HO oH on

kyselina 3,4,5- 170,1
trihydroxybenzoova HO OH

Gal 9,97

4.8.2 Screening antibakterialni a antimykobaterialni aktivity gallotaninia

U sloucenin byla hodnocena inhibi¢ni a baktericidni slouCenina proti vSem izolatim

stafylokokti, enterokokd a mykobakterii. U M. tuberculosis byla stanovena pouze inhibicni

aktivita.
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Tabulka 17: Antistafylokokova (S. aureus, klinické izolaty methicilin-rezistentnich
S. aureus) aktivita MIC ([ug/ml], resp. [uM]) a MBC ([ug/ml], resp. [uM]) hodnocenych
gallotanind. (OG = oktylgallat, MG = methylgallat, Gal = kyselina gallova)

Sone, e ATCC  \IRSA 63718  MRSA SA 3202  MRSA SA 630
ouc. 29213
MIC _ MBC __MIC __MBC __MIC __ MBC __ MIC ___ MBC
4Gl 256/ 5256/ 256/ 5256/ 64 256/ 64/ ~256/
318 >318 318 318 797 318 797 >318
GaMan 64/ 128/ 256/ 5256/ 64/ 128/ 64 256/
79,7 159 318 318 797 159 797 318
GoRtam 128 256/ 256/ 256/ 128 256/ 1§/ 256/
201 S403 403 >403 201 403 201 5403
G2Lyx >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
504 >504 504 >504  >504  >504 504 >504
GoRtam 250/ 256/ 256/ 256/ 256/ 256/ 256/ 256/
456 456 456 456 456 456 456 456
P 128/ 128/ 256/ 256/ 256/ 256/ 128/ 256/
244 244 488 488 488 488 244 488
CMan 128/ 128/ 256/ 256/ 256/ 256/ 128 256/
289 289 578 578 578 578 289 578
GFra 128/ 128/ 128/ 128/ 256/ 256/ 128/ 256/
310 310 310 310 620 620 310 620
0G 16/ 16/ 16/ 16/ 8/ 8/ 16/ 16/
566 566 566 566 283 283 56,6 56,6
PGG 32/ 32/ 128 128/ 32/ 32/ 16/ 16/
340 340 136 136 340 340 170 17.0
MG 128/ 128/ 256/ 256/ 128/ 256/ 128/ 128/
695 695 1390 1390 695 1390 695 695
Gal 256/ 256/ 64/ 64/ 64/ 64/ 32/ 32/
1487 1487 371 371 371 371 185 185
>16/ >16/ >16/ >16/ >16/
AMP 25,7 227 OS85 sus8 s45.8  >458 5458
CPX 173 13 8241 8241 8241 81241  64/192  128/385

Tabulka 18: Aktivita MIC ([pg/ml], resp. [uM]) a MBC ([ug/ml], resp. [uM]) hodnocenych
gallotaninii proti enterokokiim (E. faecalis, klinické izolaty vankomycin-rezistentnich E.

faecalis). (OG = oktylgallat, MG = methylgallat, Gal = kyselina gallova)

E. faecalis ATCC
Sloug. 20212 VRE 342 B VRE 368 VRE 725 B

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

G4Gel 32/ >256/ 64/ >256/ 256/ >256/ 256/ >256/
39.8 >318 79.7 >318 318 >318 318 >318

G4Man 16/ >256/ 32/ >256/ 256/ >256/ 256/ >256/
19.9 >318 39.8 >318 318 >318 318 >318

G3Rham 32/ >256/ 128/ >256/ 256/ >256/ 256/ >256/
50,4 >403 201 >403 403 >403 403 >403

G2Lyx >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
>504 >504 >504 >504 >504 >504 >504 >504

G2Rham >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
>456 >456 >456 >456 >456 >456 >456 >456

G2Rib >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
>488 >488 >488 >488 >488 >488 >488 >488
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GMan >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
>578 >578 >578 >578 >578 >578 >578 >578

GFru >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
>620 >620 >620 >620 >620 >620 >620 >620
0G 64/ 128/ 64/ 128/ 128/ 128/ 64/ 64/
226 453 226 453 453 453 226 226

PGG 16/ >256/ 64/ >256/ 128/ >256/ 256/ >256/
17.0 >272 68.0 >272 136 >272 272 >272

MG >256 >256 128/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/

>1390 >1390 695 >1390 >1390 >1390 >1390 >1390

Gal >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
>1487 >1487 >1487 >1487 >1487 >1487 >1487 >1487

AMP 1/2,8 1/2,8 4/11,5 4/11,5 4/11,5 4/11,5 4/11,5 4/11,5

CPX 1/3,0 1/3,0 1/3,0 1/3,0 1/3,0 1/3,0 64/ 193  64/193

Tabulka 19: Antimykobakterialni aktivita MIC ([pg/ml], resp. [uM]) a MBC ([ug/ml], resp.
[uM]) hodnocenych gallotanind. (OG = oktylgallat, MG = methylgallat, Gal = kyselina gallova)

Slout M. smegmatis M. kansasii M. marinum M. tuberculosis

) MIC MBC MIC MBC MIC MIC

G4Gel 256/ >256/ 256/ 256/ 256/ >128/
318 >318 318 318 318 >159

G4Man 256/ >256/ 128/ 128/ 256/ >128/
318 >318 159. 159 318 >159

G3Rham 256/ >256/ 128/ >256/ 256/ >128/
403 >403 201 >403 403 >201

G2Lyx >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >128/
504 >504 504 >504 504 >252

G2Rham >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >256/
>456 >456 >456 >456 >456 >456

G2Rib >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >128/
>488 >488 >488 >488 >488 > 244

GMan >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >128/
>578 >578 >578 >578 >578 >289

GFru >256/ >256/ >256/ >256/ >256/ >128/
>620 >620 >620 >620 >620 >310

0G >256/ >256/ 128/ 128/ 128/ >128/
906 >906 453 453 453 >453

PGG >256/ >256/ 256/ >256/ 256/ >128/
>272 2272 272 >272 272 >136

MG >256/ >256/ 128/ >256/ 64/ >128/
>1390 >1390 695 >1390 347 >695

Gal >256/ >256/ 256/ >256/ 128/ >128/
>1487 >1487 1487 >1487 743 >743

CPX 0,125/0,4 1/3,0 0,25/0,75  16/48,3 0,125/0,4 1/3,0

Aktivita nové pripravenych slouCenin proti stafylokokiim a enterokokiim byla
v celkovém pohledu pouze stfedni az nizkd s hodnotami MIC pohybujicimi se v rozmezi
16-256 ng/ml. Aktivita latek byla nizs§i nez u referencnich slouenin PGG a OG a nebyla
vyznamné ovlivnéna pfitomnosti genil mecA a vanA.

Ze strukturniho hlediska lze slouCeniny rozdélit na dvé podskupiny, které se soucasné

lisi aktivitou. Prvni podskupina (slouc¢eniny G4Gle, G4Man a G3Rham) jsou jednoduché
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gallotaniny slozené pouze z hexosy a kyseliny gallové. Slouceniny z této podskupiny byly
aktivnéj$i nez slouceniny patfici do druhé podskupiny. Nejaktivnéjsi z téchto sloucenin byla
G4Man, ktera méla hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace proti E. faecalis ATCC 29212
srovnatelnou s vychozi latkou PGG a hodnota MIC proti S. aureus byla v porovnani s PGG
zhruba dvojnéasobna.

Slouceniny druhé podskupiny (G2Rham. G2Lyx, GMan a GFru) maji sacharidové
jadro navic substituovany isopropylidenem. Tato substituce muZze stat za jejich sniZenou
aktivitou vac¢i grampozitivnim patogenim v porovnani s prvni podskupinou. Sloucenina
G2Lyx, ktera obsahovala dva zbytky kyseliny gallové navazané na lyxosu substituovanou
isopropylidenem, nevykazovala zadnou antibakterialni aktivitu.

Antimykobakterialni aktivita byla pouze nizka. Nejucinnéjsi slou¢eniny mély hodnoty
MIC 128 pg/ml. Aktivita referencnich slou¢enin PGG, OG a MG se pohybovala ve stejném
rozmezi. Slouceniny substituované isopropylidenem nevykazovaly zadnou
antimykobakterialni aktivitu.

Jelikoz je antibakterialni aktivita gallotanint studovana jiz nékoik desitek let, je mozné
dosazené vysledky porovnat s literaturou.

Rada autordl se vénovala hodnoceni antibakterialni aktivity a mechanismu G&inku
PGG. PGG je hydrolyzovatelny tannin pifirodné se vyskytujici v fadé rostlinnych celedi,
napt. Mpyrtaceae, Lamiaceae, Fabaceae nebo Geraniaceae. Latka se ziskava extrakci
z rostlinnych zdroj0, nebo lze pripravit synteticky (Torres-Leon et al., 2017). PGG ma tadu
farmakologickych aktivit (Zhang, 2008), napf. antivirotickou (Lee et al., 2006; Ahn et al.,
2002), protirakovinnou (Hu et al., 2008; Kuo et al., 2009), antioxidacni (Choi et al., 2002),
protizanétlivou (Yokozawa et al., 2000); dale funguje jako inhibitor sekrece zaludeCni
kyseliny (Ono et al., 2000), snizuje hladinu cholesterolu (Park et al., 2002) a ma
antikonvulzivni U¢inky (Sugaya et al., 1991).

Jiamboonsri et al (2011) studovali antistafylokokovou aktivitu extraktu z jader
thajského manga (Mangifera indica). Semena obsahuji vice nez 60 % PGG a méné nez 1 %
kyseliny gallové a methylgalatu. Byla hodnocena aktivita jak komplexniho extraktu, tak
jednotlivych slozek. Slouceniny byly hodnoceny proti S. aureus ATCC 25623 a 19 MRSA
izolatim. Ukazalo se, ze hlavni antibakterialni efekt poskytuje PGG, jehoz MIC byly proti
vsem izolatim asi tfikrat nizsi nez MIC extraktu. Primérna MIC proti MRSA byla 160 pg/ml
a efekt byl bakteriostaticky. Tato hodnota je v souladu s hodnotami zji§ténymi u naSich
izolatt, ackoliv metodou subkultivace alikvotu na agar byl zjistén baktericidni ucinek.

Slouceniny pusobily synergicky s penicilinem G. Studium bunék pomoci elektronového
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mikroskopu po kultivaci se slouCeninami prokazuje interakci latek s cytoplasmatickou
membranou (Jiamboonsri et al, 2011). Lin et al (2011) zkoumali aktivitu PGG proti
stafylokokovému biofilmu. Pfi koncentraci 6,25 uM neinhiboval rist plaktonickych bunék,
ale dochazelo k inhibici formace biofilmu v inicidlni fazi jeho tvorby. PGG také inhiboval
expresi polysacharidového intracelularni adhezinu (PIA), ale nemél vliv na transkripci icaA
(Lin et al., 2011).

Zhao et al. (2015) izolovali PGG zrostliny Paeonia suffruticosa a hodnotili jeho
antifungalni aktivitu proti Candida glabrata CBS 138. Hodnota MIC byla 0,39 pg/ml,
cozbylo 10krat méné nez u referencniho antimykotika flukonazolu. Pomoci TEM byl
prokazano,ze PGG vyvolava lokalni praskliny v bunééné stén€, ale neovliviiuje mebranu,
jadro ani mitochondrie. Pisobeni PGG na bunécnou sténu je pfimé, bez ovlinéni syntézy [3-
1,3-D-glukan synthasy.

Existuje fada derivati PGG s prokazanymi antibakterialnimi G¢inky. 1-O-Galloyl-B-D-
glukosa byla poprvé izolovana jiz v roce 1903 z kofentt Rheum officinale (Gilson, 1903). Bag
et al. (2013, 2017) publikovali dvé studie zabyvajici se antimikrobiélni aktivitou gallotaninu
1,2,6—tri-O-galloyl-B-D-glukopyranosy izolovaného z 7. chebula proti multirezistetni E. coli.
SlouCenina pusobila synergicky v kombinaci s gentamicin a trimethoprimem a aditivné
v kombinaci s amoxicilinem, ciprofloxaciem a ceftazidinem (Bag et al., 2013). Latka byla
schopna eradikovat preformovany biofilm E. coli a zaroven plsobit synergickou
antibiofilmovou aktivitou v kombinaci s gentamicinem a trimetoprimem (Bag et al., 2017).
Tato sloucenina se od testované slouceniny G4Gle li§i pouze polohou zbytku kyseliny
gallové.

1-O-galloyl-a-L-rhamnosa a 1-O-galloyl-B-D-glukosa byly izolovany Abou-Zaidem a
Nozzolillem (1999) z listt javoru (Acer rubrum). Latky se strukturné li§i od hodnocenych
latek G4Glc a G3Rham v poctu a pozici galloyl substituentt. Antibakterialni aktivita v tomto
ptipadé hodnocena nebyla. (Abou-Zai &Nozolillo, 1999).

