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ANOTACIE

Testovanie citlivosti bakteridlnych kmenov a potencionalne patogénnych mikroorganizmov je
nevyhnutnou stcast'ou vyvoja novych lie¢iv. Hl'adanie novych zlucenin je dblezitou sucast'ou
medicinskej liecby a prevencie voc¢i patogénom, ktoré si stile vo vicSej miere osvojuju
rezistenciu voci dostupnym liecivam. Cielom diplomovej prace je testovanie ucinnosti
novych derivatov sulfonamidov voc¢i vybranym, bezne sa vyskytujicim, mikroorganizmom, s

moznost'ou uplatnenia ako antibiotika.

KEUCOVE SLOVA

Sulfénamidy, citlivost, u¢innost,, rezistencia, AST, mikrodilu¢na metéda, MIC.

TITLE
Antimicrobial activity of novel synthetized sulfonamides

ANNOTATION

Susceptibility testing of bacterial strains and potentially pathogenic microorganisms is an
essential part of new drug development. The search for new compounds is an important part
of medical treatment and prevention against pathogens that are increasingly acquiring
resistance to available drugs. The aim of the diploma thesis is to test the effectiveness of new
sulfonamide derivatives against selected, commonly occurring microorganisms, with the

possibility of application as antibiotics.
KEYWORDS

Sulfonamides, susceptibility, effectiveness, resistance, AST, microdilution method, MIC.
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Z0ZNAM SKRATIEK

5-HT1A — 1A sérotoninovy receptor (hydroxytryptamine 1A receptor)
5-HT2A - 2A sérotoninovy receptor (hydroxytryptamine 2A receptor)
5-HT?7 - 7 sérotoninovy receptor (hydroxytryptamine 7 receptor)

ALS — acetolaktat syntaza (acetolactate synthase)

AMK - aminokyselina (amino acid)

AST — testovanie mikrobidlnej citlivosti (antimicrobial susceptibility testing)
ATP — adenozintrifosfat

CA enzym — enzym pre karboanhydrazu (carbonic anhydrase)

CDK?2 - cyklin dependentnd kindza 2 (cyclin-dependent kinase 2)

CN skupina — kyanoskupina

COX — cyklooxygenaza (cyclooxygenase)

cDNA — komplementarna DNA (complementary DNA)

CFU — jednotka tvoriaca kolonie (colony forming units)

D2 — dopaminovy receptor 2 (Dopamine 2 Receptor)

D3 - dopaminovy receptor 3 (Dopamine 3 Receptor)

DEL - DNA-kdédovana chemicka kniznica (DNA-encoded library)

dfr gén — gén pre dihydroflavonol 4-reduktazu (dihydroflavonol 4-reductase)
DHF — dihydrofolat (dihydrofolate)

DHFR - dihydrofolatreduktdza

DHPS — dihydropteroatsyntaza

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA - kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

DPP-4 - dipeptidylpeptidaza 4 (dipeptidyl peptidase-4)



dsDNA — dvojvlaknova DNA (double stranded DNA)
dTMP — deoxytymidinmonofosfat
dUMP — deoxyuridinmonofostat

EUCAST — Europsky vybor pre testovanie antimikrobialnej citlivosti (European Committee

for Antimicrobial Susceptibility Testing)

FDA — Sprava potravin a lie¢iv (Food and Drug Administration)

FDTS - thymidylat syntdza zavisla na flavine (flavin-dependent thymidylate synthase)
folP — gén pre dihydropteroat syntdzu (dihydropteroate synthase)

GLP-1 - glukagon podobny peptid 1 (glucagon-like peptid 1)

H20: - peroxid vodika

HIV —virus I'udskej imunitnej nedostatocnosti (human immunodeficiency virus)

HCI — kyselina chlorovodikova

HLE - l'udska leukocytarna elastaza (human leukocyte elastase)

IgG — imunoglobulin G

ISO — Medzinarodna organizacia pre normalizaciu (International Organization for

Standardization)

JNK 1 - c-Jun N-terminélna kindza (c-Jun N-terminal kinases)
K-ATP kanal — draslikovy kandl citlivy na ATP

Ki — inhibi¢n4 konStanta

Km - Michaelisovej konstanta

KOH - hydroxid draselny

LpxC — UDP-3-0O-(R-3-hydroxymyristoyl)-N-acetylglukosamin deacetylaza (UDP-3-O-(R-3-
hydroxymyristoyl)-N-acetylglucosamine deacetylase)

m-CPBA — kyselina meta-chloroperoxybenzoova (meta-chloroperoxybenzoic acid)

MBC - minimdlna baktericidna koncentracia (minimum bactericidal concentration)



MDD - depresivna porucha (major depressive disorder)

MgSOs4— siricitan hore¢naty

MH agar - Mueller-Hintonov agar

MIC — minimélna inhibi¢na koncentracia (minimum inhibitory concentration)
Mw — molekularna hmotnost’ (molecular weight)

Na2CO3 — uhli¢itan sodny

NCCLS - Narodny vybor pre klinické laboratorne normy (National Committee for Clinical
Laboratory Standards)

NCS - N-chlérsukcinimid (N-chlorosuccinimide)

NF-Y - nukledrny transkripény aktivator (nuclear transcription factor Y)
NH: skupina — aminova skupina

NIR — blizke infrac¢ervené Ziarenie (near-infrared spectroscopy)

NNRTT - nenukleozidové inhibitory reverznej transkriptdzy (Non-Nucleoside Reverse

Transcriptase Inhibitor)

NSAID — nesteroidna protizapalova latka (nonsteroidal anti-inflammatory drug)
PABA - kyselina para-aminobenzoova (para-aminobenzoic acid)

PDT — fotodynamicka terapia (photodynamic therapy)

PFP-sulfonat - pentafluérfenolovy sulfonat (pentafluorophenyl sulfonate)

pH — zaporny dekadicky logaritmus koncentracie vodikovych i6nov v roztoku
POCI;3 — trichlorid-oxid fosfore¢ny

R — oznacenie pre substituent (atém, funk¢énd skupina) na zékladnej Struktire
R-MgBr - bromid hore¢naty s naviazanym substituentom

R-MgCl — chlorid hore¢naty s naviazanym substituentom

RNA - kyselina ribonukleové (ribonucleic acid)

SMT - sulfametazin



SPD — sulfapyridin
STZ — sulfathiazol

sull — gén pre sulféonamid rezistentnl dihydropteorat syntdzu 1 (sulfonamide resistant

dihydropteroate synthase)

sul2 — gén pre sulféonamid rezistentnl dihydropteorat syntdzu 2 (sulfonamide resistant

dihydropteroate synthase)

SURI — receptor pre sulfonylmocovinu (sulfonylurea receptor 1)
T12— biologicky polcas

T£20 — anhydrid kyseliny trifluormethansulfonovej

THF — kyselina tetrahydrofolova (tetrahydrofolat)

TS - thymidylat syntaza (thymidylate synthase)

TSA agar — trypténovy sojovy agar (tryptone soya agar)



1. UVOD

Antibiotika patria v sucasnosti medzi bezny a uc¢inny sposob lieCby mikrobidlnych ochoreni.
Uz v prvej polovici dvadsiateho storoCia boli objavené, a vo velkom vyuzivané, zakladné
typy antibiotik, medzi ktoré patria aj sulféonamidy. Svojou popularitou sa pribliZili
najznamejSiemu antibiotiku, penicilinu, ktory postupom casu zacali sprevadzat podobné
problémy ako aj u sulfonamidov — nadmerné a Castokrat neopodstatnené uzivanie, ktoré
viedlo k vytvoreniu rezistencie na mnohé zluceniny a derivaty. Hl'adanie latok odvodenych od
davno znadmych lie¢iv je v sti€asnosti vel'kou vyzvou a zdroven jednou z mala moZznosti, ako

sa branit’ pred rezistentnymi kmenimi.

Stcastou prace je teoreticka Cast’ popisujuca chemické zloZenie a vlastnosti sulféonamidov, ich
historiu a metddy syntézy. TaktieZ st spomenuti zndmi zéastupcovia sulfonamidovych lieciv.
V zavere su ako premostenie k praktickej Casti prace uvedené metddy testovania ucinnosti
antibiotik, metodika prace a priklady S$tudii zaoberajicich sa testovanim sulfonamidov na

niektorych kmenoch baktérii, vyuzivanych aj v praktickej ¢asti prace.

Experimentalna zlozka prace spocivala v testovani Uc¢innosti morpholinomethylfenylovych
derivatov benzénsulfonamidov na kmene gram pozitivnych a gram negativnych baktérii,
a taktiez kvasinkach rodu Candida. Cielom bolo testovanie citlivosti danych derivatov,
vyhodnotenie ich uc€innosti, overenie bakteriostatického, resp. baktericidneho pdsobenia

a porovnanie ucinnosti vo¢i overenym typom antibiotik.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Historia

Jednym z najvacsich vynalezov dvadsiateho storocia si bezpochyby antibiotikd. Rozsiahla
skupina lie¢iv, vdaka ktorej sme viac-menej chraneny pred dosledkami baktérii a infekcii,
sposobila medicinsku revoliciu. V minulom storo¢i doslo k razantnému zvySeniu priemernej

dizky Zivota (v USA o vyse 50 percent) a v najviciej miere sa o to zapri¢inili antibiotika.

Prave sulfonamidy boli prvé klinicky pouzivané antibiotikd, ktoré sa zacali vyuzivat
v tridsiatych rokoch 20. storocia (penicilin o necelych desat’ rokov neskér) a hned’ po nastupe
zaznamenali zna¢ny uspech a dosiahli pokles imrtnosti. Vyrazny prelom nastal pri chorobach
ako tuberkul6za, meningitida alebo puerperalna hortcka, spdsobujica imrtia zien pri porode,
anajmi Sarlach, kde doSlo v prvych rokoch po nasadeni lie¢iva k polovicnému poklesu
umrtnosti. [ ked’ by sme zohl'adnili nie uplne presné Statistiky zaznamendvajuce timrtia, stale

sa jedna o jednozna¢nu vyhru nového sposobu lie¢by infekcii.