Mnozstvi studii zaméfenych na antimikrobialni aktivitu galloyl rhamnosidi je
omezené. Chan et al (2014) studovali antistafylokokovou aktivitu galloyl flavonol rhamnosida
extrahovanych z listd Calliadra tergemina. 1zolovali tfi nové latky kempferol-3-0-(2,3,4-tri-
O-galloyl)-a-L-rhamnopyranosid, quercetin-3-0-(3,4-di-O-galloyl)-a-L-rhamnopyranosid
a quercetin-3-0-(2,3,4-tri-O-galloyl)-a-L-rhamnopyranosid. Tyto slouCeniny prokazaly pouze
slabou aktivitu proti tfem izolatim MRSA (256 pg/ml). SlouCeniny neobsahujici zbytek
kyseliny gallové nebo nesouci pouze jeden galloyl substituent nevykazovaly zadnou anti-

MRSA aktivitu. Nasobna esterifikace rhamnosy mulze zvySovat antibakterialni ucinek.
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Pomoci SEM byla studovana interakce sloucenin s bakteridlnimi burnikami. VSechny
hodnocené slouCeniny interagovaly s bakterialni membranou.

Rashed et al. (2016) hodnotili antibakterialni a antifungalni aktivitu extraktu z listd
Pistacia chinensis. Extrakt inhiboval rist vS§ech hodnocenych bakterii kromé S. aureus. Extrakt
byl chromatograficky separovan na slozky B-sitosterol, luepol, quercetin, myricetin, quercetin 3-
O-a-rhamnosid, quercetin 3-O-B-glukosid, myricetin 3-O-a-rthamnosid a myricetin 3-O-f-
glukuronid, antibakterialni aktivita jednotlivych slozek ale studovana nebyla.

Gallotaniny  substituované isopropylidenem jsou nové slouceniny, jejichz
antibakterialni aktivita nebyla zatim v literatufe popsana. Jak je ovSem vidét z prezentovanych
vysledkti, substituce cukerné jednotky isopropylidenem ma nepfiznivy ucinek
na antibakterialni aktivitu.

Derivaty kyseliny gallové methylgalat, oktylgallat a samotna kyselina gallova byly
rovn€z pouzity jako referencni latky. Dle Jiamboonsriho et al. (2011) byla hodnota MIC
methylgalatu (MG) proti souboru MRSA v priméru 1330 pg/ml a u kyseliny gallové bylo
MIC >1070 pg/ml. Tyto hodnoty jsou v souladu s hodnotami zjis§ténymi u naSich izolatt.
Antistafylokokovy ucinek téchto derivatu je tedy v porovnanim s PGG, OG a novymi latkami
G4Man a G4Glc nizsi.

Oktylgallat (OG) je latka schvalend pro pouziti v potravinaistvi, ktera
ma antioxidacni, antifungalni (Kubo et al., 2001) a antibakterialni aktivitu (Kubo et al., 2003).
Oh et al. (2018) prokazali, ze koncentrace OG 2 pg/ml vyrazné zvySuje antibiofilmovou
aktivitu bacitracinu. Dle experimenti provedenych Gabem et al. (2019) OG v koncentraci
100,24 uM inhibuje rust biofilmu S. mutans a ovliviluje expresi genu atpD. Zjisténa hodnota
minimalni eradikacni biofilmové koncentrace MBEC g, proti S. aureus ATCC 29213 je

srovnatelna s touto hodnotou.

4.8.3 Antibiofilmova aktivita hodnocenych gallotaninu

Zajimavéjsi jsou vysledky antibiofilmové aktivity proti S. aureus ATCC 29213. Latky
byly testovany zhlediska inhibice ristu nov€ vznikajiciho biofilmu a eradikace
jiz maturovaného biofilmu. Hodnota minimalni inhibi¢ni biofilmové koncentrace inhibujici
>80 % biofilmu v porovnani s kontrolou rastu byla u latky G4Gle 64krat nizsi nez hodnota
MIC proti plaktonickym buiikdm, u latky G4Man byla hodnota 32krat niz§i. MBEC v obou
ptipadech byly 4krat nizsi nez MIC. Hodnota MBEC u latky G3Rham byla osmina MIC
a inhibi¢ni koncentrace byla dokonce 256krat niz§i nez MIC proti plaktonickym burikam

Oproti tomu MBEC u PGG byl dvojnasobek hodnoty MIC. Porovnanim téchto vysledka
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1ze konstatovat, Ze pii zachovani stejného poctu zbytkd kyseliny gallové (latky G4Gle
a G4Man) nema zameéna glukosy za mannosu vliv na antibiofilmovy uc¢inek. Vyssi pocet
substituenti  kyseliny gallové (G4Gle vs. PGG) vedl ke sniZzeni eradikacniho
antibiofilmového ucinku. Nejaktivnéjsi byla latka G3Rham, coz muze byt dané nejniz§im
poctem zbytka kyseliny gallové, nebo pfitomnosti rhamnosy. Vzhledem k omezenému poctu

hodnocenych sloucenin nelze tuto zavislost urcit.

4.8.4 Inhibice systému quorum sensing u Ch. violaceum

Na zakladé vysledka antibiofilmové aktivity se predpokladalo, ze latky by mohly
interagovat se systémem quorum sensing. Tato interakce je popsana v literatufe u fady
strukturné podobnych sloucenin. Riizné derivaty kyseliny gallotaninové inhibovaly produkci
violaceinu u Ch.violacenum a snizovaly expresi gent zapojenych do systému QS (Ta, 2015).
Extrakt z listd Moringa oleifera obsahujici fadu fenolickych derivati vCetné kyseliny gallové
také inhiboval QS u Ch. violaceum. (Singh et al., 2009).

Predpoklad byl ovéfen agarovym experimentem s Ch. violaceum. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit karvakrol (Burt et al., 2014). Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 20.
Inhibi¢ni aktivita byla méfena jako primér zony kolem jamky s hodnocenou slouceninou,
meéfeni bylo tfikrat zopakovano a vysledky byly zprimérovany. Jelikoz byly latky rozpustény
v DMSO, byl hodnocen vliv rozpoustédla na Ch. violaceum. DMSO nemélo v zadné
koncetraci (100-25 %) vliv na rast ani na quorum sensing u této bakterie, coz je v souladu

s publikovanymi studiemi (Szabo et al., 2010).

Tabulka 20: Vliv derivata gallotanini na systém quorum sensing u Ch. violaceum.

Slouéenina (konc. 10 mg/ml) Prumér inhibi¢ni zény na agaru [mm]
G,Glc 5.0+0.0
GsMan 8.542.9

Gs;Rham 7.0£1.4
G,Rham -
G,Rib 8.3+0.6
GMan 3.0+0.0
GoLyx 5.0£1.0
GFru 6.5+1.3
PGG 6.0£0.0
Karvakrol 15% 7.0+£0.0
Karvakrol 7,5 % 7.0+£0.0
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4.8.5 Inhibice sortasy A

Slouceniny PGG, G4Gle a G3Rham byly testovany jako inhibitory sortasy A.
Vsechny slouCeniny byly testovany v koncentraci 200 pg/ml. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita 4HMBA. Procento inhibice enzymu v Case vyvolané jednotlivymi slou¢eninami je

zobrazeno v nasledujicim grafu (Obrazek 43).
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Obrazek 43: Inhibice sortasy A slou¢eninami PGG, G3Rham a G4Glc 200 pg/ml.

Z hodnocenych latek meéla nejvyssi inhibi¢ni efekt sloucenina PGG, kterd po 70
minutach inhibovala enzym z 65,5+7,9 %. Slouceniny G4Gle a G3Rham m¢ly piiblizné
polovicni (44,849,5 %), respektive ctvrtinovou aktivitu (29,6+0,8 %). Lze tedy fici,
se schopnost inhibovat sortasu A zvySuje s poctem navazanych zbytkl kyseliny gallové.

Schopnost derivatu PGG inhibovat sortasu A zatim nebyla v literatufe popsana.
Existuje ale tada studii zkoumajicich efekt jinych polyfenolickych sloucenin, prevazné
flavonoidd, na bakterialni sortasy. Wang et al. (2018) prokazali, Ze flavonoid baicalin se vaze
na sortasu B u S. aureus a tim snizuje jeho virulenci. Flavonoidy izolované z kotene ¢inské
rostliny Sophora flavescens, zejména sloucenina kurarinol, ptasobi jako inhibitory sortasy A.
Pro inhibici byla zasadni pfitomnost prenylovych skupin (Oh, 2011). Dal§imi inhibitory
potencialné pouzitymi v 1écbé bakterialnich infekci jsou napiiklad isovitexin (Mu et al.,
2018), astilbin (Wang et al., 2019) nebo rutin (Dong et al., 2021). PGG a jeho derivaty tak

mohou byt novym smérem ve vyzkumu inhibitort sortasy A.
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4.8.6

Zavér

Byla stanovena komplexni antibakterialni a antibiofilmova aktivita 8 derivatu kyseliny

gallové odvozenych od PGG a jejich interakce se systémem quorum sensing

u Chromobacterium violaceum. U vybranych sloucenin byla dale hodnocena schopnost

inhibovat enzym sortasa A. Zjisténé vysledky je mozno shrnout do nékolika bodu:

Gallotaniny odvozené od PGG maji pouze stiedni antibakterialni aktivitu proti
grampozitivnim patogentim. Zavedeni isopropylidinového zbytku na molekulu cukru
dale antibakterialni aktivitu snizuje. Aktivita se snizuje se snizujicim se poctem
navazanych zbytki kyseliny gallové a pravdépodobné souvisi se schopnosti
gallotanind interagovat se sortasou A.

Vsechny hodnocené slouceniny inhibovaly formaci biofilmu S. aureus pii hodnotach
mnohonasobné nizsich, nez byla hodnota MIC proti plaktonickym butikam.
Hodnocené slouCeniny PGG, G4Gle, G4Man a G3Rham eradikovaly biofilm
S. aureus v koncentracich nizSich nez MIC a MBC proti plaktonickym buikéam.
Vzhledem k omezenému poctu hodnocenych sloucenin nelze stanovit vztah struktury
a ucinku.

Vsechny hodnocené slouceniny s vyjimkou G2Rham pusobily jako inhibitory
systému quorum sensing u Ch. violaceum.

Slou¢eniny PGG, G4Glc a G3Rham inhibovaly aktivitu enzymu sortasa A. Inhibice
enzymu se zvySovala se zvySujicim se poCtem zbytkt kyseliny gallové.

Hodnoty ICsp u slouc¢enin G4Gle, G4Man a G3Rham byly vici burikam linie THP-1
vice nez 200nasobné nizs§i nez u PGG. Slouceniny jsou tedy potencidlné vyuzitelné

pro dalsi vyvoj slou€enin s antibakterialnim a predevsim antibiofilmovym ucinkem.
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4.9 Protiinvazivni aktivita dibazickych karbamati

Od roku 1970 se zvySuje tendence v hodnoceni potencialni antimikrobialni aktivity
u sloucenin patiicich do jinych terapeutickych skupin (Dastidar et al., 2013; Hamad et al ;
2019). Tento trend je viditelny zejména ve vyvoji antimykobakterialnich latek. Jednou
znejvice zkoumanych skupin jsou neuroleptika fenothiazinového skeletu, jejichz
antimykobakterialni aktivita je znama jiz fadu let (Ordway et al., 2003; Kristiansen &Amaral,
1997; Chan et al., 2007; Amaral et al., 1996; Bettencourt et al., 2000). Amaral & Viveiros
(2017) studovali antimykobakterialni aktivitu neuroleptika thioridazinu. Prokazali, ze latka
interaguje s tfadou bunécnych struktur M. tuberculosis bez ohledu na typ rezistence
ke klinicky pouzivanym antituberkulotikim. Existuje taktéz fada studii popisujicich
antibakterialni a antibiofilmovou aktivitu lokalnich anestetik (Schmidt & Rosenkranz, 1970;
e Silva et al., 2017; Sriram et al., 2011; Meylheuc et al., 2001; Rewak-Soroczynska et al.,
2019; Aidyn et al., 2001), stejn€ jako aktivitu proti kandidam (Pina-Vaz et al., 2000) nebo
oralni mikroflofe (Srisatjaluk et al., 2016). Na zakladé téchto optimistickych vysledka byla
hodnocena aktimikrobialni aktivita dibazickych karbamat, pivodné syntetizovanych jako

lokalni anestetika.

4.9.1 Charakteristika hodnocenych dibazickych karbamata

Hodnocené slouceniny byly pfipraveny prof. Csolleiem na FaF UK v Bratislave jako
lokalni anestetika. Latky vykazovaly dobry anesteticky potencial, kdy nejaktivngjsi
slouCeniny mély anestetickou aktivitu vice nez stonasobnou v porovnani s kokainem
a prokainem (Csollei et al., 1988). Jednotlivé derivaty a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti

jsou zobrazeny v Tabulce 21.

Tabulka 21: Struktury hodnocenych dibazickych karbamata la—1p, jejich povrchové napéti
% log ky alog €. (Pfevzato z Malik et al., 2018).

¥ ®
@/N\”/O X X:A= —§—H®Na . B= —§—N©
S o} HoCHy Y
R @\ Y:C=(C00)°% D=20C1°
CHa
Slouc. R X Y log k,, y[N/m] log & cch1)’

1a 2-OC,4Hy A C 3,7688 0,06464 4,19
1b 2-OCsHy; A C 4,0454 0,06366 4,05
1c 2-OCcH 3 A C 4,6049 0,06222 4,52
1d 2-OC;H ;5 A C 4,9487 0,05985 4,08
le 3-OC,4Hy A D 4,0258 0,06316 4,24
1f 3-OCsHy; A D 4,6722 0,06285 4,27
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1g 3-OCeH 3 A D 4,9446 0,06105 4,13
1h 3-OC/Hs A D 5,5384 0,05786 4,27
1i 2-0OC4Hy B C 4,4679 0,06302 4,08
1j 2-0OCsHy, B C 4,8466 0,06206 4,22
1k 2-OC¢H3 B C 35,2359 0,06065 4,10
11 2-OC;H;s B C 35,8966 0,05853 4,14
1m 3-0C4Hy B D 4,7099 0,06298 4,09
1n 3-OCsHy,; B D 35,2087 0,06154 4,18
1o 3-OCeH ;3 B D 35,6569 0,05925 4,01
1p 3-OC/H;s B D 6,1749 0,05692 4,20

Strukturni podobnost hodnocenych latek s fenothiazinovymi neuroleptiky a lokalnimi
anestetiky (viz Obrazek 44) a jejich prokazana anesteticka aktivita vedla k predpokladu,
Ze tyto latky by mohly pusobit i antibakterialné a antimykobakterialné.

N .llln' s
S S. ,
CH:.:,

(a)
CH;

H
Nj{‘NACHs
o e, ©
(b)

Obrazek 44: Chemicka struktura thioridazinu (a), neuroleptika obsahujici fenothiazinovou
strukturu, (b) lidokainu a (c) cinchokainu. VSechny latky ptisobi in vitro antimykobakterialné.
Casti struktury cinchocainu (c) jsou vyznateny barevné: lipofilni &ast (zeleng), polarni
skupina (oranzoveé) spojovaci uhlovodikovy fetézce (Sedy) a zasadita ¢ast molekuly schopna

vytvaret soli (Cerven¢). (Pfevzato z Malik et al., 2018).

Komplexni hodnoceni antibakterialni aktivity dibazickach karbamati proti
enterokokiim bylo provedeno PharmDr. Kristynou Bezouskovou v ramci jeji rigordzni prace.
Cytotoxicita vici eukaryotickym burikam (monocytim THP-1) byla hodnocena PharmDr.

Terezou Kauerovou a doc. Peterem Kollarem z FaF VFU Brno.

4.9.2 Screening antibakterialni aktivity dibazickych karbamatu

Antimikrobialni aktivita (Tabulka 22) byla hodnocena proti referenénim kmentm

S. aureus a E. faecalis a dale proti vSem dostupnym izolatim MRSA a VRE.
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Tabulka 22: Antistafylokokova a antienterokokova aktivita hodnocenych dibazickych
karbamatt a jejich cytotoxicky efekt na monocyty fady THP-1. (SA= S. aureus ATCC 29213;
EF = E. faecalis ATCC 29213; CA = C. albicans CCM 8261;; CMP = camptothecin; SDS =
laurylsiran sodny; CRB = carbethopendecinium bromid; CTC = cetalkonium chlorid; PRC =
prokain; TRC = trimekain; TEC = tetrakain)

MIC [pg/mL (uM)] Tox
Slouc. SA MRSA MRSA MRSA EF VRE VRE VRE CA ICs
63718 SA 630 SA 3202 342B 368 725 B [uM]
1a >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >128 10,80
(>427) (>427) (>427) (>427) (>427) (>427)  (>427) (c427)  (>213)  +1,11
b >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >128 12,53
(>417) (>417) (>417) (>417) (>417) c417) (>417) (>417)  (>208) 1,22
1e >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >128 15,42
(>407) (>407) (>407) (>407) (>407) (>407) (>407) (>407) (>203) +0,22
1d >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >128 16,32
(>398) (>398) (>398) (>398) (>398) (>398) (>398) (>398) (199)  +0,70
le 64 64 64 64 128 32 64 32 >128 4,20+
(129) (129) (129) (129) (259) (65,1) (129) (65,1) (>259) 0,79
1f 16 16 32 16 32 16 16 16 128 4,19
(31,6) (31,6) (63,2) (31,6) (63,2) (31,6) (31,6) (31,6) (252) +0,54
1g 8 8 16 8 16 8 8 8 16 3,50
154) 154) (30,8) 154) (30,8) (15,4) (15,4) 154) (30,8) 0,31
1h 8 8 8 8 8 4 4 4 8 3,67
15,0) 15,0) 15,0) 15,0) 15,0) (7,51) (7,51) (7,51) (15,00  +0,01
1i >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >128 23,06
(>407) (>407) (>407) (>407) (>407) (>407) (>407) (>407) (>203) +0,95
1i >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >128 26,45
J (>398) (>398) (>398) (>398) (>398) (>398) (>398) (>398) (>199) =£1,91
1k >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >128 31,24
(>390) (>390) (>390) (>390) (>390) (>390) (>390) (>390) (>195) 224
1 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >128 29,75
(>382) (>382) (>382) (>382) (>382) (>382) (>382) (>382) (>191) 0,14
1m 128 32 64 64 32 32 64 16 >128 4,90
(245) (61,5) (122) (122) (61,5) (61,5) (122) (30,7) (>245) +0,19
In 128 64 128 256 16 32 64 16 >128 4,99
(239) (119) (239) (478) (29,9) (59.,9) (119) (29,9) (>239) 0,99
1o >256 128 >256 >256 16 32 256 8 >128 4,71
(>466) (233) (>466) (>466) (29,2) (58,3) (466) (14,6) (>233) 0,07
1p >256 256 >256 >256 8 64 256 16 >128 6,32
(>455) (455) (>455) (>455) (14,2) (113) (455) (28,4) (>227) 0,58
AMP 2 16 >16 >16 4 4 4 2 a a
(5,72) (45,8) (>45,8) (>45,8) (11,5) (11,5) (11,5) (5,72)
CPX 0,5 >16 >16 >16 1 1 1 64 _ _
(1,51) (>45,8) (>45,8) (>45,8) (3,02) (3,02) (3,02) (193)
VAN 1 2 1 1 R 512 512 1024 R B
(0,69) (1,38) (0,69) (0,69) (353) (353) (706)
1
5-FLU - - - - - - - - (1.75) -
0,20
CMP - - - - - - - - - +0,07
SDS 128 128 64 64 128 256 128 128 3 148,43
(443) (443) (222) (222) (443) (887) (443) (443) +8,42
CRB 0,25 0,25 0,5 2 0,5 0,5 0,25 0,5 3 1,73
(0,59) (0,59) (1,18) (4,73) (1,18) (1,18) (0,59) (1,18) +0,08
CTC 0,25 0,25 0,5 1 1 0,5 0,5 0,5 3 1,29
(0,63) (0,63) (1,26) (2,53) (2,53) (1,26) (1,26) (1,25) +0,07
PRC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 B 300
(>1083) (>1083) (>1083) (>1083) (>1083) (>1083) (>1083) (>1083)
TRC >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 B 300

(>1030) (>1030) (>1030) (>1030) (>1030) (>1030) (>1030) (>1030)
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>256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 224,13

TEC  s968)  (>968)  (>968)  (>968)  (>968)  (>968)  (>968)  (>968) 652

Antimikrobidlni aktivita slouCenin zavisela na délce alkylového fetézce
a na povrchové aktivité. Toto pozorovani je v souladu s predchozimi vysledky a také se
vztahem struktury a ucinku antibakterialné pusobicich lokalnich anestetik publikovanych
Perem et al. (1999). Aktivita se zaroven zvySovala se zvySujici se toxicitou latek. Pro srovnani
byla studovéana antibakterialni aktivita lokalnich anestetik tetrakainu, trimekainu a prokainu
apovrchové aktivnich latek cetalkonium chloridu, karbetopendecinium bromidu
alaurylsiranu sodného. Lokalni anestetika neméla v hodnocenych koncentracich zadnou
antibakterialni aktivitu.

Aktivita byla dale ovlivnéna typem heterocyklu. VSechny derivaty s vysokou aktivitou
proti grampozitivnim bakteriim (1f-1h) obsahovaly pyrrolidinovy kruh, ktery se tedy zda byt
vyhodnéjsi nez kruh azepamovy. Substituce polohy 3 alkoxylem vedla k vyssi aktivité nez
substituce pozice 2. Na druhou stranu, derivaty obsahujici lipofilni azepamovy kruh byly
aktivni proti mykobakteriim (viz dale).

Zavislost aktivity proti S. aureus ATCC 29213 na lipofilit¢ vyjadiené jako log k
a povrchové aktivité je zobrazena na Obrazcich 46 a 47. Pokud bereme v tivahu pouze aktivni
slouCeniny le-1h, aktivita se zvySuje se zvySujici se lipofilitou az do hodnoty 4,9446

pro latku 1g, poté zastava stejna.
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2.5 L] L] L] L] L] 1
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Obrazek 45: Zavislost antistafylokokové aktivity (1/MIC) na lipofilité. Neaktivni slouceniny
jsou vyznaceny prazdnymi symboly. Pro slouCeniny s hodnotami MIC vys§imi nez nejvyssi

métend hodnota 256 pg/ml byla pro zobrazeni v grafu zvolena tato hodnota.
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Aktivita slouenin mirné klesala se zvySujicim se povrchovym napétim az k hodnoté
0.06285 N/ml pro latku 1f, poté doslo k prudkému poklesu aktivity k latce 1e (MIC= 64 pg/ml).
2 -
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46 - 1h 1g “‘*-3
= 43 1 1
= i
Q040 - )
= 4
= 3.7 1 1e
=) 5
234 o O 50 O §_>’“ o
31 J 1p 1 1o 19 1k 1 1c ' 1b 1a
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0.1 yIN/m]
Obrazek 46: Zavislost antistafylokokové aktivity (1/MIC) na povrchovém napéti. Neaktivni
slouCeniny jsou vyznaCeny prazdnymi symboly. Pro slouCeniny s hodnotami MIC vyS$S§imi

nez nejvyssi meéfena hodnota 256 pg/ml byla pro zobrazeni v grafu zvolena tato hodnota.

Vsechny testované latky byly hodnoceny metodou subkultivace alikvotu na agar pro
zjisténi hodnoty MBC. Hodnoty MBC testovanych latek byly ve vsech ptipadech krom¢ 1f
u VRE 368 (MIC = 16 pg/ml, MBC =32 pg/ml), 1h u VRE 368 (MIC = 4 pg/ml, MBC =
8 ng/ml) a 1e u VRE 725B (MIC = 16 pg/ml, MBC = 32 pg/ml) shodné s hodnotami MIC,
proto nejsou hodnoty MBC pro vétsi piehlednost tabulky uvedeny. VSechny latky tedy
pusobily baktericidné.

4.9.3 Screening antimykobakterialni a antifungalni aktivity dibazickych karbamatua

U sloucenin byla stanovena inhibi¢ni aktivita proti vSem izolatim mykobakterii
a antifungalni aktivita proti C. albicans, C. krusei a rostlinnym patogenum F. avenaceum
a B. sorokiniana. Vysledky jsou zobrazeny v Tabulce 23.

Vztahy mezi aktivitou sloucenin vaci M. tuberculosis a jejich lipofilitou a povrchovym
napétim jsou zobrazeny na Obrazcich 47 a 48. Ze schématu na Obr. 48 vyplyva, ze pokud
aktivni latky (vyznacené plnymi symboly) rozdélime do dvou skupin dle heterocyklu, aktivita
se zvysuje se zvysujici se hodnotou log k. Latky obsahujici pyrrolidin jsou pfi stejné hodnoté
log k aktivnéjsi nez latky obsahujici azepamovy kruh. Na druhou stranu, azepamem
substituované slouCeniny nevykazovaly zadnou antibakterialni aktivitu vi¢i grampozitivnim

patogentm.
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Tabulka 23: Hodnoty minimalni inhibi¢ni aktivity hodnocenych latek proti mykobakteriim.

MS = M. smegmatis, MK = M. kansasii, MM = M. marinum, MTB = M. tuberculosis, CA =

C. albicans, CK = C. krusei, BS = Bipolaris sorokiniana, FA = Fusarium avenaceum, RIF =

rifampicin, CPX

stanoveny spektrofotometricky jako MICsg.