Otcom sulfénamidov je Gerhard Domagk, vedecky pracovnik znameho nemeckého
chemického zavodu I.G. Farben. Povolanim bol patolog a bakteriolog, ktory bol za objav
oceneni Nobelovou cenou (Cohen a Cluff, 1961; Gaudilliére, 2009; Jayachandran et al., 2010;
Rubin, 2018; Sermo, 2017; Britannica, 1998).

Domagkov vyskum sa zameral na testovanie textilnych farbiv, konkrétne latky Prontosil
Rubrum, pricom pévodnym tmyslom bolo vyvinit’ azofarbiva vhodné pre textilny priemysel,
ktoré¢ pre obsah sulfénamidov dosahovali vysSiu stabilitu. No v roku 1932 sa podarilo
zaznamenat Domakgovi antibakteridlny vplyv tohto cerveného farbiva, otri roky sa
informécie dostali na verejnost’ a prvé klinické pokusy na 'ud’och prebehli roku 1936. Trvalo
tak skoro tridsat’ rokov, nez latka, ktorej Struktira bola zndma uz na zaciatku dvadsiateho
storo¢ia, zapocala vyrazny posun v medicine a infektologii. Taktiez uz v roku 1919 bola
Heidelbergerom a Jacobsom zistena antibakterialna aktivita tychto azofarbiv, no neprikladala
sa im vécSia pozornost. Prelomovy terapeuticky objav ich tak len tesne obiSiel ana prvé
antibakterialne lieky sa muselo ¢akat’ az na Gerharda Domagka a tridsiate roky dvadsiateho
storo¢ia (Cohen a Cluff, 1961; Gaudilliere, 2009; Jayachandran et al., 2010; Rubin, 2018;
Sermo, 2017; Britannica, 1998).

Domagk testoval farbiva na potkanoch, kde sa pozitivne prejavil antibakteridlny uc¢inok voci

baktériam streptokoka. Sulfonamidy, peniciliny a neskor d’alSie typy antibiotik tak nahradili
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dovtedy vyuzivané, pomerne primitivne a potencionalne nebezpecné, metddy liecby pomocou
imunizacie zvieracimi sérami. Prvymi pacientami lieCenymi Prontosilom boli tehotné Zeny, u
ktorych sa vd’aka sulfénamidom zaznamenal pokles tmrtnosti o vySe Stvrtinu. Aj vdaka
dobrému uc¢inku na mnohé d’alSie, v tej dobe nebezpecné infekcie, sa lieCiva zacali rychlo
Sirit’ a za prvé roky ich bolo vyrobenych cez Sest'tisic ton. Lekari ich bezne predpisovali bez
receptu a vyskum prisiel s viac nez pittisic sulfo zluCeninami a odvodenymi latkami ako
sulfatiazol, sulfadiazin ¢i sulfametazin. Mnohé¢ z tychto latok vSak neskor vykazovali toxicitu
alebo rychly vznik rezistencie (Cohen a Cluff, 1961; Gaudilliere, 2009; Jayachandran et al.,
2010; Rubin, 2018; Sermo, 2017; Britannica, 1998).

Gerhard Domagk a nemecky chemicky tim nebol jedinymi, ktori sa zaujimali o vyskum
novych lie¢iv. V danom case a po prvych tuspechoch s Prontosilom sa vo Francuzsku na
Pasteurovom institute zaoberali testovanim antibakteridlnej aktivity Ernest Fourneau a Daniel
Bovet. Zamerali sa konkrétne na aktivnu zlozku Prontosilu, sulfanilamid, a pomohli objasnit’
Struktiru a najméd mechanizmus G¢inku. Odpovedali na otaznik, preco je latka aktivna in vivo,
no nie vo vonkajs$ich podmienkach a preco dokaze hubit’ baktérie len pri podani testovanému
subjektu. Vysledkom bolo zistenie vztahu medzi proformou Prontosilom a aktivnym
produktom sulfanilamidom, ¢o poukazalo na Zalidocne enzymy ako pdvodcu metabolizécie.
Sulfanilamid, medziprodukt pri vyrobe azofarbiv, sa javil ako vhodnejSia volba na
terapeutické pouzitie vd’aka nizSej cene a mensim vedl'aj$im Gi¢inkom (napriklad zacervenanie
koze) (Cohen a Cluff, 1961; Gaudilliére, 2009; Jayachandran et al., 2010; Rubin, 2018;
Sermo, 2017; Britannica, 1998).

Sulfénamidy sa zaroven podpisali pod rozvoj vedeckych postupov, kde sa v Styridsiatych
rokoch zacal uplatiovat’ tzv. skrining, teda spojenie biochemickych a mikrobiologickych
metod pre vyber tej najvhodnejsej zluceniny s najvyssim ucinkom spomedzi stoviek a tisicok
moznosti a derivatov. Rovnako tak bolo zaujimavé postupné chdpanie mechanizmu U¢inku
sulfonamidov, kde niektoré vtedajsie testy vykazovali protibakterialny Gc¢inok in vivo, no uz
nie v skimavke. To viedlo k myslienke, Ze lie¢ivo funguje v ramci podpory imunitného
systétmu. AZ neskor sa priSlo na vztah k inhibicii kyseliny para-aminobenzoovej (PABA),
zhodou okolnosti prave tej, ktord je nutnd pre vyrobu kyseliny listovej baktériami (Cohen
a Cluff, 1961; Gaudilliére, 2009; Jayachandran et al., 2010; Rubin, 2018; Sermo, 2017;
Britannica, 1998).
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Slavu Prontosilu a podobnych lieCiv zatienil az prichod penicilinu a neskdér d’al$ich antibiotik,
preukazujucich lepsi ucCinok, niz§iu toxicitu a vacSiu odolnost’ voci vzniku rezistencie.
Sulfénamidy maji itak velka zéasluhu za boj proti infekcidm reumatickej horucky,
meningitidy, baktérii Shigella a najmé beta-hemolytickych streptokokovych infekcii, kde sa
prvykrat (vo vi¢Som mnozstve) vyuzil na fronte medzi vojakmi. Sulfénamidové lieky si nasli
uplatnenie aj pri ,,dezinfekcii* traviaceho traktu pred operaciami a vyhodou bola taktiez nizka
cena a jednoduché podanie. V sucasnosti sa sulféonamidy vyuzivaji najma pri liecbe infekcii
mocového traktu alebo ako ndhrada pre pacientov alergickych na penicilin, a stale
zaznamenavajl aj mnoho minoritnych pouziti (Cohen a Cluff, 1961; Gaudilliere, 2009;

Jayachandran et al., 2010; Rubin, 2018; Sermo, 2017; Britannica, 1998).

2.2 Struktira a vplyv na i¢inok

Medzi prvé chemické latky vyuzivané v boji proti infekcidm patria sulfonamidy. I ked’ sa za
najznamejSie antibiotikd zvycajne povazuju peniciliny, latky na baze sulfanilamidu boli prvé,
ktoré tento boj zapocali. Sulfénamidy su syntetické lieciva a zo Strukturneho hladiska sa
jedna o latky obsahujuce sulfanilovi a amidova skupinu, ktorych Struktira ma cyklicky

charakter.

Na zaciatku vychadzame zo Struktary amidu, ¢o je latka obsahujica karbonylovl skupinu
C=0, na ktoru sa viaze zloZka s dusikom. Ak hovorime o sulféonamidoch, karbonylovy usek
bol nahradeny sirou viazucou dva atomy kysliku. Z chemického pohladu sa sulfonamidy
moézu dalej rozdelovat’ na primarne, sekundarne a terciarne, v zavislosti od poc¢tu atoémov
vodiku viazanych na dusiku, resp. ich nahradenie retazcami uhlika (Yousef et al., 2018;

Zinner a Mayer, 2015).

Sulfénamidové antibiotika vychadzaju konkrétne zlatky sulfanilamid, ktorého Struktura
pozostava z aromatického kruhu, dvoch NHz skupin a sirnej skupiny. Pre aktivitu je podstatna
prave volnd aminoskupina nachidzajlica sa na Stvrtom uhliku. DoleZitou sucastou je
sulfonylové skupina, ktorej substitucie zabezpecuju diverzitu odvodenych typov lieciv (ako
napr. sulfadiazin alebo sulfamethoxazol) schopnymi inhibovat’ kyselinu para-aminobenzoovu

(PABA).

Z pohl'adu Struktiry delime sulfénamidy na antibakteridlne latky a lieiva bez

antimikrobidlneho ucinku. Prvd menovana skupina obsahuje aromaticky amin, teda volnu
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aminovu skupinu viazani na aromaticky cyklus a NH2 skupinu viazanu s R retazcom (atém
vodiku alebo heterocyklus). Liec¢iva, ktoré nevykazuji antibakteridlnu aktivitu maja
nearomaticky amin a ich odlisné Struktira ma uspech v lieCbe inych patologickych stavov,
ktoré budu konkrétnejsie rozpisané v prislusnej kapitole. V ramci aktivity a pdsobenia lieciva
je dolezity vztah medzi Struktirou a jej posobenim na mechanizmus ucinku (Yousef et al.,

2018; Zinner a Mayer, 2015).

Kategoria antibakteridlnych sulfonamidov zahfiia lieiva liSiace sa napriklad molekulovou
hmotnost'ou alebo biologickym pol¢asom Ti2 (dobou potrebnou pre pokles koncentracie latky
z maximalnej hodnoty na polovicnu). Ako priklad sa d& uviest’ sulfisoxazol obsahujuci dva
cyklické kruhy (pentacyklus ako substituent druhého aminu) s Mw 267,3 a T2 Sest’ hodin
(DrugBank, 2021). Naproti tomu sulfasalazin mé zlozitejSiu Struktaru — tvoreny je tromi
konjugovanymi cyklami, zktorych dva su prepojené dvojitou dusikovou vizbou,
a v molekule sa nachadza aj karboxylova skupina. Tym je dana vicsia molekulova hmotnost’
latky (Mw 398,3) apozorujeme variabilnejs$i eliminacny pol€as (pdt az desat’ hodin)

(DrugBank, 2021) oproti sulfisoxazolu (Yousef et al., 2018; Zinner a Mayer, 2015).

V kategoérii sulfénamidov bez antibakterialneho ucinku sa nachédzaju latky vhodné ako
lieciva pre diabetes (anti-hyperglykemické konstrukty), diuretikd, serotoninové antagonisty,

protizapalové a protikf¢ové konstrukty alebo lieky vykazujlice aktivitu proti virusu HIV.