MIC [pg/mL/(uM)]

Sloué. —yrg MK MM MTB CA CK FA BS
o 128/ 32/ 64/ 128/ >128/  >128 128 >128
213 53 106 213 213 213 213 213
b 64/ 16/ 32/ 32/ S128/  >128/  >128/  >128/
104 26 52 52 208 208 208 208
e 32/ 8/ 16/ 16/ S128/  >128/  >128/ 128/
51 13 25.5 255 204 204 204 204
1 16/ 4/ 8/ 8/ S128/  >128/ 128/ 128/
24.9 6 12.5 12,5 199 199 199 199
e 8/ 8/ 16/ 4 S128/ 128/ >128/ 64/
16.2 16.2 325 8.1 260 260 260 130
i 8/ 4/ 2/ 2/ 128/ S128/  >128/ 128
15.8 7.8 3,9 3,9 246 >246 246 246
s 8/ 2/ 2/ 2/ 16/ 128/ 32/ 128
154 3.8 3.8 3.8 30,8 >2464 61,6 246,4
I 8 1 2 2 8/ 128/ 8/ 128/
/150 /1.9 3.7 3.7 15.0 240 15 240
i 128 32 32 128 S128/ 128/ >128/  >128/
1203 /51 /51 1203 203 203 203 203
1 4 32 32 128 >128/ 128/ >128/  >128/
/6.2 /50 /50 /199 199 >199 199 >199
n 256 64 64 128 S128/  >128/ ] 128/
/390 /98 /98 /195 195 >195 195
I 256 256 128 64 S128/  >128/ ] 128/
/382 /382 /191 /96 191 >191 191
. 16 4 8 8 S128/  >128/ ] 128/
/30.7 /7.9 /15.4 /15.4 245 245 245
n 8 4 8 4 S128/  >128/ ] 128/
/150 /1.5 /15.0 7.5 240 240 240
N 4 2 4 4 >128/  >128/ ) 32/
7.3 /3.7 7.3 7.3 2336 2336 584
1 4 2 4 4 S128/  >128/ ] 32/
7.1 /3.6 7.1 7.1 52272 2272 56,8
0,125/ 025/  0,125/4 1/
CPX "y 0.75 0.4 3.0 - - - -
0,5/ 1/
AMF - - - 0.5 1.1 -

ciprofloxacin, ). Hodnoty MIC u F. avenaceu a B. sorokiana byly

Hodnoty MBC byly stanoveny pro netuberkul6zni mykobakterie a byly shodné

s hodnotami MIC, proto nejsou pro piehlednost v tabulce zobrazeny.

120



5.7 1

54 - IO i ainma '10;
5.1 o e
§4_8 i 1e & <C M 10 1p
= & 1m'd
O 45 4
=
= 42 <1>b 1c
2309 | i
36 - < o ¢ O
1a 1i 1j 1k
3.3 -
3.0 . . r s
3.0 40 5.0 6.0 7.0
log k

Obrazek 47: Zavislost antituberkuldzni aktivity (1/MIC) na lipofilit¢ (log k). Neaktivni
slou¢eniny (MIC > 16 pg/mL) jsou vyznaleny prazdnymi symboly. Pro slouceniny
s hodnotami MIC vyss$imi nez nejvyssi méfena hodnota 128 pg/ml byla pro zobrazeni v grafu

zvolena tato hodnota.

Povrchové napéti nema vliv na antituberkul6zni aktivitu az do hodnoty 0,06285 N/ml
pro slouceninu 1f obsahujici pyrolidin, respektive do hodnoty 0,06154 N/ml pro slouceninu
In obsahujici azepam, poté aktivita klesa. Stejné jako v pfipade lipofility, latky se stejnym
povrchovym napétim jsou aktivnéjsi, pokud obsahuji pyrolidinovy kruh.
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Obrazek 48: Zavislost antituberkuldzni aktivity (1/MIC) na povrchovém napéti. Neaktivni
slou¢eniny (MIC > 16 pg/mL) jsou vyznaleny prazdnymi symboly. Pro slouceniny
s hodnotami MIC vyss$imi nez nejvy$§i méfend hodnota 128 pg/ml byla pro zobrazeni v grafu

zvolena tato hodnota.

Antifungalni aktivita slou¢enin byla obecn& velice nizka. Zadna latka nebyla aktivni

proti  C. krusei. Celkové nejvyS$si aktivita byla pozorovana u slouceniny 1h,
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coz pravdépodobné souvisi s jeji nespecifickou toxickou aktivitou. Slouceniny 1p a 1o
vykazovaly stfedni aktivitu (32 pg/ml) proti F. avenaceum, coz muze byt vysvétleno jejich

lipofilitou.

4.9.4 Kombinovany ucinek vybranych dibazickych karbamatu

U sloucenin 1g a 1h, které mély nejniz§i hodnoty MIC proti grampozitivnim
bakteriim, byl nasledné hodnocen synergicky ucinek v kombinaci s konvencné uzivanymi
antibiotiky ciprofloxacinem, oxacilinem, gentamicinem a vankomycinem. Zastupci riznych
skupin byli zvoleni pro ovéfeni piedpokladu rozdilného kombinovaného efektu vzhledem
k riznym mechanismim ucinku a rezistence danych sloucenin. Vysledky jsou shrnuty

v Tabulce 24.

Tabulka 24: Kombinovany ucinek latek 1g a 1h s ciprofloxacinem (CPX), vankomycinem
(VAN), oxacilinem (OXA) a gentamicinem (GEN). (IND = indiference, ADD = aditivni
ucinek, SYN = synergicky ucinek)

Izolit Kombinace (MIC [pg/ml]) FIC index Komb. G¢. (MIC [pg/ml])
1g + CPX (16/16) 1,000 IND
1h + CPX (8/16) 0,531 ADD 0,25/0,032
MRSA 63718
1g + OXA (8/512) 0,500 SYN 2/128
1h +OXA (4/512) 0,562 ADD 2/32; 1/256
1g + CPX (16/16) 1,000 IND
1h + CPX (8/16) 1,000 IND
MRSA SA 3202
1g + OXA (8/512) 1,000 IND
1h+ OXA (8/512) 0,750 ADD 4/128
1g + VAN (8/1024) 0,625 ADD 4/128
1h + VAN (8/1024) 0,500 SYN 2/256
VRE 342B
1g + GEN (8/32) 0,750 ADD 4/8
1h+ GEN (8/32) 1,000 IND
1g + VAN (8/512) 0,750 ADD 4/128
1h + VAN (4/512) 0,750 ADD 2/256
VRE 368
1g + GEN (8/64) 1,000 IND
1h+ GEN (2/128) 1,016 IND

Synergicky efekt byl pozorovan u slouceniny 1g s oxacilinem proti MRSA 63718 a 1h
s vankomycinem proti VRE 342B. Kombinace latky 1g s vankomycinem proti VRE 342B
a 1h s oxacilinem protit MRSA 63718 méla aditivni efekt s hodnotami FIC 0,562 a 0,625,
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coz je blizko hranice pro synergii (0,500). Oxacilin a vankomycin jsou antibiotika interagujici
se syntézou bunécni stény, kazda latka ov§em pusobi v jiném kroku syntézy (Breukink et al.,
2006; Tipper et al., 1965). Mechanismus rezistence k vankomycinu a oxacilinu je také
odliSny.  Vankomycin-rezistentni  enterokoky maji  nahrazeny terminalni D-Ala
peptidoglykanového prekurzoru D-laktatem, coz snizuje afinitu vankomycinu asi 1000krat
(Arias et al., 2012). Rezistence k oxacilinu je zprostfedkovana expresi odlisSnych penicilin-
vazajicich protein PBP2a (Stapleton et al., 2002). Schopnost sloucenin 1g a 1h zvySovat
antibakterialni aktivitu vankomycinu a oxacilinu tedy mize byt vysvétlena jejich pfimou
interakci s bakterialni sténou.

U pouzitych izolati vankomycin-rezistentnich enterokok byl stanoven geneticky
profil. VSechny izolaty byly nositeli genli vanA, tetM, a ermB. 1zolaty VRE 368 and VRE
725B nesly gen aac, ktery je zodpoveédny za ziskanou rezistanci k aminoglykosidim.
Narozdil od ,vnitfni“ rezistence nemuze byt tento typ rezistence piekonan kombinaci
gentamicinu s antibiotikem interagujicim s bunécnou sténou. Rozdil v synergickém efektu
hodnocenych latek s gentamicinem proti jednotlivym VRE izolatim by mohl byt zptisoben
pravé rozdilnym typem rezistence. Hodnocené latky mohly piimou interakci s bunécnou

sténou VRE 342B zvysit prostup gentamicinu do buiiky a tim padem potencovat jeho aktivitu.

4.9.5 Dynamika antibakterialniho u¢inku vybranych dibazickych karbamatu

Slou€eniny s nejnizsi hodnotou MIC 1g a 1h byly hodnoceny metodou , time-kill*
pro stanoveni vlivu koncentrace a délky inkubace na baktericidni aktivitu. Vysledky
(viz Tabulky 25 a 26) jsou interpretovany jako logaritmus rozdilu v poctu kolonii vzhledem
k hodnoté negativni kontroly v case 0. Pokles o log=3 odpovida poklesu o 99,9 % CFU/ml

a znaci baktericidni aktivitu latky.
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Tabulka 25: Dynamika baktericidniho ucinku latky 1g. (SA = S. aureus ATCC 29213; EF =
E. faecalis ATCC 29213; MRSA = klinicky izolat methicilin-rezistentni S. aureus; VRE =
klinické izolaty vankomycin-rezistentnich E. faecalis. Tu¢né-bakterididni efekt; *- statisticky

vyznamna interakce mezi koncentraci a ¢asem.).

Log10 rozdilu CFU/ml vzhledem k negativni kontrole t=0
Izolit Konc. in <h h T
1x MIC 1,54 1,98 2,33 2,74
SA 2x MIC 0,87 0,98 1,26 2,24
4x MIC —-0,26 —0,04 0,10 1,85
1x MIC 0,00 0,66 1,00 1,99
MRSA 63718 2x MIC -1,33 -0,93 —0,26 1,29
4x MIC —2,57* -1,99 -1,26%* 1,21
1x MIC -1,63 -1,01 -0,61 0,27
EF 2x MIC -3,37% -3,43* -2,68 1,04
4x MIC —5,62% -5,14* -5,92% -0,31
1x MIC -0,14 0,97 1,01 1,11
VRE 342 B 2x MIC -0,36 -1,89 -0,64 1,51
4x MIC -0,92 -1,00 -1,09 0,77
1x MIC -2,00 0,29 0,25 -0,16
VRE 368 2x MIC -2,34 -1,97 -1,01 0,32
4x MIC -2,772% -2,71% -2,45 0,97
1x MIC -0,09 -0,29 0,19 2,41
VRE 725B 2x MIC -0,75 -0,74 0,56 0,43
4x MIC -1,85 -1,85 2,15 -2,27

Latka 1g pusobila baktericidné pouze proti E. faecalis, a to v koncentraci 2MIC po 5
a 6 hodinach inkubace a v koncentraci 4 MIC po 4,6 a 8 hodinach. Snizeni poctu CFU/ml
02>90 % bylo pozorovano u VRE 725B, VRE 368, and MRSA 63718 alespoii v jednom Case
a koncentraci. Vysledky byly statisticky analyzovany dvoucestnou ANOVOU a Tukey
testem. Interakce mezi koncentraci a Casem byly statisticky vyznamné pro aktivitu proti
MRSA 63718 a VRE 368. Antibakterialni efekt proti S. aureus a VRE 342B zavisel na Case
i koncentraci, ale mezi témito parametry nebyla nalezena statisticky vyznamna interakce.
Uizolatu VRE 725B byla antimikrobialni aktivita pouze koncentracné zavisla. Souhrnem
lze fici, zZe statisticky vyznamny antimikrobialni efekt byl pozorovan jiz v Case 4 hodiny
po zacatku inkubace, coz podporuje teorii o interakci latek s plazmatickou membranou

a bunécnou sténou.
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Tabulka 26: Dynamika baktericidniho G€inku latky 1h. (SA = S. aureus ATCC 29213; EF =
E. faecalis ATCC 29213; MRSA = klinicky izolat methicilin-rezistentni S. aureus; VRE =
klinické izolaty vankomycin-rezistentnich E. faecalis. *- statisticky vyznamna interakce mezi

koncentraci a Casem.)

Log10 rozdilu CFU/ml vzhledem k negativni kontrole t=0
Izolit Konc. in <h h T
1x MIC 0,08 0,31 0,50 2,07
SA 2x MIC 0,05 0,10 0,05 2,01
4x MIC -0,25 -0,13 -0,08 1,93
1x MIC -0,73%* -0,11 0,98 1,58
MRSA 63718 2x MIC -0,92% -0,42% -0,13 1,62
4x MIC -2,48% -2,40% -2,08% 1,35
1x MIC -0,64 0,16 0,24 0,34
EF 2x MIC -1,87 -1,36 -0,86 0,42
4x MIC -2,57* -2,23% -1,62 0,49
1x MIC 0,07 1,08 -0,08 1,42
VRE 342 B 2x MIC 0,09 0,41 -0,02 0,47
4x MIC -0,78 -0,99 -0,66 0,85
1x MIC 0,46 0,71 1,25 1,13
VRE 368 2x MIC 0,28 0,54 -0,37 0,66
4x MIC -0,32 0,05 0,22 0,37
1x MIC -0,70 0,08 -0,05 0,92
VRE 725B 2x MIC -1,81 -1,31 -0,81 0,95
4x MIC -1,75% -0,76 -0,76 1,08

U latky 1h nebyl pozorovan zadny baktericidni efekt. Statisticky vyznamné poklesy
CFU/ml byly zaznamenany v ¢ase 4 hodiny. Interakce mezi ¢asem a koncentraci byla
vyznamna pro aktivitu proti v§em izolatim s vyjimkou VRE 342B a VRE 368. Stejné jako
u latky 1g, toto pozorovani podporuje predpokladany mechanismus ucinku dibazickych
karbamati. Opé€tovny narast kultury po uplynuti 8-24 hodin od pocatku inkubace je

pravdépodobné zpusoben selekci rezistentnich mutantu.