Anti-hyperglykemické konStrukty obsahuji v Struktare aminova skupinu NH-R, kde volny
retazec R bol nahradeny skupinou -CO-NH-R, ktord zodpovedd za ucinok zniZujuci
glykemicky stav. V porovnani s antibakteridlnymi zastupcami sa jedna o vacSie latky, kde
v pripade glyburidinu dosahuje molekulovd hmotnost Mw 494, no biologicky polcas je len

dve az Styri hodiny (Yousef et al., 2018; Zinner a Mayer, 2015).

Diuretikd su latky podporujiice vylu€ovanie vody a vyuZzivané pri liecbe hypertenzie. NH-R
skupina je nahradena aromatickym cyklom obsahujicim Specificky viazany atom dusiku
alebo uhliku a Styri bo¢né retazce R — hovorime o sluckovej Strukture (loop) — alebo dvomi
cyklami s viacerymi Specificky viazanymi atomami (dusik, uhlik sirna skupina SOz) tvoriace
thiazidové diuretika. Latky ako dorzolamid alebo bumetanid st dobrymi prikladmi
zobrazujucimi Siroké spektrum vlastnosti sulfonamidovych latok. Kdezto ich Mw je relativne
podobna (324,4 a364,4), tak sa s polCasom eliminacie sa vyrazne odliSuji — pre prva
menovanu latku st to az Styri mesiace, pre bumetanid len 60 az 90 minut (Yousef et al., 2018;

Zinner a Mayer, 2015).
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Antagonisti sérotoninu sa pouzivaju pri liecbe depresie a ich molekulova kostra pozostava
okrem iné¢ho z dvoch alebo viacerych cyklov (Sest’ a pit¢lenny kruh), kde R skupina je
tvorend alkylom. St to menSie latky s kratkym polcasom (naratriptan — Mw 295,4; Ti: 2,5

hodiny) (PubChem, 2021).

Pouzivané su taktiez protizépalové sulfonamidy, kde je R skupinou aryl viazany na
heterocyklus, alebo inhibitory karboanhydrdzy, kde je retazcom R aromatickd skupina

(Yousef et al., 2018; Zinner a Mayer, 2015).

Sulfonamidy zahfnaji Siroka Skalu latok a mdézeme ich povazovat’ za pomerne jednoducho
modifikovate'né zla€eniny, umoziiujuce pridanie, odoberanie alebo nahradu atémov
aretazcov. Tym je mozné do zna¢nej miery ovplyviiovat ich vlastnosti, ¢i uz chemické alebo
kinetické (ako napriklad Mw alebo biologicky polcas), a taktiez dobre cielit’ i¢inok aj mimo
antibakteridlny svet (vyuzitie dokonca ako herbicidy) (Yousef et al., 2018; Zinner a Mayer,
2015).

Obr. 1: Sulfénamidové skupina (dostupné z: https://www.wikiwand.com/en/Sulfonamide_(medicine))
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Obr. 2: Vzorec sulfanilamidu (upravené, dostupné z: shorturl.at/dqvGI)
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2.3 Mechanizmus ucinku
2.3.1 Struktiira a vplyv na funkénost

Sulfénamidy fungujii vo¢i mikroorganizmom bakteriostaticky, nie su primarne toxickymi
latkami a su prostriedkom k spomaleniu alebo zastaveniu rastu a mnoZenia baktérii. Vd'aka
syntéze velkého mnozstva roznych derivatov sulfo lieciv boli objavené konkrétne Struktirne
rysy, ktoré vykazuju zvicSenie alebo znizenie aktivity lie¢iva. Nevyhnutna je pritomnost
aromatickej NH2 skupiny viazanej na benzénovy kruh, ktora je zdkladom funk¢nosti lie€iva.
Dolezita je taktiez jej orientacia — ide o para viazanu skupinu vzhladom k sulfénamidovej

skupine (Mondal, 2017; Taci¢ et al., 2017).

Zmena orientdcie by znamenala zmenu aktivity a pri substituentoch viazanych orto alebo
meta by doslo k zniZeniu G¢innosti, a taktiez nie je mozné nahradit’ benzén inym cyklickym
systtmom. Naopak, pri substiticii vramci NH2 zlozky sulfénamidovej skupiny
(elektrondonornym systémom — napriklad heteroaromatickym substituentom) by doslo
k zlepSeniu aktivity, no dvojitd substitiicia oboch vodikov v NH2 skupine by aktivitu opét
znizila. K tomu by doslo aj po nahradeni SO: ¢asti CO skupinou (Mondal, 2017; Taci¢ et al.,
2017).

Pre zachovanie aktivity je tiez nutné, aby bola sulfénamidova skupina viazanéd na aromaticky
benzén priamo cez atom siry. Ak sa nahradi -SO2 za -SOsH skupinu, dochadza k deaktivécii,

no substitucia -SO2H G¢innost’ nenarasa (Mondal, 2017; Taci¢ et al., 2017).

2.3.2 Bakterialny metabolizmus a PABA

Bakteriostaticky uc¢inok sulfonamidov spociva v reakcii s kyselinou p-aminobenzoovou,
skratene PABA. PABA je kI'icovym prvkom v syntéze kyseliny listovej, ktord je d’alej nutna
pre tvorbu purinovych a pyrimidinovych baz, teda prostriedkov k syntéze DNA. Ak dojde
k naruseniu sérii reakcii asyntéz, nie je mozné tvorit geneticky materidl, rast
a rozmnozovanie baktérii je zastavené. K smrti bunky to vSak nevedie (Coppoc, 1996;

Mondal, 2017; Taci¢ et al., 2017).

Kyselina p-aminobenzoova je zivinou a esencidlnou sucastou mikroorganizmov, kedze je
nutnd pre tvorbu folatov. Pre Cinnost’ I'udskych buniek nie je zdsadnd, no radime ju do
skupiny vitaminov (vitamin Bx). V I'udskom traviacom trakte je tvorena baktériami E. coli

(Coppoc, 1996; Mondal, 2017; Taci¢ et al., 2017).
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Kyselina tetrahydrofolova, resp. tetrahydrofolat (THF), je derivat kyseliny listovej,
ktory poskytuje metylovl skupinu pri syntéze tymidinu a podiel'a sa na tvorbe purinového
cyklu. Je tak prostriedkom k syntéze nukleovych kyselin, DNA a RNA, a taktiez proteinov
(bunkovej steny). K danym procesom poskytuje jeden uhlik, preto sa nazyva aj
monokarbonovy derivat. K tvorbe folatu je okrem PABA potrebny aj 2-amino-4-0x0-6-
metylpteridindifosfat a kyselina L-glutamova (Coppoc, 1996; Mondal, 2017; Taci¢ et al.,
2017).

Za proces tvorby folatu zodpovedaju viaceré enzymatické kroky, ktoré su zaroven cielom
inhibicie lie¢iva. Prvym kl'icovym enzymom je dihydropterodtsyntdza (DHPS). Jeho ulohou
je katalyzovat' reakciu PABA s pteridinom (konkrétne je vo forme dihydropteroat
pyrofosfatu) za vzniku dihydropteroatu (kyseliny dihydropteroovej), ktory je
medziproduktom na ceste k syntéze folatu. Ide o prvy zdsadny regulaény bod a ciel’ lieciv
veducich k inhibicii foldtu Nasleduje tvorba dihydrofolatu z dihydropteroatu s
pridavkom kyseliny glutdmovej v procese, za ktory zodpovedd enzym dihydrofolatsyntdza

(Fernandez-Villa et al., 2019; Taci¢ et al., 2017).

Poslednou castou procesu je katalyza dihydrofolatreduktazou (DHFR), ktora umoziiuje
vzniknat vyslednému produktu, kyseline listovej. Proces tvorby folatu zahfna aj iné cesty,
napriklad prijem kyseliny listovej zo stravy miesto de novo syntézy. V danom procese sa
taktiez vyuziva dihydrofolatreduktaza, no k tvorbe dihydrofolatu. Tento proces neprebicha
v bakteridlnych bunkach aje pritomny skor v 'udskom organizme, ktory je odkazany na

prijem folatu z vonkajsich zdrojov (Fernandez-Villa et al., 2019; Tacdi¢ et al., 2017).

2.3.3 Inhibicia dihydropteroatsyntazy

Pozname mnoho typov sulfonamidovych lie€iv, tzv. antifolatov, ktoré sa daju rozdelit’ na
zaklade mechanizmu fungovania do dvoch zakladnych skupin: klasické antifolaty, latky
s podobnou Struktarou ako kyselina listova, a naopak, Struktury nepodobajlice sa na folat —
neklasické antifolaty. Vysledkom je vprvom pripade spomalenie alebo zastavenie
metabolizmu kyseliny listovej a v druhom rade, pri neklasickych sulfonamidoch, zabranenie
samotnej syntézy folatu. Sulfonamidy patria do druhej skupiny aich G¢inok sa zameriava
najmi na dva zmienené enzymy - dihydropteroatsyntazu a dihydrofolatreduktazu (Fernandez-

Villa et al., 2019; Tacic¢ et al., 2017).
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Inhibicia enzymu dihydropteroatsyntdza prebieha kompetitivnou a reverzibilnou inhibiciou
a vyhodou tohto spdsobu je Specifickost’ a selektivita. Inhibitory DHPS su Struktarne podobné
PABA — maju podobnu dizku (6,7 A PABA, 6,9 A sulfanilid), podobne (ploché) priestorové
usporiadanie a taktiez rovnaké rozlozenie ndboja. To umoziuje sa inhibitorom viazat na
enzym azaroven brani interakcii PABA s aktivnym miestom enzymu. Vysledkom je
narusenie reakcie dihydropteroatu s PABA, ¢im nakoniec neddjde k syntéze kyseliny
tetrahydrofolovej (Coppoc, 1996; Fernandez-Villa et al., 2019; Mondal, 2017; Skold, 2010;
Taci¢ et al., 2017).

Ked’ze sa jedna o kompetitivny sposob branenia katalyzy, pri zvySenom mnoZzstve PABA by
sa ucinok lieCiva znizil a boj o katalytické miesto by vyhrala kyselina aminobenzoova.
Sulfénamidy preto pdsobia bakteriostaticky anevedil k priamej smrti mikroorganizmu.
Selektivita sa uplatiiuje v cielenom pdsobeni na bakteridlny metabolizmus, ked’ze produkuji
folat de novo a st odkézané na pritomnost’ enzymu, zatial’ ¢o u I'udskych buniek enzymaticky
mechanizmus chyba a folat ziskavaju prijmom z potravy (Coppoc, 1996; Fernandez-Villa et

al., 2019; Mondal, 2017; Skold, 2010; Taci¢ et al., 2017).

2.3.4 Inhibicia dihydrofolatreduktazy a d’alSie sposoby inhibicie

Inhibicia enzymu dihydrofolatreduktdza je minoritnej$i sposob liecby ajednou z mala
vyuzivanych latok je trimetoprim, klasicky typ antifolatu, ktory posobi prostrednictvom
inhibicie premeny dihydrofolatu (DHF) na tetrahydrofolat (THF). Ide o analog kyseliny
listovej a je tvoreny diaminopyrimidinovou $truktirou. Struktira sice obsahuje NH2 skupinu,
no bez pritomnosti siry. Tieto lieCivd sa vyuzivaji skér doplnkovo k sulfonamidom pre
zlepsenie ucinku, no vykazuju aj cytostatické a imunosupresivne vlastnosti a vyuzitie nasli
skor pri liecbe rakoviny, malérie alebo autoimunitnych choréb, nez v boji proti baktériam.
Podobne ako u antagonizmu k PABA, aj inhibicia dihydrofolatreduktazy je kompetitivna, no
vedie k vyCerpaniu folatu a ma tak baktericidny prejav (Fernandez-Villa et al., 2019; Skold
a Swedberg, 2017).

Treti enzym, o ktory sa opiera liecba sulfonamidmi, je thymidylat syntaza (TS). Enzym
zabezpecuje inu drahu tvorby DHF, ktora prebicha spitne z THF a je napojend na tvorbu
pyrimidinu. Prvotnou reakciou je premena deoxyuridinmonofosfitu (dUMP) na
deoxytymidinmonofosfat (dTMP), ktoru katalyzuje TS v prostredi s N5, N10-metylén THF

ako metylacnym c¢inidlom. Druhotnym produktom reakcie sa stdva DHF. Inhibicia TS
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prebicha ireverzibilne akvoli Strukturnej podobnosti enzymov v baktéridch a l'udskych
bunkach je neziaducim uc¢inkom zvySena toxicita. Aj napriek tomu si lieCiva nasli uplatnenie
v klinickej praxi ast sucastou liecby rakoviny, ked’Zze urychluju odburavanie uracilu

(Fernandez-Villa et al., 2019; Skdld a Swedberg, 2017).

Zaujimavym cielom sucasného vyskumu je thymidylat syntaza zéavisla na flavine (FDTS),
kde nie je pritomna tato Strukturdlna podobnost’ a liecCba sa nespéja s toxicitou. Problémom je
rezistencia mnohych mikroorganizmov voci klasickym antifoldtom, preto sa vyvijaju nové
typy lie¢iv vyuzivajice iné mechanizmy vazby substratov. Typickym prikladom rezistencie je
Mycobacterium tuberculosis, ktora odolava aj mnohym inym typom lieCiv, preto je vyvoj
novych druhov antibiotik v dneSnej dobe o to viac podstatny (Fernandez-Villa et al., 2019;

Skold a Swedberg, 2017).

2.4 Zakladné vlastnosti sulfonamidov

2.4.1 Fyzikalno-chemické vlastnosti

Sulfénamidy sa chemickym prejavom radia k slabym kyselinam a kysly charakter vyplyva zo

skupiny SOz, ktora umoziiuje stabilizovat’ rezonanciou anion dusiku.

Latky zo skupiny sulfénamidov sa prejavuju réznou bakteriostatickou aktivitou, suvisiacou
sich fyzikdlnymi a chemickymi vlastnostami. Jeden zo zdkladnych sulfonamidov,
benzénsulfonamid, vykazuje oproti d’alSim derivatom nizSiu G¢innost’ a vzhladom k tymto
zlu¢eninam sa nachddza na opa¢nom konci spektra aktivity (Nikoofard et al., 2017;

Soriano-Correa et al., 2003).

Pozorovany bol stivis medzi kyslostou derivatov (hodnota kyslej disocia¢nej konstanty pKa
pre amidovu skupinu) a zaporny néaboj sulfo skupiny. Vlastnosti vychadzaji konkrétne
zroznych substitucii N1 amidovej skupiny, kde vysledné zmeny aktivity su vysledkom
elektronegativity substituovaného R retazca. Zavedenie substituentu na zakladni molekulu
viedlo k tvorbe zaporného néboja na N1 atome u derivatov (u sulfathiazolu (STZ) bol
zaznamenany kladny néboj). Atom N4 a NH2 skupina nie je ovplyvnend, ked’Ze st dostatocne

vzdialené od R substituentu (Nikoofard et al., 2017; Soriano-Correa et al., 2003).

Hodnota kyslosti pKa vychadza z vel'kosti ndboja na skupine (pre aktivitu sulfonamidov je
podstatny naboj na amidovej skupine). So zvySenim néaboja sa zvySuje konStanta pKa, no

znizuje aktivita, preto zdsaditejSie latky su menej bakteriostatické. Miera kyslosti sa urovala
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na zéklade protonacnej energie, teda rozdielu energie medzi neutrdlnou a protonovanou
molekulou. Cim je energia vicSia, tym je latka zasaditejsia (Nikoofard et al., 2017;

Soriano-Correa et al., 2003).

Faktorom ovplyviiujucim aktivitu je aj R substituent na atéme N1. Cim ma skupina R vi&siu
schopnost’ pritahovat’ elektrony a tvorit’ silnejSiu vdzbu, tym dochadza k znizovaniu pKa
a vyssej aktivite latky (opit’ najmensSia pre zakladny sulfénamid). Pre vlastnosti sulfonamidov
je dolezita aj SO: skupina a prislusny R elektronakceptorny substituent. Silnejsi substituent
znamena pozitivnejsi ndboj v sulfénovej oblasti a vysSiu aktivitu latky (Nikoofard et al.,

2017; Soriano-Correa et al., 2003).

V pripade disociacie a kationovej formy zlicenin prevlada viac kladny naboj na atome N4
vzhl'adom k N1 a pri zapornej anidnovej forme sa nachddza vacsi zaporny naboj na N1, nez
N4. Tieto lokacie so zvySenym nabojom st reaktivnejSie a vhodnejSie k protonizacii, resp.
deprotonizacii. Pritomnost’ R substituenta podporuje delokalizaciu elektronov popri hlavnom
retazci atym stabilitu Struktiry. Kationové a anidnové derivaty su tak reaktivnejSie nez

v neutralnej podobe (Nikoofard et al., 2017).

Taktiez vlastnosti ako elektro-chemicky potencidl p, molekuldrna tvrdost n a index
elektrofility @ st ovplyvnené R skupinou. Pritomnost’ substituentu zvySuje hodnoty tychto

charakteristik a stabilizuje systém (viazanim elektrénov) (Nikoofard et al., 2017).

Fyzikalno-chemické vlastnosti sulfénamidov st v neposlednom rade ovplyvnené aj
rovinnostou $truktiry a polohou medzi aminoskupinou a benzénovym cyklom, ktoré by mali
zvierat’ uhol priblizne 180 stupiiov (pre aktivne latky SPD, SMT a dalSie derivaty), no
v pripade zakladné¢ho sulfonamidu je uhol 345 stupniov. Rovinnost je nevyhnutna pre

ucinnost’ 1atok, no substitticia R skupinou ju neovplyviiovala (Nikoofard et al., 2017).

Dizka vizby medzi atdomom N4 a aromatickym kruhom je 1,38 A, ¢o je hodnota podobna
velkosti vizieb v aromatickom kruhu (1,39 A). To znaéi, Ze aminoskupina je dobre spriahnuta
s benzénovym kruhom a neovplyviiuje ju pritomnost’ substituentu. K zmenam dizky vizieb
dochadza pri tvorbe katiénovej alebo anionovej formy. Dizka vizieb je zaroveii podstatna pre
samotnu ucinnost’ lieiva, ked’ze aktivnejSie derivaty s va¢Sim bakteriostatickym pdsobenim

mali kratSiu vdzbu medzi atbmom N1 a R substituentom (Nikoofard et al., 2017).

Pri ndvrhu a syntéze farmaceutickych lieciv je dolezitd ich tepelna stabilita, Co zohl'adiiuja

termodynamické vlastnosti. Termodynamika latok sa ur¢ila prostrednictvom atomizacnej
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energiec a derivaty, najmi substituované, prejavujii nizSiu molarnu entalpiu a vysSiu

termodynamicku stabilitu (Nikoofard et al., 2017).

2.4.2 Farmakokinetické vlastnosti a metabolizacia niektorych typov lieciv

Farmakokinetika sa zaoberd pohybom, spracovanim a metabolizaciou lieciv na zdklade ich
fyzikéalno-chemickych vlastnosti. Zohl'adiiuje G¢inok lie€iv a vézbu na ich cielové Struktary
a taktiez je prostriedkom k spravnemu davkovaniu liekov a sledovaniu priebehu medikéacie.
Tieto faktory st podstatné najmd pri dlhotrvajicej liecbe auzivani antibiotik
s bakteriostatickym ucinkom, akymi st aj sulfonamidy. Proces liecby si vyzaduje vypocet
spravneho mnozstva a konstantnej koncentracie lieciva, ktord sa musi udrzat’ v krvnom obehu

po dlhsiu dobu (Saghir a Ansari, 2018).

Obzvlast’ naro¢né je udrzat’ tieto poziadavky u detskych pacientov, ktori podliehaju rychlemu
vyvoju. Sledovanymi farmakokinetickymi faktormi byvaju predovSetkym minimélna
inhibi¢na koncentracia (MIC), teda minimalne mnozstvo lieciva nutné k t¢inku, koncentracia
potrebnd pre udrzanie vplyvu lieCiva, maximalna koncentracia v plazme alebo doba potrebna
k zniZeniu koncentracie na polovicu, teda biologicky pol¢as (Saghir a Ansari, 2018; Velky

Leékarsky Slovnik, 2020).