4.9.6 Antibiofilmova aktivita vybranych dibazickych karbamatua

Antibiofilmovy efekt byl studovan u latek 1f, 1g, a 1h proti S. aureus ATCC 29213.
Minimalni biofilmova inhibi¢ni koncentrace a minimalni biofilmova eradika¢ni koncentrace

byla stanovena jako nejnizS§i koncentrace inhibujici rast/ eradikujici 80 % biofilmu
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v porovnani s kontrolou. MBIC byla shodna s MIC v ptipadé 1g a 1h a dvojnasobna v piipade
1f. MBEC byla u latky 1h pouze dvojnasobek MIC a v piipadé zbyvajicich slouCenin
Ctyfnasobna. Antibiofilmova aktivita slouCenin se zvySovala se zvySujici se povrchovou
aktivitou a délkou alkylového fetézce. Inhibi¢ni a eradikacéni aktivita v zavislosti
na koncentraci je zobrazena graficky na Obrazcich 49 a 50.

Pro srovnani byla stanovena minimalni biofilmova inhibi¢ni a eradika¢ni koncentrace
také pro referencni latky laurylsiran sodny, cetalkonium bromid, karbetopendecinium chlorid
a pro lokalni anestetika. U lokalnich anestetik nebyla v hodnocenych koncentracich
pozorovana zadna aktivita na formaci a eradikaci biofilmu. Povrchové aktivni slouceniny
meély minimalni biofilmovou inhibi¢ni aktivitu srovnatelnou s hodnotami MIC, ale hodnoty
minimalni biofilmové eradikacni koncentrace byly nasobné¢ vys§i. Hodnota MBEC
u surfaktantu laurysiranu sodného byla shodna s MIC, na druhou stranu hodnota MIC
(128 pg/ml) byla 3-4 nasobna oproti hodnocenym slouceninam. Na zakladé€ téchto vysledku
lze tedy fict, ze antibiofilmova aktivita sloucenin 1f—1h neni podminéna pouze jejich

povrchovou aktivitou.

Tabulka 27: Srovnani minimalni inhibi¢ni aktivity (MIC), minimalni biofilmové inhibicni
aktivity (MBIC) a minimalni biofilmové eradikacni aktivity (MBEC) hodnocenych latek 1f,
1g a 1h s lokéalnimi anestetiky a povrchové aktivnimi latkami. (SDS = laurylsulfat sodny, CRB
= carbethopendecinium bromid, CTC = cetalkonium chlorid, PRC = prokain, TRC = trimekain,

TEC = tetrakain)

Slout [ng/mL]
ouc.
MIC MBICs MBECs,
1f 16 32 64
1g 8 8 16
1h 8 8 16
SDS 128 32 128
CRB 0.25 0.25 64
CTC 0.25 0.25 >256
PRC >256 >256 >256
TRC >256 >256 >256
TEC >256 >256 >256
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Obrazek 49: Inhibi¢ni biofilmova aktivita vybranych dibazickych karbamatd na tvorbu
biofilmu S. aureus ATCC 29213.
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Obrazek 50: Eradika¢ni aktivita vybranych dibazickych karbamati na biofilm S. aureus
ATCC 29213.

4.9.7 Ovlivnéni permeability cytoplazmatické membrany vybranymi dibazickymi
karbamaty

Efekt na plazmatickou membranu S. aureus ATCC 29213 byl studovén u sloucenin 1f,
1g a 1h v koncentraci 64 pg/ml. Vychytavani krystalové violeti bylo vyjadieno procentualné

ve srovnani sroztokem violeti. Jak negativni kontrola byl pozit roztok ciprofloxacinu
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(64 ng/ml) a roztok obsahujici DMSO ve stejné koncentraci jako vzorky; jako pozitivni
kontrola 1% roztok Tweenu 20. Vysledky jsou zobrazeny graficky na Obrazku 51.

Vsechny hodnocené latky mély efekt na vychytavani violeti srovnatelny s pozitivni
kontrolou a mezi jednotlivymi latkami nebyl pozorovan signifikantni rozdil (P<0,05).
Negativni kontrola ciprofloxacin (CPX) stejné jako kontrola obsahujici DMSO ve stejné

koncentraci jako u hodnocenych latek byla statisticky srovnatelna s kontrolou rastu.

100 A
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10 -+
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KR KR+DMSO CPX 1f 1g 1h Tween 20 1%
Slouceniny

Obrazek 51: | Crystal violet uptake“ studovany u S. aureus ATCC 29213 po kultivaci
se slouceninami 1f, 1g a 1h. KR-negativni kontrola, KR+DMSO-negativni kontrola + DMSO,
CPX-ciprofloxacin.

49.8 Zavér

Byla zhodnocena komplexni antibakteridlni a antimykobakterialni aktivita
16 dibazickych karbamat lisicich se délkou uhlovodikového ftetézce a heterocyklem.
Pro aktivitu vaéi grampozitivnim patogenim se jako nejdulezitéjsi prokazala pifitomnost
pyrrolidonového kruhu a povrchova aktivita latky. Antimykobakterialni ucinek latek
se zvySoval se zvySujici se lipofilitou. Slou€eniny obsahujici pyrrolidinovy kruh byly
pfi stejné hodnote lipofility aktivn€jsi nez slouceniny s azepamovym cyklem.

Slouceniny 1g a 1h snejvyssi aktivitou proti grampozitivnim patogenim byly
studovany metodou ,time-kill“ a byl u nich stanoven kombinovany ucinek s klinicky
uzivanymi antibakterialnimi latkami. Metodou ,.time-kill“ a naslednou statistickou analyzou
byl zjistén pokles CFU/ml jiz po 4 hodinach od zacatku inkubace, coz podporuje teorii
o interakci s cytoplazmatickou membranou. Interakce s plazmatickou membranou byla

nasledné potvrzena experimentem svychytavanim krystalové violeti. Pfi kombinaci
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s gentamicinem proti kmenu VRE 342 s vnitini rezistenci ke gentamicinu byl pozorovan
synergicky, respektive aditivni ucinek, kdezto u kmenu VRE 368 tato kombinace aktivitu
nezvySovala. Tento vysledek je mozné vysvétlit schopnosti hodnocenych dibazickych
karbamata usnadnit prostup gentamicinu do bakterialni buiiky a tim snizovat hodnotu MIC.

Slouceniny 1g, 1f a 1h byly testovany jako inhibitory a disruptory biofilmu S. aureus
ATCC 29213. Hodnoty minimalni biofilmové inhibi¢ni a eradikacni koncentrace byly pouze
2-4 vyssi nez hodnoty MIC. U povrchové aktivnich latek karbetopendecinium bromidu
a cetylyalkonium chloridu, které byly pouzity jako referen¢ni, byly hodnoty MBEC néasobné
vetsi. Muzeme tedy predpokladat, ze eradikacni aktivita vaci stafylokovému biofilmu neni
vyvolana pouze povrchovou aktivitou latek.

U latek byla stanovena toxicita vi¢i monocytim linie THP-1. Hodnoty ICs, jsou
bohuzel vys$i, nez hodnoty MIC, coz tyto latky vylucuje z dalsiho hodnoceni jako
antibakterialni slou€eniny pouzitelné in vivo. Na druhou stranu, jejich silnd antibiofilmova
aktivita a zaroven anesteticky ucinek by mohl nalézt uplatnéni napiiklad ve vyvoji katétra
opatfenych antibakteridlnim povrchem.

Zaveéry lze shrnou do nekolika bodu

e Dibazické karbamaty jsou povrchové aktivni latky pusobici baktericidné interakci
s cytoplasmatickou membranou.

e Slouceniny 1g, 1f a 1h inhibuji a eradikuji stafylokokovy biofilm v koncentracich 2—4
vysSich nez MIC. Srovnanim s povrchové aktivnimi latkami lze fici, Ze pouze
povrchova aktivita dibazickych karbamatt nevysvétluje eradikacni efekt na biofilm.

e SlouCeniny 1g a 1h zvySuji aktivitu gentamicinu proti VRE 342, coz mize byt
vysvétleno jejich pfimou interakci s bunécnou sténou.

o Latky se vzhledem k vysoké toxicit¢ nehodi k dalsimu studiu jako antibakterialni
1éCiva, ale diky anestetickému efektu a efektu na bakterialni biofilm by mohly byt

vyuzity naptiklad ve vyvoji katétrti s antibakterialnim povrchem.
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4.10 Protiinvazivni aktivita substituovanych 3-(piperazin-1-yl)propan-1,2-diolu

Piperazinové jadro je soucasti fady biologicky aktivnich slouc¢enin a je jednou
z privilegovanych struktur pouzivanych v organické syntéze (Lemke et al, 2013). Tato
struktura umozfiuje fadu cilenych modifikaci jako je ovlivnéni lipofility a elektronovych
vlastnosti (Horton, 2003). Derivaty piperazinu jsou znamy fadou farmakologickych ucinku
jako napftiklad antidepresivni, anthelminticky, antikonvulzivni a samoziejmé atnibakterialni,

antimykobakterialni a antifungalni (Shaquiquzzaman e at., 2015).

4.10.1 Charakteristika hodnocenych substituovanych 3-(piperazin-1-yl)propan-1,2-diola
Tato skupina latek byla rozdélena na zaklad¢ struktury do 2 podskupin:
A. nitrofenylpiperaziny oznacené P11-P20, které byly pfipraveny Dr. Marvanovou z FaF
VFU Brno jako latky s potencialnim antiarytmickym ac¢inkem.
B. karbamoyhydroxylpiperaziny oznatené 5a-5d1 piipravené Dr. Curillovou a doc. Malikem

z FaF UK v Bratislave.

4.10.1.1 Charakteristika podskupiny A: nitrofenylpiperaziny
Struktury celkem 10 novych nitrofenylpiperazind a jejich fyzikalné chemické vlastnosti jsou

shrnuty v Tabulce 28.
Tabulka 28: Struktury sloucenin podskupiny nitrofenylpiperzint a jejich fyzikalné-chemické

vlastnosti: lipofility vyjadiena jako log kv, acidobazicka disociacni konstanta pK,, elektronové

o* parametry a povrchové napéti. (Pfevzato z Pospisilova et al., 2019).

(e}
o/\{\“é\
OH K/gH

1
Qe
®_O
N
Sloud. R! log k., pK, c* Po‘;cyl:l(?/’:l:;]p et
P11 CH, 3.57+0.08 6.08+0.02 0,00 54,54
P12 C,H;s 4,12+0,12 5,87+0,04 -0,11 53,41
P13 C;H; 4,80+0,08 5,89+0,03 -0,12 52,41
P14 CH(CHs;), 4,524+0,07 5,83+0,02 -0,19 51,74
P15 C4Hy 5,42+0,08 5,37+0,02 -0,25 51,51
P16 C,H,0CH, 3.35+0,04 5.99£0.01 0,20 53,11
P17 C,H,0C,H; 3,84+0,08 6,13+0,02 0,20 52,18
P18 C,H,0OC;3H;, 4,524+0,08 5,86+0,03 0,20 51,34
P19 C,H,OCH(CHj3), 4,35+0,09 6,22+0,03 0,22 50,75
P20 C,H,OCH,CH=CH, 4,204+0,07 5,83+0,02 0,22 51,79
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4.10.1.2 Screening antimikrobialni, antimykobakterialni a antifungalni aktivity
nitrofenylpiperazinovych derivatu
Slouceniny byly testovany z hlediska aktivity vici referencnim kmenGm S. aureus
ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29213, methicilin rezistetnimu izolatu MRSA 63718,
mykobakteriim a rostlinnym patogenim F. avenaceum a B. sorokiniana. Screening aktivity
proti stafylokokiim a netuberkuloznim mykobakteriim byl proveden PharmDr. Janou

Kastankovou a je soucasti jeji rigorozni prace. Vysledky jsou shrnuty v Tabulkach 29 a 30.

Tabulka 29: Antibakterialni aktivita nitrofenylpiperazint. (SA = S. aureus ATCC 29213, EF
=E. faecalis ATCC 29213).

MIC [ug/ml]/ [uM]

slout. R SA MRSA 63718 EF
W w w
I
e wenGr o ne
S
e o 0
o oweon  Ge Gy
prs e S i
P19 C,H,0CH(CH), 35566/ >>i§566/ >>i§566/
P20 C,H,0CH,CH=CH, 355%/ 355; >>i§56£§/
E
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Tabulka 30: Antimykobakterialni a antifungalni aktivita nitrofenylpiperazini. (MS =
M. smegmatis, MK = M. kansasii, MTB = M. tuberculosis, BS = Bipolaris sorokiniana, FA =

Fusarium avenaceum).