Ako priklad pre popis farmakokinetickych vlastnosti mdze byt pouzity sulfonamid
metoxypyrazin. Lie¢ivo ma dlhy pol€as rozpadu dany aj slabou vdzbou na plazmatické
proteiny a prejavuje sa stabilnou plazmatickou koncentraciou aj v dlhSom ¢asovom horizonte.
Metoxypyrazin sa prejavuje vySSou plazmatickou koncentraciou u starSich Tudi
a novorodencov nez u dospelych jedincov, zatial' ¢o u deti je nizSia. Pokles koncentracie
v Case je pomalSi prave unovorodencov a seniorov. U maximalnej vézobnej kapacity pre
plazmu sa podobné rozdiely (s oh'adom na vekovu kategériu) neprejavuju a vyssie hodnoty
st pritomné len u starSich 'udi. Minimalna koncentrécia lieciva je u novorodencov nizsia nez
uinych vekovych kategérii, o je zapri¢inené mensSim mnoZstvom védzobnych proteinov
v sére avysSou hladinou bilirubinu. Biologicky pol€as sulfonamidu je najdlhsi taktiez
u novorodencov a tso% dosahuje vySe 100 hodin, pri¢om u dospelych len cez pit'desiat hodin.
Vyznamnym faktorom pre farmakokinetiku a spravne nastavenie liecby je aj pomer medzi
prvotnou koncentraciou lieku a nasledne udrziavacou davkou. U novorodencov a dospelych
staCila pomerne nizka udrziavacia davka, u deti bol niz$i pomer pociatocnej a udrziavacej

koncentracie (Sereni et al., 1968).
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Vysledkom sa da povedat, ze metoxypyrazin pontkaji vysoku plazmatickii koncentraciu
z pociatocnej davky lieCiva, ktorda musi byt v nadbytku, aby bola zachovand dostato¢na
hodnota R*. Odburavanie lieciva prebieha v pomerne dlhom ¢asovom useku a prejavuji sa

znacné farmakokinetické rozdiely pre rozne vekové skupiny pacientov (Sereni et al., 1968).

Do skupiny sulfénamidov s dlhym podsobenim patri aj sulfalén (sulfametopyrazin).
Antibiotikum patri medzi staré typy lieciv a dnes je pouzivané len sporadicky (predava sa iba
v dvoch krajinach), no slazi ako dobry priklad pre vykreslenie farmakokinetiky. Lie¢ivo sa

podava vo forme tabliet alebo intramuskularnou injekciou (Geitman et al., 1979).

Mnozstvo sulfametopyrazinu v krvi bolo po pétnastich minitach po podani na Urovni
koncentracie 18 pg/ml pri uziti tabliet a20 pg/ml po injekénom podani. Priemerna
koncentracia sulfalénu v krvi po¢as doby uc¢inku ¢inila 35 pg/ml (tabletova forma) resp. 31
pg/ml (injekéna forma) a maximalna koncentracia dosiahla 54,4 ug/ml (solubilne) a 50,2
pg/ml (injekéne) v €ase 1,5 az 6 hodin, s tym, Ze vicSie Casove vykyvy sa vyskytovali pri
intramuskularnom podani. Antibiotikum zotrvdva v obehu 120 hodin s biologickym pol¢asom
53,6, resp. 49,8 hodin. Hodnoty zodpovedaju celkovému sulfametopyrazinu v krvi, no lie¢ivo
sa distribuuje bud’ vo forme vol'nej alebo proteinovo viazanej. Koncentracia vol'nej frakcie je
skoro 4,5 pg/ml. Sulfalén sa vylucuje mocom a vyli€enie vySe sedemdesiatich percent lie¢iva

trva priblizne tri dni (Geitman et al., 1979).

Farmakokinetické vlastnosti sulfalénu tak vo vacSine parametrov nie su zavislé na sposobe
podania, ¢o vyplyva zpodobnych hodndt koncentracii pre wuzitie solubilnej tablety
aj intramuskularnej injekcie. Doélezitym faktorom sa stava absorpcia lieCiva, ktord je pri
injekcii 1,3x vidcsia. To zodpovedd kratSiemu cCasu nutnému k dosiahnutiu maximalnej

koncentracie (Geitman et al., 1979).

Dalsim prikladom lie¢by sulfénamidmi je bakteriochlorin, nové lie¢ivo na baze sulfénamidov,
ktoré ma potencidl pre vyuzitie v lieCbe rakoviny, a vykazuje odlisné farmakokinetické
hodnoty, nez antibakteridlne liediva. U¢inok bakteriochlorinu vyuZiva fotodynamicku terapiu
(PDT). Princip PDT spociva v ozarovani fotosenzitivneho substritu (v tomto pripade
bakteriochlorinu), ¢o vedie k tvorbe kyslikovych radikdlov (ROS). K excitdcii sa vyuZziva
viditeI'n¢ alebo infracervené ziarenie (NIR), ¢o vedie nasledne k deexcitacii prostrednictvom

fluorescencie (Dgbrowski et al., 2012).

Pri fluorescencii elektrony poskytuju energiu pre tvorbu radikélov, ktoré maji schopnost’

oxidovat’ a nartisat’ dolezité bunkové sucasti. Poznanie farmakokinetiky je pritomto type
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lieCiva o to podstatnejSie a dolezitejSie pre spravne nastavenie lieCby, ktora by mala zahtnat

v v

akumuléciu v cielovych bunkéch a fotostabilitu (Dabrowski et al., 2012).

Z testovania na mysich subjektoch vyplyva, ze bakteriochlorin sa prejavoval rychlym
nastupom, kde uz po dvoch hodindch bolo mozné zaznamenat minimalnu inhibi¢na
koncentraciu a po d’alSich Styroch preukazoval maximélne hodnoty koncentracie v organoch.
NajvysSia koncentracia bola pritomna v slezine apo dal§ich Siestich hodinach sa
bakteriochlorin dal zaznamenat v ¢revnom systéme, o poukazuje na jeho rychle
odburavanie. Bakteriochlorin sa nachadzal v nadorovych bunkéch vo véac¢sej miere nez v krvi,
svaloch alebo kozi, ¢o znaci urCiti selektivitu lie¢iva. Oproti podobnému typu lieciva,
sulfonovanému bakteriochloru, sa dokéze hromadit’ v cielovych bunkach vo vacSom
mnozstve, a taktieZ je stabilnej$i a zotrvava v organizme po dlhs$iu dobu. Problémom tohto
typu liecby modze byt prave nedostatocnd stabilita aneschopnost’ lieiva udrzat sa
v nddoroch. Konjugity boli pritomné v oblickach, ¢o naznacuje glomerularnu filtraciu

(Dabrowski et al., 2012).

Medzi sulféonamidy, ktoré nevykazuji antibakteridlne uc¢inky a neobsahuju aromatického
amin patri aj celecoxib. Celecoxib je lie¢ivo skupiny NSAID a funguje ako inhibitor
cyklooxygendzy (izoforma COX-2). Liecivo ma protizapalovy ucinok a vyuziva sa k liecbe
artritidy alebo spondylitidy (potencial aj pre liecbu rakoviny). Farmakokinetika celecoxibinu
je ovplyvilovana genetickymi aj vonkajSimi vplyvmi aje tak vhodnym prikladom na

vykreslenie rozdielov (Gong et al., 2012; Stempak et al., 2005; Tang et al., 2001).

Celecoxib sa uziva perordlne a vyznacuje sa rychlym vstrebavanim, uz za tri hodiny je
dosiahnutd maximdlna koncentracia. Metabolizacia prebieha v pefeni prostrednictvom
metylhydroxildcie alen malé mnozstvo zostdva v nezmenenej podobe. Vysledkom
metaboliza¢nych procesov je karboxycelekoxib, ktory sa viaze s kyselinou glukurénovou
avznikd glukuronid. Metabolity sa neprejavuji farmakologickou aktivitou. Niektoré
z metabolickych reakcii su sprostredkované enzymom cytochrom p450. Jeho aktivita je
geneticky podmienend auroznych jedincov sa mdze mierne liSit, ¢o vedie k vychylkdm
v expozicii niektorych pacientov celecoxibinom (Gong et al., 2012; Stempak et al., 2005;

Tang et al., 2001).

Enzym cytochrom p450 zabezpecuje metabolizaciu mnohych farmak v 'udskom organizme

ajednym z katalyzovanych procesov je aj metylhydroxylacia celecoxibinu. Enzym sa
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vyznacuje genetickym polymorfizmom a je kédovany viacerymi alelami. Vplyv genetického
zékladu a jednotlivych alel ovplyviiuje ucinnost enzymu atym aj farmakokinetiku
celecoxibinu. T4 vyplyva z vyslednej substiticie niektorych aminokyselin. Typické alely pre
belochov st CYP2C9 * 2 a CYP2C9 * 3, zatial’ ¢o alely CYP2C9 * 2 a CYP2C9 * 13 sa
Specificky vyskytuji v azijskej populacii. Alela CYP2C9 * 3 ovplyviiovala zvySenu
koncentraciu celecoxibinu v krvi a zarovenl znizené mnoZzstvo metabolitov. Alela CYP2C9 *
13 sa vyskytuje len s vel'mi nizkou frekvenciou, no itak je jedine¢na pre azijska populaciu.
Jej vplyv na farmakokinetické vlastnosti avSak nebol preukazany. NajvyraznejSie sa prejavuje
alela CYP2C9 * 3, pri ktorej mé celecoxibin najdlhsi biologicky pol¢as (priblizne 22 hodin,
¢o je skoro trojndsobny narast oproti CYP2C9 * 1), taktiez Cas pre dosiahnutie maximalne;j
koncentracie je dvojnasobny a maximalna koncentracia priblizne 825 ng/mL je tieZ najvysSia

(Gong et al., 2012; Stempak et al., 2005; Tang et al., 2001).

Vplyv na metabolizaciu celecoxibinu maju aj externé podmienky, ako pritomnost’ potravy.
Jedlo s vysokym obsahom tukov napoméha absorpcii lie¢iva a umoziuje dosahovat jeho
vyssiu koncentraciu, resp. podavat’ vicsie davky. Maximdlna koncentracia v pritomnosti
stravy bola skoro dvojnasobna (2284 ng/L). Biologicky polcas sa vyrazne neodliSoval (Gong
et al., 2012; Stempak et al., 2005; Tang et al., 2001).