MIC [pg/ml]/ [uM]

Slouc. R MS MK MM MTB BS FA
Pt CHy A -
e Gy @ ROROWOWE
SR A -
e awew  GE % non W
e he & &% owom
mecmom G e o b o
R R P R R
RN S R RN R
o _cnoonan m  m w mw m m
o cwocsoren U p oh my by
INH 116/17 4/29.2 64/467 5/36.5 - -
BNM - - - - 51172 0,5/1.7

Zadna z hodnocenych slouenin nebyla aktivni proti stafylokokiim, E. faecalis ATCC
29212 ani rychle rostouci mykobakterii M. smegmatis. Slou¢enina P18 (R = C;H4OC3H7)
byla nejaktivnéjsi proti F. avenaceum, slouCeniny P14 (R = CH(CH3),) a P15 (R = C4Hy)
mély nejvyssi aktivitu proti M. kansasii; slouCenina P15 byla navic aktivni prott M. marinum.
Aktivita vétSiny testovanych slouCenin proti M. kansasii a M. marinum byla vys§i nebo
srovnatelna s izoniazidem. Vzhledem k limitované aktivité hodnocenych sloucenin nelze
presné zhodnotit vztahy mezi strukturou a aktivitou, nicméné lze pozorovat urcité trendy
v ramci jejich antimykobakterialniho efektu.

Z Tabulek 28 a 30 vyplyva, ze na uCinnost ma urcity vliv lipofilita; tfi nejvice
lipofilnilni derivaty P14, P15 a P18 (iterval log ky 4,52 az 5.42) maji 1 nejvyssi aktivitu.
Aktivita je 1 asteCné ovlivnéna ionizovatelnosti vyjadifenou hodnotou pK,; aktivita se snizuje
se zvySujici se hodnotou pK,. Pii hodnoceni vlivu elektronovych parametri alkoxylovych,
resp. alkoxyethoxylovych fetézcl 1ze vysledovat, ze ¢im vyssi je elektron-donorova schopnost
alkoxy substituentt (c* = -0,19 a-0,25), resp. -elektron-akceptorni vlastnosti

alkoxyethoxylovych fetézci, tim je aktivita vys$Si. Aktivita rovnéz koreluje s velikosti
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povrchového napéti. Tedy ¢im je hodnota povrchového napéti niz§i (neboli ¢im je vétsi
povrchova aktivita slouCeniny) tim je latka ucinngjsi.

Vyse zminéna skutecnost podporuje predpoklad dulezitosti délky fetezce pro aktivitu,
jak bylo napf. popsano ve studiich (Zadrazilova et al., 2015; Gonéc et al., 2016; Imramovsky
et al., 2011) pfiCemz se lze ale domnivat, ze izosterni nahrada uhliku uprostfed fetezce snizuje
aktivitu zasahem do vSech vyse diskutovanych parametra (1ze srovnat P15 s izosterni P16
(R = C,H4OCH3)). Otazkou vsak zustava, zda by doslo k poklesu aktivity i s prodluzujicim se
uhlikatym fetézcem delSim nez C4. Protoze delsi alkoxyderivaty nebyly pfipraveny lze jen
konstatovat, ze z dané série se jako nejvyhodnéjsi ukazala substituce butoxy fetézcem, coz je
na druhou stranu v souladu s vysledky popsanymi u strukturné podobnych sloucenin (Malik et
al., 2016; Gonéc et al., 2017; Bak et al., 2018).

Hodnocené slouceniny P11-P20 byly soucasti souboru derivati N-fenylpiperazinu,
u kterych byla hodnocena antibakterialni a antimykobakterialni aktivita (Kastankova, 2018).
Derivaty byly rozdéleny do 6 podskupin na zakladé substituentu fenypiperazinového kruhu
(H, 2-OCHs;, 4-OCHj;, 2-F, 4-F, 4-NO,). Skupina nitroderivata diskutovana v této kapitole,
vykazovala ze vSech testovanych substituenti fenypiperazinového kruhu nejlepsi
antimykobakteridlni proti M. kansasii a M. marinum (M. tuberculosis hodnocena nebyla).
Zadna ze skupin nebyla aktivni proti grampozitivnim patogentim. Z téchto vysledkd lze
usuzovat, ze nitroskupina je z hlediska antimykobakterialni aktivity krucialni. Dilezité je také
zjisténi, ze prekurzory téchto derivati, tj. nitrofenylpiperazin a 3-[4-(4-nitrofenyl)piperazin-1-
yl]propan-1,2-diol nevykazoval prakticky zadnou antimykobakteriali aktivitu; nejnizsi
hodnota byla nameétena u nitrofenylpiperazinu proti M. kansasii a to 128 pg/ml.

U nékterych derivati byla zaznamenana i aktivita vici F. avenaceum a B. sorokiniana.
Hodnoty MIC u nejaktivngjsi slouceniny P18 byly ovSem asi osminasobné v porovnani

s referen¢ni antifungalni slouceninou benomylem.

4.10.1.3 In vivo toxicita N-fenylpiperazinu proti rostlinnym bunkam

U vsech nitrofenylpiperazinovych derivata byl in vivo studovan potencialni cytotoxicky
efekt na bunky Nicotiana tabacum var. Samsun. Vodny roztok sloucenin o koncentraci
dopovidajici 1x MIC proti Bipolaris sorokiniana byl injektovan v triplikatech do pokozky lista
3 riznych rostlin. Zadna z hodnocenych latek P11-P20 ani negativni kontrola (vodny roztok
DMSO o stejné koncentraci jako ve vzorcich) nezpusobil zadné pozorovatelné morfologické
zmény na listech. Pozitivni kontrola 5% roztok DMSO naopak vyvoléaval signifikantni toxicky

efekt, ktery se projevil jako ztrata chlorofylu v injektované oblasti.
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4.10.2 Charakteristika podskupiny B: karbamoylhydroxypiperaziny

Syntéza hodnocenych karbamoylhydroxypiperazini je zobrazena na Obrazku 52.

Struktury a fyzikalné-chemické vlastnosti jednotlivych derivatt jsou shrnuty v Tabulce 31.

OH (\N‘A

'1a: R = 3-CF,
11b: R = 4-CF;

5a, 5a1: R = 3-CFy A = —EQQ

Cl

5b, 5b1: R = 3-CFy A = -}

5¢, 5c1: R = 4-CFy A= §QCI ;

Cl

5d, 5d1: R = 4-CFy =—§©—F ;

H
N__O Z_N

5a-d

(iii)

5a1-d1

-

Obrazek 52: Syntéza karbamoylhydroxypiperazint. Pfevzato z Pospisilova et al., 2020.

Tabulka

31:

Struktury

karbamoylhydroxypiperazini:

parametry a molarni objem.

a fyzikalné-chemické

hydrofobni

substituentova konstanta T,

vlastnosti

hodnocenych

elektronové o

H OH (\N A H OH N2
N NTO\)\/N\) ~ N\H/O\/é\/gH
R R—
= (e} = (0]
Slou¢. R R A A ClogP’
' ¢’ MV [em®] n’ ¢’ MV [em®]
5a 3-CF; 273 089 113,57 34-CI-Ph 277 1,19 103,54 5,7703
5al 3-CF; 273 089 113,57 34-CI-Ph 277 1,19 103,54 5,9677
5b 3-CF; 273 089 113,57 (Ph),CH 347 041 15533 58727
5b1 3-CF; 273 089 113,57 (Ph),CH 347 041 15533 6,0701
5¢ 4-CF; 273 095 113,57 34-CI-Ph 277 1,19 103,54 5,7703
5c1 4-CF; 273 095 11357 34-CI-Ph 277 1,19 103,54 5,9677
5d 4-CF, 273 095 113,57 4-F-Ph 1,69 062 85,90 45475
5d1 4-CF; 273 095 113,57 4-F-Ph 1,69 062 85,90 47449

“ predikovano pomoci ACD/Percepta ver. 2012 (Advanced
Toronto, ON, Canada, 2012), bpredikovéno pomoci
(CambridgeSoft, PerkinElmer Inc., MA, USA)

Chemistry Development, Inc.,
ChemBioDraw Ultra

13.0
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4.10.2.1 Screening antibakterialni aktivity karbamoylhydroxypiperazinu

SlouCeniny podskupiny B byly otestovany proti vSem isolatim stafylokoku,

enterokokli a mykobakterii. VSechny slouceniny byly aktivni v koncentracich 8—64 pg/ml.

Aktivita vici stafylokoktim a enterokokiim nebyla ovlinéna prezenci genu mecA, resp. vanA.

Vysledky jsou zobrazeny v Tabulkach 32-34.

Tabulka 32: Antistafylokokova aktivita karbamoylhydroxypiperazini.

MIC (MBC) [ng/ml] / MIC (MBC) [uM]

louc.
Slouc S‘a“";;‘ZSSTCC MRSA 63718 MRSA SA 630  MRSA SA 3202
5a 8 (16)/ 8 (16)/ 16 (16)/ 8 (8)/
16,25 (32,5) 16,25 (32,5) 32,5 (32,5) 16,2 (16,2)
sal 44y 4 4y 8 (8)/ 8 (8)/
7,5 (7,5 7,5 (7,5) 15,1 (15,1) 15,1 (15,1)
sh 8 (16)/ 16 (16)/ 16 (16)/ 16 (16)/
15,5 (31,1) 31,1 (31,1) 31,1 (31,1) 31,6 (31,1)
b1 8 (8)/ 8 (8)/ 8 (8)/ 8 (8)/
14,5 (14,5) 14,5 (14,5) 14,5 (14,5) 14,5 (14,5)
5¢ 8 (8) 8 (8)/ 8 (8)/ 8 (8)/
16,25 (16,25) 16,25 (16,25) 16,25 (16,25) 16,25 (16,25)
scl 16 (16)/ 16 (16)/ 16 (16)/ 16 (16)/
30,2 (30,2) 30,2 (30,2) 30,2 (30,2) 30,2 (30,2)
5d 8 (16)/ 16 (16)/ 8 (8)/ 8 (16)/
18,12 (36,2) 36,2 (36,2) 18,1 (18,1) 18,1 (36,2)
s5d1 32 (32)/ 16 (16)/ 16 (16)/ 16 (16)/
66,9 (66,9) 33,4 (33,4) 33,4 (33,4) 33,4 (33,4)
3a 8/30,6 - - -
3b 4/15,3 - - -
4a >256/>1107 - - -
4b >256/>1014 - - -
4c >256/>1420 - - -
AMP 2/ 5,7 >16/>45,8 >16 />45,8 >16 />45,8
CPX 0,5/1,5 1/3,0 64/193 1/3,0
Tabulka 33: Antientrokokova aktivita karbamoylhydroxypiperazing.
MIC (MBC) [ng/ml] / MIC (MBC) [uM]
Sloucenina E. faecalis
ATCC 29212 VRE 342B VRE 368 VRE 725B
5a 16 (16)/ 16 (16)/ 16 (16)/ 8 (8)/
32,5(32,5) 32,5 (32,5) 32,5(32,5) 16,2 (16,2)
5al 8 (8)/ 16 (16)/ 8 (8)/ 8 (8)/
15,1 (15,1) 30,2(30,2) 15,1 (15,1) 15,1 (15,1)
sh 16 (16)/ 16 (16)/ 32 (32)/ 8 (16)
31,1 31,1) 31,1 (31,1) 62,3 (62,1) 15,5
sb1 64 (64 NGV (R Y€ 030
116,3 (116,3) 116,3 (116,3) (232’7) 58,1 (58,1)
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se 48) 8 (8)/ f 6(5;)5/ 2 4y
8,12(16,25) 16,25 (16,25) (16.25) 4,06 (8,12)
5cl 16 (16)/ 16 (16)/ 16 (16)/ 16 (16)/
30,2 (30,2) 30,2 (30,2) 30,2 (30,2) 30,2 (30,2)
sd 16 (16)/ 16 (32)/ 32 (32)/ 32 (32)/
36,2 (36,2) 36,2 (72,4) 72,4 (72,4) 124 (72.4)
5dl 32/ 32/ 32/ 32/
66,9 66,9 66,9 66,9
3a 32/122 - - -
3b 128/490 - - -
4a >256/>1107 - - -
4b >256/>1014 - - -
4c >256/>1420 - - -
AMP 4/11,5 4/11,5 4/11,5 2/5,7
CPX 13 1/3 1/3 64/193

Tabulka 34: Antimykobakterialni aktivita karbamoylhydroxypiperazina.

o MIC (MBC) [ng/ml] / MIC (MBC) [uM]
Sloucenina - v ; :
M. marinum M. kansasii M. smegmatis M. tuberculosis
5a 8 (8)/ 32/ 8 (8)/ 2/
16,2 (16,2) 65 16,2 (16,2) 4,06
sal 8(8)/ 8/ 16 (16) / 2/
15,1 (15,1) 15,1 30,2 (30,2) 3,7
sh 8(8)/ 32/ 16 (16) / 8/
15,5 (15.5) 62,3 31,1 (31,1) 15,5
5b1 4@/ 8/ 8 (8)/ 27
7,2(7,2) 14,5 14,5 (14,5) 3,6
5c 4 (32)/ 4/ 16 (16) / 8/
8,12 (65,00) 8,12 32,50 (32,50) 16,2
5l 16 (16)/ 8/ 16 (16)/ 64/
30,2 (30,2) 15,1 30,2 (30,2) 121
sd 32 (64)/ 8/ 64 (64) / 8/
72,4 (144,9) 18,1 144.,9 (144,9) 18,1
16/ 16/ 32/ 64/
Sdl 33 33,4 66.9 133
INH 116/17 4/29,2 64/467 5/36,5

Protoze u sloucenin nebyl pozorovan vyznamny rozdil v aktivité, pifedpokladalo se,
ze antibakteridlni aktivita je primarné zavisla na karbamoxylhydroxypiperazinovém skeletu
bez ohledu na substituci. Pro zjisténi, ktera cast molekuly je primarné zodpovédna za aktivitu,
bylo provedeno hodnoceni antibakterialni aktivity prekurzord, a to karbamati 3a, 3b
(viz schéma syntézy na Obrazku 52) a piperazini 4a, 4b a 4c. Z divodu stability pfi
inkubacni teploté¢ byly slouCeniny hodnoceny pouze proti grampozitivnim bakteriim.
Susbtituované piperaziny 4a, 4b a 4c¢ byly neaktivni proti S. aureus a E. faecalis, naopak

karbamaty 3a a 3b vykazovaly anti-stafylokokovou aktivitu srovnatelnou s hodnocenymi
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slouCeninami 5a/al-5d/d1. Aktivita vici E. faecalis byla 2-8krat niz§i nez aktivita produktt
syntézy.