2.5 Rezistencia

Sulfonamidy sa v sucasnej medicine pouzivaju ako antibiotikd uz len v menSej miere
a v niektorych krajindch je ich pouzitie obmedzené na participaciu sinym lie¢ivom
(najcastejsie trimethoprim). Dovodov k opatrnosti pri predpisovani sulfénamidov je viacero,
ked'Zze antibiotika v ur€itom pocte pripadov vyvolavaju nepriaznivé U¢inky ako kozné
problémy alebo komplikéacie krvného systému (krvné dyskrazie alebo aplastickd anémia).
Taktiez nie je farmaceuticky priemysel odkazany na ich pouZivanie vdaka existencii
mnohych ucinnejSich a menej zévadnych antibiotik. V neposlednom rade je ich uzivanie
obmedzené aj kvoli rozsirenej rezistencii baktérii voci tymto latkam a ani pri dlhodobom
znizeni uzivania, a odstraneni selekéného tlaku, nedoslo k zlepsSeniu situacie. Niektoré
baktérie si tak vytvaraji mutantné verzie enzymov, ktoré st cielom pre sulfébnamidové
antibiotika, ktoré sa stavaji odolnymi a nepodliehaji inhibicii. Tym nasledne nie je

ovplyvnena tvorba folatu a mikroorganizmus je schopny nad’alej prezivat’ a reprodukovat’ sa.
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2.5.1 Chromozomalna rezistencia

Rezistencia baktérii k sulféonamidom vyplyva z mutacii a zmien genetického materialu a svoj
povod ma taktiez v plazmidoch. Na genetickej Urovni, pri chromozomalnej rezistencii,
dochadza k ndhodnym spontannym mutaciam uréitych génov, ¢o vedie k odolnosti
mikroorganizmu. Pri tychto bodovych mutdcidch su pozorované zmeny génu pre
dihydropteroat syntazu (gén folP), nasledkom ¢oho dochddza k posunu baz. Gén je vysoko
konzervovany a mutdcia viedla k odliSnej syntéze aminokyselin, resp. ich zdmene.
Vysledkom bol enzym DHPS, ktory mal vdcSiu hodnotu inhibi¢nej konstanty (Ki) pre
sulfénamidy a zarovenn zvySenu Michaelisove] konStantu (Km) pre PABA. Enzym tak bol

menej ucinny a zvysila sa schopnost’ tvorby rezistencie (Skold a Swedberg, 2017).

Vysledky rezistencie boli preukazané na viacerych radoch baktérii. U Escherichia coli bodové
mutacie zapri€inili zdmenu fenylalaninu za leucin a Ki bola zvySena 150nasobne. Bezny
vyskyt rezistencie je pritomny aj u Campylobacter jejuni. Prave u tohto radu je velkost’ génu
folP najvécsia v bakteridlnej risi (390 aminokyselin), no za rezistenciu mézu len Styri
mutacie. Tie sposobujl, ze inhibi¢na konstanta vzrastla z 0,5 uM na 500 uM. U streptokokov
je rezistencia dand inym typom mutdcie, a to duplikdciou. Dochadza k vzniku Sest-
nukleotidovych repeticii, opit’ v oblasti pre gén folP, a k opakovaniu aminokyselin izoleucin
a kyseliny glutdimovej. Duplikacie sa objavuju na viacerych miestach proteinu, ¢o znaci, ze
zmeny pre rezistenciu sa vyvijali nezavisle a ich vplyvom doslo k odliSnostiam v terciarnej

Struktare proteinu (Skold a Swedberg, 2017).

Zaujimavym prikladom je konkrétne kmen Streptococcus pyogenes, pri ktorom sa prejavuje
dlhotrvajuca odolnost’ voci sulfonamidom vd’aka ireverzibilnosti rezistencie, a to aj napriek
tomu, ze sa pri tychto infekciach sulfonamidové lieCiva uz mnoho desatroCi nepouzivaju.
Zaujimavym je aj rozsah odolnosti, ktory je zna¢ne Siroky a minimalna koncentricia inhibicie
(MIC) sa pohybuje v rozmedzi priblizne 500 az 1000 ug/ml. Rozdielny je aj mechanizmus
vzniku odolnosti, kde dochadza k mutécii horizontalnou vymenou génov - transdukciou alebo
transforméciou. Zmeny v sekvencii nukleotidov su oproti kmenom citlivym k sulfénamidom
vyraznejsie, az na Urovni skoro 14 percent. Flexibilnost’ streptokokov budovat’ si rezistenciu
pre sulfonamidy ovplyvituje prave horizontalny prenos, ato aj medzi réznymi kmenmi
(sledované boli prieniky medzi Streptococcus pyogenes a Streptococcus dysgalactiae) (Skold

a Swedberg, 2017).
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Ked’ze jednym z prvych ciel'ov lie¢by sulfonamidmi bola meningitida a lieky boli vyuzivané
vo vel'kej miere, vznik rezistencie nastal aj u Neisseria meningitidis. Proces je opat’ zalozeny
na horizontdlnej vymene anaslednej rekombinancii génov a muticia je typu inzercie

nukleotidov (pre serin a glycin) (Skold a Swedberg, 2017).

Naopak, baktérie Mycobacterium tuberculosis si citlivé na niektoré sulfonamidové
antibiotikd. Mnoho desatro¢i boli sulfénamidy pri jej medikacii v uzadi, ked’Ze existovali
ucinnejSie antibiotikd, no v stiCasnom obdobi, ked’ sa zvySuje rezistencia tuberkuldzy voci
sirokému spektru liekov, saparadoxne neprejavila dlhotrvajuca odolnost prave u

niektorych sulfonamidov (Skdld a Swedberg, 2017).

2.5.2 Plazmidovo viazana rezistencia

Baktérie si vyvinuli rezistenciu pomocou zmeny enzymu dihydrofoldt syntdza, teda
odliSnostami pre cielova Struktiru sulfénamidov. Vznik rezistencie zaloZenej na
prirodzenych spontannych mutaciach enzymov nie je uplne ocakavany voci syntetickym
lie¢ivam, ako st aj sulfonamidy. Plazmidova rezistencia je umoznena génmi pre enzymy
dihydropteroat syntdza a dihydrofolat reduktaza. Podiel'aju sa na nej najmad dva konkrétne
gény — sull asul2 — oba pre enzym DHPS. Sull je spriahnuty s inymi génmi rezistencie,
zatial' ¢o sul2 sa nachadza na odliSnom type malych plazmidov. Oba sa vyskytuju najma
u gramnegativnych mikroorganizmoch v podobnych frekvenciach a v oblasti efektivnej pre
Sirenie povodcov rezistencie (v danej oblasti je pritomny uz znamy a Casty typ rezistencie)

(Skéld, 2001).

Vyhoda a uspesnost’ rezistencie je podmienend Struktirou zodpovedajuceho enzymu, ktory sa
vie viazat’ s vysokou Specificitou na fyziologicky substrat potrebny pre d’alsi priebeh reakcie,
no sucasne sa vyhnat' vidzbe na inhibitor (sulfonamid), ktory ma podobnu Struktaru. Enzym
DHPS podmieneny rezistentnymi génmi je charakteristicky nizkou hodnotou Km a zaroven je

odolny voci vysokym koncentraciam sulfonamidov (Skold, 2001).

V odliSnej situdcii sa nachadza rezistencia enzymov pre DHFR, ktorti si mikroorganizmy
vybudovali pre lie¢ivo trimetoprim. Kodovana je geneticky rozsiahlejSim systémom a na
exprimdcii odolnych enzymov sa podiela takmer dvadsat génov, napriklad zo skupiny dfr
génov (najtypickejSim pre gram-negativnu skupinu baktérii je dfrl). Gény boli medzi r6znymi
kmenmi rozsirené horizontdlnym prenosom. Mnohé z dfr génov boli objavené v baktériach

pritomnych v chovnych zvieratich, ako st oSipané. Nadmerné uZzivanie antibakteridlnych
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lieiv v hospodarstve je jednym z dovodov sucasnych problémov straty ich ucinnosti pri
I'udskej medikacii, ¢oho prikladom st aj dfr gény v oSipanych a rezistencia na trimetoprim

(Skold, 2001).

2.6 Syntéza sulfonamidov

2.6.1 Klasicka syntéza

Sulfénamidy su dolezitou stcastou mediciny uz skoro celé storocie. Za ten Cas sa stihli
zdokonalit' vyrobné postupy ametddy syntéz, no vramci komplexného pohladu na
sulfonamidové lieciva je vhodné si ukazat’ zakladné prvky syntézy, vyuzivané v pociatkoch

antibiotickej éry.

Zakladom jednoduchej syntézy sulfénamidov je reakcia aminokyselin so sulfonylchloridom.
K rozpusteniu ziadanej aminokyseliny ddjde v destilovanej vode, kde sa udrziava mierne
alkalické pH prostredia medzi hodnotami 8-10. K regulacii zasaditosti je vhodny uhli¢itan
sodny. Do roztoku sa nasledne pridad sulfonylchlorid, konkrétne p-toluénsulfonylchlorid.
Dochédza k vylic¢eniu vodika atvorbe HCl (z p-toluénsulfonylchloridu), ¢o vedie
k okyseleniu prostredia. Vysledkom je zrazenina, ktora sa rekrystalizuje metanolom a vysusi

siri¢itanom hore¢natym (Quadir et al., 2016).