Pro zhodnoceni vyznamu jednotlivych modifikaci na karbamétovém a piperazinovém
skeletu byly dale analyzovany vysledky publikované ve védecké literatuie. Malik et al. (2014)
syntetizovali a analyzovali antibakterialni aktivitu esterli orto-/meta-alkoxyfenylkarbamové
kyseliny substituovanych 4-(pyrimidin-2-yl)piperazin-1-ylem a 2-/3-methoxy nebo ethoxy
skupinou (viz Obrazek 53). Ackoliv jsou slouCeniny prezentovany jako potencialni
antibakterialni latky s GiCinkem proti S. aureus a E. coli a autofi diskutuji vliv substituentd
a lipofility na aktivitu, prezentované hodnoty MIC pievySujici 10 mg/ml jsou pfiblizné

tisicinasobné v porovnani s referencimi antibiotiky ciprofloxacinem.

(\ l /) R2
OH N7 N
N N oA _NH_
R b ® 75
= o) Cl

Obrazek 53: Struktura substituovanych derivata kyseliny alkoxyfenylarbamové pfipravenych

jako potencialni antibakterialni latky. (Pfevzato z Malik et al, 2014.)

Podobné nizkou aktivitu vykazovaly alkoxy derivaty publikované ve studii z roku
2017 (Malik et al., 2017), viz Obrazek 54. Substituce piperazinu fluorem (substituent R?) sice
vedla ke zvySeni antimykobakterialniho uc¢inku ale hodnoty MIC byly stale pfiblizné
desetinasobné v porovnani s referen¢nimi antibiotiky rifampicinem a ciprofloxacinem. Na
druhou stranu, substituce karbamatu (pozice R') elektron-akceptorni skupinou (predevsim
CF;) provedena Waisserem et al. (2007) vyrazné zvysila antimykobakterialni aktivitu (MIC =
8—16 ng/ml). Tyto zavéry jsou v souladu s vysledky ziskanymi v této studii.

Lze tedy fici, ze pfitomnost elektron-akceptorové skupiny na karbamové casti
molekuly je zakladni podminkou pro antibakterialni aktivitu karbamoylpiperazint, zatimco
substituce na piperazinu nevede ke zvySeni aktivity.

X
[ =

=
OH N
N H\n/o\/é\/gg\

= 0] CI@

Obrazek 54: Zakladni struktura potencialnich antibakterialnich latek hodnocenych Malikem

et al. a Waisserem et al. Pfevzato z Malik et al, 2016.
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4.10.2.2 Cytostaticka aktivita hodnocenych karbamoylpiperazinu

Protoze zavedeni substituovaného piperazinu nepiinasi zadné vyhody z hlediska
antibakterialni aktivity, byla u hodnocenych sloucenin Sa/al-5d/d1 i u vychozich karbamatt
a piperazini zhodnocena cytotoxicita vaci bunkam linie THP-1. Cilem bylo zjistit,
zda ptipravené slouceniny budou mit lepsi selektivni index nez vychozi latky. Hodnoceni bylo

provedeno Dr. Hoskem a Mgr. Cernou a vysledky jsou sumarizovany v Tabulce 35.

Tabulka 35: Cytotoxitiva vybranych slou¢enin vici bunkam linie THP-1 vyjadiena jako ICs.

Slou¢. IC50 [HM]
Sa 2,87+1,16
Sal 5,63+1,05
5b 7,33+1,12
5b1 5,91+1,15
Sc >30
5d 8,66+2,56
3a 11,15+1,04
4a 21,26+1,08
4b >30
4c >30
Cisplatina 13,65+1,03

Cytostaticky efekt vSech hodnocenych slouc¢enin Sa/al-5d/d1 s vyjimkou slouceniny
5c byl vyssi nez jejich minimalni inhibi¢ni koncentrace a zaroven vyssi, nez inhibi¢ni efekt
cisplatiny, ktera byla pouzita jako pozitivni kontrola. Na druhou stranu, meziprodukt syntézy
3a vykazoval pouze stfedni hodnotu ICsp=11,15+1,04 pM a samotné piperaziny byly
prakticky netoxické. Pfipojeni substituovaného piperazinu na ester kyseliny karbamové tedy
nejen nezvysuje antibakterialni aktivitu, ale vede navic k vyraznému zvySeni cytotoxicity.
Hodnota ICsp niz§i nez hodnota MIC zaroven vede k diskvalifikaci vSech vyslednych

sloucenin s vyjimkou 5S¢ z dalSich studii zaméfenych na jejich antibakterialni aktivitu.

4.10.2.3 Kombinovany ucinek vybranych sloucenin ze skupiny alkylpiperazin
karbamati

Aktivni slouceniny byly hodnoceny =z hlediska schopnosti synergického efektu

s vybranymi klinicky uzivanymi antimikrobialnimi latkami: vankomycinem, gentamicinem,

oxacilinem a ciprofloxacinem, viz Tabulka 36. Tyto latky maji rizné mechanismy ucinku

astejné tak si na né bakterie péstuji razné mechanismy rezistence. Tento vybér latek
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a zvolené mikroorganismy mély tedy za cil pfiblizit mechanismus uU¢inku hodnocenych

sloucenin.

Tabulka 36: Kombinovany ucinek vybranych alkypiperazin karbamata

) MRSA 63178 MRSA SA VRE 725B VRE 342B  VRE 368
Slou¢. 630
OXA VAN CPX VAN CPX GEN GEN
s IND IND 0 1’;]53/?28 IND IND SYN4/4  ADD16/8
a (FIC=1,004) (FIC=1,004) (ch=0 516) (FIC=1,004) (FIC=1,008) (FIC=0,313) (FIC=0,563)
sal IND IND ADD 2/32 IND ADB;ZQ; SYN 16/4 ADD 4/4
a (FIC=1,004) (FIC=1,004) (FIC=0,750) (FIC=1,016) (FIC=0.750) (FIC=0,313) (FIC=0,516)
sh IND IND ADD 2/128 IND IND SYN 8/16 SYN 16/16
(FIC=1,004) (FIC=1,004) (FIC=0,625) (FIC=1,004) (FIC=1,008) (FIC=0,500) (FIC=0,375)
5h1 ADD 2/32 IND ADD 2/128 IND ADD 2/64 SYII/;Z“; SYN 8/8
(FIC=0,563) (FIC=1,004) (FIC=0,750) (FIC=1,008) (FIC=0,750) (FIC=0,375) (FIC=0,188)
se IND IND AD]13/6%4/32; IND IND SY11>11§/ 8 SYN 4/8
(FIC=1,004) (FIC=1,004) (FIC=0.750) (FIC=1,008) (FIC=1,000) (FIC=0,375) (FIC=0,313)
sel IND IND IND IND ADD 16/16 SYN 8/16 SYN 8/32
¢ (FIC=1,004) (FIC=1,004) (FIC=1,000) (FIC=1,016) (FIC=0,563) (FIC=0,375) (FIC=0,500)
5d IND IND ADD 2/32 IND IND ADD 8/4 ADD 16/8
(FIC=1,004) (FIC=1,004) (FIC=0,750) (FIC=1,004) (FIC=1,002) (FIC=0,563) FIC=(0,563)
sd1 IND IND IND IND IND SYIIE g’;’ 2 ADD 32/8
(FIC=1,004) (FIC=1,125) (FIC=1,000) (FIC=1,016) (FIC=1,016) (FIC=0,375) (FIC=0,563)
=V

Kombinace s vankomycinem byla indiferentni jak v pfipadé MRSA 63718, ktery je

charakterizovan intermedialni citlivosti k vankomycinu, tak v pfipadé vankomycin-
rezistentniho izolatu E. faecalis VRE 725B. Kombinace s oxacilinem proti MRSA 63718
poskytovala aditivni efekt pouze v pripade latky Sbl, ostatni kombinace byly indiferentni.
Kombinace s ciprofloxacinem proti MRSA SA 630 vykazovala aditivitu ve vSech pfipadech
kromé 5c¢l a 5d1. Tyto latky pusobily indiferentné, ale jejich FIC hodnoty byly na rozhrani
aditivniho a indiferentniho pasobeni (FIC=1,00). V pfipadé kombinace hodnocenych latek
s ciprofloxacinem proti VRE 725 B byla aktivita soli vys$si nez aktivita originalnich bazi;
vsechny soli kromé 5d1 plsobily aditivné. Jelikoz u izolatu VRE 725B neni znamy presny
typ rezistence k chinolonim, lze pouze spekulovat o mozném mechanismu aditivniho
pusobeni. Jednim z vysvétleni by mohla byt blokada efluxnich pump, které jsou Castou
pfi¢inou rezistence bakterii k chinolonim (Aldred et al., 2014).

Izolaty VRE 368 a VRE 725B jsou nositeli gent aph(3’)-llla a aac(6')aph(2"), které
poskytuji vysokou hladinu rezistence ke gentamicinu (Oravcova et al., 2014). Gen
aac(6')aph(2") koduje syntézu bifunkéniho enzymu AAC(6’)-APH(27),

Enzym APH(3')-Illa katalyzuje

ktery ma

acetyltransferasovou a fosfotransferasovou aktivitu.
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fosforylaci skupiny 3'-OH u aminoglykosidi (Culebras et al., 1999). 1zolat VRE 342B neni
nositelem téchto gend, a proto je u néj rezistence ke gentamicinu zpusobena pouze snizenim
pruniku antibiotika do bunky. Tento typ rezistence muze byt prekonan pouzitim kombinace
aminoglykosidu s antimikrobialni latkou interagujici s bunéénou sténou, jako jsou napiiklad
penicilinova antibiotika nebo glykopeptidy (Szychowski et al., 1961; Cetinkaya et al., 2000).
Jelikoz nékteré z testovanych slouCenin pasobily s gentamicinem synergicky jak proti VRE
342B tak proti VRE 368, je mozné fici, Zze mechanismus synergického pisobeni neni pouze
ve zvySeni pruniku gentamicinu do bakterialni buriky. Kombinovany ucinek proti VRE 725B
nebyl hodnocen z davodu vysoké hodnoty MIC gentamicinu proti tomuto izolatu
(>2000 pg/ml).

4.10.2.4 Dynamika antibakteridlniho ucinku vybranych sloucenin ze skupiny alkyl
karbamati

Dynamika antibakteridlniho Uc¢inu bazi a od nich odvozenych soli byla porovnana
metodou , time-kill“ proti S. aureus ATCC 29123 (Obr. 55) a MRSA 63718 (Obr. 56).
V souhrnu byla aktivita bazi vyssi nez aktivita soli. SlouCeniny pisobily prevazné
bakteriostaticky, baktericidni ucinek byl pozorovan pouze u sloucenin 5c a 5d proti S. aureus
a 5al a 5d proti MRSA 63718, a to vzdy v nejvyssi testované koncentraci rovné ¢tyinasobku
MIC. Na druhou stranu, vSechny baze plisobily usmrceni alesporn 90 % bakterialnich bunek
alesponl v jednom Case a koncentraci, a to u obou pouzitych izolati. Vyssi aktivita bazi muze

byt vysvétlena jejich jednodussim prinikem do bakterialni bunky.
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Obrazek 55: Dynamika baktericidniho u€inku derivata karbamoylpiperazini proti S. aureus

ATCC 29213.
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Obrazek 56: Dynamika baktericidniho ucinku derivati karbamoylpiperazini proti MRSA
63718.

4.10.2.5 Antibiofilmova aktivita vybranych sloucenin ze skupiny alkylkarbamatu

U sloucenin byla hodnocena schopnost inhibovat rast biofilmu S. aureus ATCC 29213
a také rozruSovat jiz maturovany biofilm, viz Obr. 57. Minimalni biofilmova inhibi¢ni
a eradikani koncentrace byla stanovena jako minimalni koncentrace latky inhibujici/
eradikujici 90 % biofilmu v porovnani s kontrolou rastu.