Dobrym prikladom syntézy je sulfanilamid, ktory je zédkladnou sulfonamidovou zltceninou.
Vychodiskovou latkou je acetanilid, ktory sa pripravuje z benzénu reakciou cez anilin. Anilin
je acetylovany anhydridom kyseliny octovej, ktory chrdni aminoskupinu pred reakciami
s kyselinami a zabezpecuje stabilitu. Nasledne méze dojst’ k inkorporacii chlorsulfonylove;j
skupiny za vzniku 4-acetamidobenzénsulfonyl chloridu. Proces sa nazyva chlorsulfonécia
a funk¢énu skupinu poskytuje kyselina sulfonova a chlérsulfonova. Bezprostredne po vzniku
4-acetamidobenzénsulfonyl chloridu sa priddva do reakénej zmesi amoniak a dochadza
k tvorbe 4-acetamidobenzénsulfonamidu. V poslednej Casti syntézy podliecha acetamidova
skupina hydrolyze a hydrolyzovany produkt sa neutralizuje pomocou Na2CO3. Vysledkom je
sulfanilamid (ALLANI, Baraa G., 2021).
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Obr. 3: Schéma syntézy sulfanilamidu (dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/349805992 synthesis_of sulfanilamide)
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2.6.2 Osvedcené sposoby syntézy

Existuje viac nez 20000 derivatov sulfénamidov, za ¢im je podpisané poznanie mnohych
syntetickych ciest. Zakladom klasickych metdd syntézy sulfénamidov je premena thiolov.
Niektoré novsie metody pracuju s primarnymi alebo sekundarnymi aminmi miesto amoniaku,
no stale je nutna pritomnost’ sulfonylchloridu. Sulfonylchloridy st latky mélo stabilné a tazko
skladovatel'né, s ktorymi sa obtiazne manipuluje a poskytujuce nie vzdy dostatocny vytazok.
Preto sa hl'adaju postupy, ktoré by zmiernili dané nedostatky. Jednou z moznosti je pouzitie
N-chlorsukcinimidu (NCS) a systému tetrabutylamoniumchlorid - voda v acetonitrile

a sulfonylchloride. Vyhodami st rychlost’ a selektivita reakcie (Kolaczek et al., 2014).

Osvedéenou metddou je tvorba sulfonamidov z kyseliny sulfénovej, kde sa sulfonylchlorid
vyskytuje ako medziprodukt. Ten vznikd po reakcii kyseliny s komplexom

trichloracetonitriltrifenylfosfinu (CI3CCN/PPhs) pri mikrovinnom ohreve. Postup ma vysoky
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vytazok, dobru toleranciu k funkénym skupindm a okrem aromatickych sulfonylchloridov je

mozné pouzit’ aj heterocyklické a alifatické Struktury (Kotaczek et al., 2014).

Inou cestou je syntéza cez reakciu sulfonylchloridu s kyselinou sulfinovou, ¢oho vysledkom
je sulféonamid. Potrebna je pritomnost’ aminov. Kyselina sulfinova vznikla z organokovovych

¢inidiel (napr. R-MgCl alebo R-MgBr) a oxidu siri¢itého.

Sulféonamidy sa daju ziskat' aj zo sulfénamidov premenou aminopurinsulfénamidu na
aminopurinsulfénamid oxidaciou chloroperoxybenzoovou kyselinou (m-CPBA) (Kotaczek et

al., 2014).

Prechodné kovy su tiez platnym sposobom syntézy sulfonamidov. Katalyzuji reakcie C-N
vizieb a su sucastou napriklad Buchwald-Hartwigovej reakcie. Vhodnym kovom je
paladium, ktoré sa zucastiiuje sulfonamidacie aryl-sulfanatov. V eSte vicsej miere sa vyuziva
med, ato pri N-aryldcii a vzniku arylsulfonamidu za pritomnosti octanu mednatého a
kyseliny arylboritej. Med' je aj katalyzatorom kopulacie aryljodidu alebo arylbromidu
s aminokyselinami. Vytazok zavisi aj od typu AMK a za najvhodnejsi reaktant sa javi glycin

(Kotaczek et al., 2014).

Obr. 4: Syntéza sulfonamidov z thiolov (dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/286361669 Biological activity and_synthesis_of sulfonamide deriva
tives_A_brief review)
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Obr. 5: Syntéza vyuzivajuca N-chlorsukcinimid (dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/286361669 Biological activity and_synthesis of sulfonamide deriva
tives_A_brief review)
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Obr. 6: Syntéza sprostredkovana kyselinou sulfonovou (dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/286361669 Biological activity_and_synthesis_of sulfonamide deriva
tives_A_brief review)
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Obr. 7: Syntéza sprostredkovana kyselinou sulfonovou (dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/286361669 Biological activity and synthesis of sulfonamide deriva
tives A brief review)
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Obr. 8: Syntéza pomocou kyseliny sulfinovej (dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/286361669 Biological activity _and synthesis _of sulfonamide deriva

tives A brief review)
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Obr. 9: Syntéza zo sulfénamidov (dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/286361669 Biological activity and synthesis of sulfonamide deriva
tives A brief review)
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Obr. 10: Syntéza vyuzivajica prechodné kovy (dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/286361669 Biological activity and synthesis of sulfonamide deriva
tives_A_brief review)
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2.6.3 Novsie sposoby syntézy
2.6.3.1 Syntéza bez vyuzitia sulfonylchloridov

Jednou z nutnych zloZiek pre syntézu sulfonamidov je kyselina sulfonova. Aj napriek dlhému
casu od prvej syntézy a vyuzivania sulfonamidovych antibiotik nie je znadmy postup, ktory by
umozioval priamu premenu kyseliny sulfonovej na sulfénamid v rdmci jednej reakcie. StarSie
postupy vyuzivali sulfonylchloridy, ktoré reagovali s nukleofilnymi ¢inidlami (aminmi). Dany
postup nie je velmi prakticky kvoli naro¢nej manipulacii a obtiaznému skladovaniu

sulfonylchloridov (Caddick et al., 2004).

Alternativou sa javia byt pentafludrfenolové sulfonaty (PFP-sulfonat), ktoré su stabilnejSie
a ako nahrada za sulfonylchloridy prinaSaja vyhodu vys$Sich vytazkov. Syntéza spociva
v reakeii Struktiry tvorenej aromatickym cyklom, sulfo skupinou a PFP-sulfondtom s aminmi
vo vodnom prostredi (metanol avoda vrovnakom pomere). Uvolfiuje sa Struktira

pentafluérfenolu (Ph3P=0) (Caddick et al., 2004).

Druhou castou syntézy je aktivacia sulfonovej kyseliny trifenylfosfin ditriflitom (Ph3P-O-
PhsP), ktory vznikol za pritomnosti €inidla Tf20.. Kladne nabitd a aktivovana Struktdra
kyseliny s PhsP-O-PhsP tvori medziprodukt, ktory obdobne ako Struktury so sulfonylamidom
reaguju s nukleofilnymi c¢inidlami. Nasledne sa tak za pritomnosti aminovych esterov
vznikaji vysledné sulfonamidy alebo ich estery. K syntéze je mozné pouzit’ okrem aminov aj
primarne, sekundarne a aminokyselinové derivaty alebo aniliny. Nevyhodou je, ze aktivacné
¢inidlo kyseliny trifenylfosfin ditriflat je sice pomerne vhodné pre danti syntézu, no je tazsie

ho odstréanit’ po skonceni reakcie (Caddick et al., 2004).

Typ soli sulfonovej kyseliny, resp. jej protiidonu, je podstatny pre konecny produkt. Pyridinové

alebo trietylaminové soli s vhodnymi substratmi syntézy, ked’ze sa lahko pripravuju
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a poskytuju dobru rozpustnost. Naopak, kovové soli tieto vlastnosti neposkytuji a nie su

dobrymi reaktantmi (Caddick et al., 2004).

2.6.3.2 Syntéza za miernych reakénych podmienok

Jednym z novsich a jednoduchsich sposobov tvorby sulfénamidov je syntéza prostrednictvom
systému H202—POCIl3. Metdda nie je zavisla na narocnych reakénych podmienkach, ako stary
sposob syntézy so sulfonylchloridom, aumoziluje syntézu s vicSou efektivitou a pri
laboratornej teplote. POCI3 funguje ako i6n-vymenna Zivica anahrddza klasicky typ
katalyzatoru. Vyhodou je nerozpustnost, regenerdcia a moZznost opakovaného pouzitia

recyklaciou po kazdej reakcii (Bahrami et al., 2012).

Syntéza pozostdva zreakcie aminu, thiolu sreakénym cinidlom H202-POCI3 v prostredi
acetonitrilu. Pre ¢o najvyssi vytazok je podstatny spravny pomer latok, ktory je 3:1:1:1 pre
H202, POCl3, 4-methylthiofenol a 4-methylanilin. Pri pouziti niz§ich mnozstiev H202 a POCl3
alebo reakcie v prostredi s inym rozpustadlom nez acetonitrilom (chloroform alebo toluén)

bolo mnozstvo vysledného produktu mensie (Bahrami et al., 2012).

Syntéza sulféonamidov s reakénym systémom H20.-POCI: je vyhodna okrem miernych
reakénych podmienok aj vdaka vysokym vytazkom, kratkemu reakénému cCasu, nizkym
nakladom a selektivite metody vhodnej pre Siroké spektrum substratov (aj pre slabo

nukleofilné aniliny) (Bahrami et al., 2012).

Obr. 11: Aktivécia kys. sulfénovej pomocou PPhs (dostupné z: https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/;a0397658)
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Obr. 12: Sulfonatové estery a sulfonamidy z kys. sulféonovej (dostupné z:
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/ja0397658)
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2.6.3.3 Syntéza na zaklade p-toluénsulfonylchloridu

K syntéze novych sulféonamidovych Struktir je mozné vyuzit' aj derivat od klasického
sulfonylchloridu, aromaticky p-toluénsulfonylchlorid. Reakéné prostredie je podstatnym
prvkom ovplyviiujicim priebeh syntézy a je nutné udrzat’ zasadité vodné prostredie (pH 8-10,
pritomnosti Na2COs3). Samotny priebeh syntézy je pomerne jednoduchy, do banky s gulatym
dnom a magnetickym mieSadlom sa pridava reaktant a p-toluénsulfonylchlorid, jeho
spotrebou vznika zrazenina a HCI, ktord meni pH na 2-3, ¢o je signifikantné pre ukoncenie
reakcie. Zrazeny produkt sa prefiltruje, rekryStalizuje (s pomocou metanolu) a vysusi

prostrednictvom MgSO4 (Quadir et al., 2015).

Viacero typov reaktantov vie kondenzovat s p-toluénsulfonylchloridom atym aj vysledné
spektrum produktov je pomerne Siroké. Reakcia moze prebiehat’ napriklad s karbamoylovou
skupinou, karboxylovou kyselinou alebo primarnym aminom. Produkt zavisi aj od typu R
substituentu, ktory je zvyc€ajne aromaticky s atbmom dusiku alebo obsahujtici aminoskupinu.

Produkty sa liSia vytazkom aj antibakteridlnou aktivitou (Quadir et al., 2015).