Srovnani hodnot MIC/MBC a MBIC, MBEC je zobrazeno v Tabulce 37. VSechny
latky vykazovaly silnou antibiofilmovou aktivitu s hodnotami MBIC a MBEC srovnatelnymi

nebo dokonce 2-4krat niz§imi nez byly hodnoty MIC. Toto pozorovani naznacuje,
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Ze antibiofilmova aktivita téchto latek nebyla vyvolana pouze vlastnim antibakterialnim
pusobenim, ale i interakci s faktory ovliviiyjicimi formaci biofilmu, jako je napfiklad
biosyntéza polysacharidového intercelularniho adhesinu (PIA), systém Agr nebo tzv.
,.staphylococcal accessory regulator* (Otto, 2008). Pro ovéfeni této teorie by bylo tfeba
hodnoceni genetické exprese odpovédnych genti po kultivaci s latkami.

Kromé dvojice 5a/5al byly baze aktivnéjsi nez soli a jejich aktivita byla koncentracné
zavisla. SlouCenina 5a v koncentraci 256 upg/ml vykazovala nizsi eradikacni aktivitu
(37,17 + 6,70 %) nez v naslednych fedénich, coz mohlo byt vyvolano omezenou rozpustnosti

latky v této koncentraci a vznikem stazeniny.
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Obriazek 57: Porovnani inhibi¢niho a eradika¢niho efektu bazi a jejich soli na bakterialni

biofilm S. aureus ATCC 29213.
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Tabulka 37: Srovnani minimalni inhibic¢ni/eradikacni antibiofilmové aktivity s hodnotami

minimalni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace proti plaktonickych buinkam S. aureus ATCC

29213. MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace, MBIC = minimalni biofilmova inhibicni

koncentrace, MBC = minimalni baktericidni koncentrace, MBEC = minimalni biofilmova

eradikacni koncentrace)

Slouc. [ng/mi]

MIC MBICg, MBC MBECy,
3a 8 8 _ _
3b 4 4 _ _
4a >256 >256 _ _
5a 8 4 16 8

5al 4 2 4 2
5b 8 4 16 8
5b1 8 8 8 8
5¢ 8 2 8 4
5cl 16 16 16 32
5d 8 2 16 4
5d1 32 16 32 32

4.10.2.6 Ovlivnéni permeability cytoplazmatické membrany

U sloucenin Sc¢ a Scl byla hodnocen interakéni potencial s cytoplazmatickou

membranou S. aureus ATCC 29213 a VRE 342B, viz Obr. 59. Slou€eniny byly hodnoceny

v koncentraci 8 pg/ml.
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Obrazek 58: Vychytavani krystalové violeti u S. aureus ATCC 29213 a VRE 342B

po kultivaci se slouceninami Sc¢ a Scl. KR-negativni kontrola.
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Oba hodnocené derivaty 5S¢ a Scl neovliviiovaly permeabilitu cytoplazmatické
membrany S aureus ATCC 29213 ani VRE 342B, jelikoz jejich vliv na vychytavani
krystalové violeti byl srovnatelny s negativni kontrolou. Interakce s plazmatickou membranou

tedy neni mechanismem ucinku téchto latek.

4.10.3 Zavér

Byla hodnocena antibakterialni, antimkybakterialni a antifugalni aktivita derivati
N-nitrofenylpiperazing, které byly z hlediska struktury rozdéleny do dvou podskupin. Prvni
skupina obsahovala 10 derivatt nitrofenylpiperazinu lisicich se délkou alkoxylového fetézce.
Tyto latky byly pouze stfedné aktivni proti mykobakteriim a rostlinnym patogenim
F. avenaceum a B. sorokiniana, nevykazovaly ale zadnou aktivitu proti grampozitivhim
bakteriim z rodu Staphylococcus a Enterococcus. Porovnanim se slou¢eninami téhoz skeletu
liSicimi se substituci nitroskupiny za jinou skupinu lze fici, ze pravé piitomnost nitroskupiny
je nutna pro antibakterialni aktivitu.

Druhou skupinu tvofilo 8 derivati karbamoylhydroxypiperazinu. Slouceniny se lisily
substituci fenylkarbamového jadra. Ukazalo se, ze typ substituce nemél vliv na antibakterialni
aktivitu. Po otestovani vychozich slouCenin a porovnani vysledkd s publikovanymi studiemi
zaméfenymi na strukturné podobné slouceniny lze usuzovat, ze pro antibakterialni aktivitu je
krucialni pfitomnost fenylkarbamatového skeletu nesouci elektron-akceptorové skupiny.
Substituovany piperazin vliv na antibakterialni aktivitu nema, naopak negativné ovliviiuje
toxicitu vici eukaryotickym bunkam, ¢imz vétsinu latek vytrazuje z dalSich kroka testovani.

Zaveéry lze shrnout do nekolika bodi:

e Nitroskupina u N-nitrofenylpiperazint je zakladni podminkou pro jejich
antimykobakterialni aktivitu.

e Pro antibakterialni aktivitu karbamoylpiperazini je klicové karbamatové jadro,
substituované elektron-akceptorovymi skupinami. Piperazinové jadro nevede ke zvySeni
antibakterialni aktivity v porovnani se samotnym substituovanym karbamatem, naopak
zvysuje cytotoxicky efekt viuci eukaryotickym bunkam.

e U vsech hodnocenych karbamoylpiperazint s vyjimkou slou¢eniny 5S¢ byla hodnota ICsg
vuci monocytarni bunécné linii THP-1 nizsi nez hodnoty MIC.

e Hodnocené karbamoylpiperaziny neovliviiyji permeabilitu cytoplasmatické membrany

u S. aureus ani E. faecalis.
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S Zavér

Mikroorganismy se nepfetrzit¢ prizpisobuji podminkam vnéjsiho prostiedi, coz vede
i k vyvoji antibakterialni rezistence. VétSina bakterii se bézné vyskytuje ve formé biofilmu,
ktery je navic k antibakterialnim latkdm pfirozené méné citlivy. Vyvoj novych
antimikrobialnich latek je tedy jednim ze zpusobi, jak stimto, pro lidstvo nepfiznivym,
fenoménem bojovat.

V ramci této dizertacni prace byla hodnocena komplexni antimikrobialni aktivita
87 sloucenin, rozdélenych do 6 podskupin na zakladé chemické struktury.

Prvni skupinu tvofilo 16 derivati amidu kyseliny skoficové. Vyraznéjsi ucinek proti
stafylokokiim se projevil pouze u sloucenin substituovanych trifluormethylovou skupinou.
Slouceniny pusobily jako inhibitor a disruptor biofilmu S. aureus. Pfedpoklad o interakci se
systémem quorum sensing u Ch. violaceum se nepotvrdil. Fluorem substituovany derivat se
ukazal jako silny inhibitor ristu rostlinného patogenu Bipolaris sorochiana bez toxického
pusobeni na jak na rostlinné buriky, tak na hummani lymfocyty fady THP-1. Tato slouCenina
je tedy perspektivni z hlediska dalSiho studia jako fungicid.

Druhou skupinu tvofilo 23 novych derivati thiosemikarbazonu. Neékteré z téchto
slouCenin inhibovaly rast kvasinek rodu Candida v koncentracich nizsich, nez referencni
antimykotika flucytosin a amfotericin-B. Pro antimykotickou aktivitu byla nutna inkorporace
dusiku thiosemikarbazonu do piperazinu, ktery je na druhém dusiku substituovan bud’
objemnym a lipofilnim substituentem (benzhydryl) nebo fenylem substituovanym skupinou
s vyraznymi elektron-akceptorovymi vlastnosmi (4-CN, 4-NO,, 3,4-Cl). Antimykoticky
aktivita neni ovlivnéna lipofilitou ani pouhou schopnosti chelatovat zelezo, jak by se nabizelo
pfi pohledu na jejich zakladni strukturu. SlouCeniny téz neinteraguji se syntézou bunécné
stény.

Treti skupinu tvotily 3 Shiffovy baze odvozené od chinazolinu a jejich médnaté
komplexy. Pro antistafylokokovou aktivitu je vyhodna subsituce nitroskupinou. Komplexy
mély obecné vysSi antibakteridlni aktivitu nez baze, toto zvySeni aktivity zaroven vedlo
k nasobné vyssi cytotoxicité. Chelatace tedy neni vhodnou metodou pro zvySeni
antibakterialniho ucinku, jelikoz vede ke snizeni selektivniho indexu.

Ve ctvrté skupiné se nachazelo 8 derivati kyseliny gallové. Tyto slouceniny,
strukturné odvozené od pentagalloylglukosy vykazovaly pouze stifedni aktivitu proti
gramnegativnim bakteriim. Aktivita se snizovala se snizujicim se poftem navazanych zbytkt

kyseliny gallové a pravdépodobné souvisela se schopnosti gallotaninti inhibovat bakterialni
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enzym sortasa A. VSechny hodnocené derivaty inhibovaly formaci biofilmu S. aureus
v koncentracih nizsich nez MIC a kromé jedné téz pusobily jako inhibitory systému quorum
sensing u Ch. violaceum. Vzhledem k vhodnému selektivhimu indexu jsou tyto derivaty
potencialné vyuzitelné pro dalsi vyvoj sloucCenin s antibakteridlnim a predevsim
antibiofilmovym ucinkem.

Patou skupinu tvofilo 16 dibazickych karbamati liSicich se délkou uhlovodikového
fetézce a heterocyklem. Pro aktivitu vi¢i grampozitivnim patogeniim se jako nejdulezitéjsi
prokazala ptitomnost pyrrolidonového kruhu a povrchova aktivita latky. Antimykobakterialni
ucinek latek se zvySoval se zvySujici se lipofilitou. Slou€eniny obsahujici pyrrolidinovy kruh
byly pfi stejné hodnoté lipofility aktivnéj§i nez slouceniny s azepamovym cyklem. Latky
inhibovaly a eradikovaly stafylokokovy biofilm s koncentracich 2-4 vy$Sich nez MIC.
Slouceniny interagovaly s plazmatickou mebranou stafylokokti a enterokokt a inhibovaly
a eradikovaly stafylokokovy biofilm s koncentracich 2-4 vyssich nez MIC. Antibiofilmovou
aktivitu nelze vysvétlit pouze povrchovou aktivitou téchto latek, jelikoz referencni povrchoveé
aktivni latky rist biofilmu neovliviiovaly. Vzhledem k vyrazné cytotoxicité se slouCeniny
nehodi k dalSimu studiu jako antibakterialni 1éCiva, ale diky anestetickému efektu a efektu
na bakterialni biofilm by mohly byt vyuzity napiiklad ve vyvoji katétri s antibakterialnim
povrchem.

Sesta skupina byla tvofena 18 N-nitrofenylpiperaziny, které byly z hlediska struktury
rozdéleny do dvou podskupin. Podskupina alkoxyderivata nitrofenylpiperazinu nevykazovala
zadnou aktivitu proti grampozitinim bakteriim, pusobila ale jako inhibitor ristu mykobakterii
a rostlinnych patogent F. avenaceum a B. sorokiniana. Porovnanim se slouCeninami téhoz
skeletu lisicimi se substituci nitroskupiny za jinou skupinu lze fici, ze pravé pritomnost
nitroskupiny je nutna pro antibakterialni aktivitu. V druhé poskupiné se nachazelo 8 derivati
karbamoylhydroxypiperazinu liSicich se substituci fenylového jadra. Substitnuce neméla vliv
na antibakteridlni ucinek téchto latek, pro aktivitu byla krucidlni pfitomnost
fenylkarbamatového skeletu nesouci elektron-akceptorové skupiny. Substituovany piperazin
vliv na antibakterialni aktivitu nemél, naopak negativné ovlifioval toxicitu vaci
eukaryotickym bunkam, ¢imz vétSinu latek vyradil z dalsich kroku testovani.

Je zieggmé, ze strukturni modifikaci jiz znamych slouenin je mozné vytvofit
nepieberné mnozstvi novych derivatd s antibakterialnimi ucinky. Avsak skuteCnou vyzvou je
objevit, resp. navrhnout slouCeninu, jejiz aktivita bude limitovana pouze na pozadované
patogeny a nebude pusobit toxicky na lidsky organismus. Nepfiznivy index selektivity je

hlavni limitujici faktor 1 u slou¢enin hodnocenych v této praci.

147



Primarni screening antimikrobialni aktivity je ¢asové 1 financné€ naroc¢na €innost. Pro
nalezeni 87 aktivnich sloucenin prezentovanych v této praci bylo nutno otestovat vice nez
tisic nové pripravenych potencialnich antimikrobidlnich latek. VétSina z téchto aktivnich
sloucenin se navic nakonec ukazala jako neperspektivni z diivodu jejich toxicity vici
eukaryotickym buinkam. Jednim ze zpusobl, jak snizit finan¢ni naklady na primarni
screening by bylo vyuziti in silico metod, jako je ,,computer-aided drug design“. Cilena
sysntéza sloucenin s antibakterialnim efektem, predvidatelnym mechanismem ucinku a bez
potencialni pisobit toxicky na eukaryotické buriky by mohla vést ke zrychleni vyvoje novych

antibakterialnich 1éCiv, které jsou i v dnesnim svété stale aktualni.
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