Najvyssi vytazok (84,1%) dosiahol N-[(4-methylphenyl)sulfonyl]nikotinamid, ktory vznikol
reakciou s karbamoylom. Z pohl'adu ucinku voci baktériam sa derivaty odliSuji vo vicsej
miere, kedze vykazovali réznu aktivitu pre rozne typy mikroorganizmov. Spominany
sulfonylnikotinamid bol najuc¢innejsi u K. pneumoniae s MIC 62,5 pg/ml, zatial’ ¢o u E. coli
vykézal najmenSiu aktivitu (MIC >500 pg/ml). U gram pozitivnych baktérii preukézal dobré
vysledky zlozity derivat sulfonylaminobenzoovej kyseliny s MIC 12 pg/ml u S. aureus.

Ziaden z derivatov neprejavil inhibi¢nu aktivitu proti B. subtilis (Quadir et al., 2015).
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Obr. 13: Syntéza sulfonamidov prostrednictvom p-toluénsulfonylchloridu (dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4354722/
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2.6.3.4 Syntéza alkylovych a arylovych derivatov

Syntéza prebieha pomerne jednoduchou reakciou kyseliny sulfénovej (alkyl alebo
arylsufonova) s izokyanidom v prostredi dichlérmetdnu aza pritomnosti vody. Zlozky
kyseliny, kyanidu a vody st v rovhakom pomere a prave pritomnost’ vodného prostredia je
nevyhnutnd pre tvorbu produktu, kedze reakcia v suchom dichlormetane neposkytuje

vytazok.

Mechanizmus reakcie spociva v protonizacii izokyanidu kyselinou za vzniku medziproduktu,
ktory je ochladeny vodou, a po odstraneni kyseliny mravcej zo Struktiry dochadza k tvorbe
produktu. Reakcia nie je zatial’ dostato¢ne popisana, no pontka vyhody ako vysoky vytazok,

toleranciu k funkénym skupinam a l'ahku izolaciu produktu (Shaabani et al., 2007).
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Obr. 14: Syntéza sulféonamidov prostrednictvom kys. sulfonovej a izokyanidu (dostupné z:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0040403907001487)
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2.6.3.5 Syntéza vizbou na DNA

Pocas devitdesiatych rokov minulého storoCia doSlo k rozvoju takzvanych DEL, DNA-
kédovanych chemickych kniznic. Tie zahfiiaju Siroku Skélu latok sluziacich pre skrining
a naslednt syntézu lieCiv alebo latok potrebnych v inych odvetviach. Zakladom je syntéza
sprostredkovana naviazanim vychodiskovej Struktury na molekulu DNA, ¢o vytvara spojenie

biochémie a klasickych chemickych metdd so znaénym potencidlom (Liu et al., 2019).

Jednym z moznych vyuziti je prave syntéza sulfénamidov. Sice su syntetické metody
vyuzivajuce molekulu DNA pomerne nové, v prvych fazach sa opierali o tradi¢ny sposob
tvorby produktu pomocou sulfonylchloridu. Sulfonylchlorid reagoval s NH2 skupinou bazy
DNA za vzniku konjugatu, no postup je ndrocny kvoli nestabilite sulfonylchloridu vo vodnom

prostredi. TaktieZ nie je mozna reverzna reakcia a reakcia s d’alSimi aminmi (Liu et al., 2019).

Vyhodnej$im postupom je reakcia DNA s kyselinou sulfinovou alebo sulfindtom sodnym za
pritomnosti jodu, ¢o vedie k vzniku vo vode stabilnych medziproduktov. Ako priklad méze
posluzit’ reakcia dvojvlaknovej DNA (dsDNA) s benzénsulfinatom sodnym, ktorej produktom
bol benzénsulfénamid konjugovany s DNA. Pre ¢o najvyssi vytazok je nutna modulécia pH,
kde najvyhodnejSie optimum ¢ini pH=9,5 (s vytazkom 89%). Podstatnym faktorom je tiez
pritomnost’ jodu ako oxidantu, pricom dochadza k zniZzovaniu mnozstva produktu pri jeho

mensom mnozstve (Liu et al., 2019).
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Obr. 15: Syntéza sulfonamidov prostrednictvom DNA a sulfinatu (dostupné z:
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acs.orglett.9b03843)
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2.7 Priklady jednotlivych sulfonamidov
2.7.1 Sulfanilamid

Medzi zéakladné sulfénamidy patri predovsetkym sulfanilamid, nazyvany taktiez sulfamin
alebo Prontosil Album. Latka ma organicky sirny charakter a obsahuje benzénsulfénamidovy
zvySok a aminova zloZku napojenu na aromaticky kruh. Vdaka tomu patri do skupiny
aminobenzénsulfénamidov a Strukturne je podobny kyseline p-aminobenzoovej, s ktorou
maji rovnaky vézobny ciel — enzym dihydropteroat syntaza. Sulfanilamid sluzi ako
vychodiskovd Struktara pre dalSie sulfonamidové produkty, ako sulfasalazin alebo

sulfametoxazol (PubChem, 2020).

LieCivo je poddvané zvycCajne oralne (v rozpustnej forme by vznikali alkalické soli
s drazdivym G¢inkom pre tkaniva). Sulfanilamid je distribuovany do vacSiny tkaniv a vysoku
koncentraciu  dosahuje v pleurdlnych alebo peritonealnych kvapalindch, a taktiez
mozgovomiechovom moku, ¢o bola kedysi podstatna vlastnost’ v ramci lieCby meningitidy.
Antibiotikum ma bakteriostaticky uc¢inok vo¢i mnohym gram pozitivnym aj negativhym
baktériam, no v sucasnosti je nan tvorena rezistencia a v antibakterialnej lieCbe sa vyuziva
minoritne. PouZziva sa miesto r6znych mocovych antiseptik, no kvoli nedostatocnému tc¢inku

na Enterococcus faecalis ich nemdze Gplne nahradit’.

Z vedl'ajSich ucinkov lieCiva sa prejavuju napr. zapaly koze alebo sliznice, nevolnost az

hnacka a podiel'at’ sa mdze na vzniku aplastickej anémie (Cunha, 2020; Helmholz, 1937).

Sulfanilamid je pevnou praskovou latkou bielej farby, rozpustnou vo vode a hodnotami pH
v mierne kyslej Skale (pH 5,8 — 6,1 pre vodny roztok). Latka m4 molekulovi hmotnost’
172,21 a nulovy formalny ndboj (PubChem, 2020). Liecivo sa vstrebava primarne v ¢revnej
sliznici, no k absorpcii dochadza aj v posve. Vylucovanie prebiecha najmd mocom, pripadne

stolicou alebo ZI¢om, a je zavislé od funk¢nosti obliciek.
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Obr. 16: Sulfanilamid (dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Sulfanilamide)
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2.7.2 Sulfametoxazol

Sulfametoxazol patri taktiez do skupiny aminobenzénsulfonamidov aje mozné ho
syntetizovat’ Zo sulfanilamidu. Ide o zltceninu izoxazolu obsahujicu
aminobenzénsulfonamidova zlozku a methylovy substituent. Latka je znama aj pod nazvom

gantanol.

Liecivo sa Casto kombinuje s trimethoprimom, ¢o zvysuje u¢inok. Spolu tvoria antibiotikum
Bactrim. Vyuzitie spociva, podobne ako u salfanilamidu, v liecbe zapalov mocového traktu
sposobeného baktériami E. coli, Proteus mirabilis alebo Klebsiella sp. a Enterobacter sp.
K t¢inku stac¢i pouzitie len jednej ucinnej latky a nie je nutné aplikovat’ zmieneny Bactrim.
Spojenie sulfametoxazolu a trimethoprimu je oproti inym antibiotikdm vyhodnejsie aj
v pripade lie¢by infekcie stredného ucha (u detskych pacientov). Uéinok sa prejavuje proti
baktériam Streptococcus pneumoniae, no dlhodobd a opakovand liecba nie je odporucana.
Streptococcus pneumoniae sposobuje aj zapal dychacich ciest a sulfametoxazol je tak vhodny
pri lie¢be bronchitidy. V ramci infekcii dychacich ciest sa uplatiiuje aj pri pneumonii, najma
u pacientov s oslabenou imunitou. Vyuzitie opdt’ zahffia uretrdlne tazkosti vyvolané

Chlamydia trachomatis (PubChem, 2020).

Vicsina neziaducich ucinkov sulfametoxazolu sa prejavuje koznymi t'azkost’ami, ako vyrazka
alebo Stevens-Johnsonov syndrom, pripadne epidermélna nekrolyza. ZavaznejSimi
problémami su trombocytopénia a leukocytarna nedostatocnost’, ¢o modze viest’ k zvySenym
krvacavym stavom a zhorSeniu hojenia poraneni. Pocas medikacie sulfametoxazolom tak nie
su vhodné dentalne zakroky. Ako vedl'aj$i ucinok sa méze prejavit’ aj hemolyza u pacientov
s nedostatkom enzymu gluko6za-6-fosfodehydrogenaza. Antibiotikum je schopné vyvolavat aj
nepriaznivé imunitné reakcie doprevadzané zvySenou hladinou IgG protilatok. Imunogenicita

sa spaja najmé s niektorymi metabolitmi, ako nitrézo-sulfametoxazol. Pocas metabolizacie
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zaroven dochddza k ich rychlej redukcii, ¢o tento neziadtci vplyv kompenzuje (PubChem,

2020).

Sulfametoxazol ma molekulovli hmotnost’ 253,28 a vzorec Ci1oH11N303S. Latka je tvorend vo
forme prasku bielo-Zltej farby rozpustného vo vode. Lie€ivo sa rychlo vstrebava a maximalna
koncentracia (57,4 — 68,0 pg/ml) je dosiahnuta uz po 1 — 4 hodinach. VyluCovanie prebieha
oblickami a 20% sulfametoxazolu je v moc¢i v nezmenenej podobe, 50-70% ako acetylovana

forma a zvySok zodpoveda glukuronidovému konjugéatu (PubChem, 2020).

Obr. 17: Sulfametoxazol (dostupné z: https://sk.wikipedia.org/wiki/Sulfametoxazol)
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2.7.3 Sulfadoxin

Sulfadoxin je Sirokospektralne antibiotikum s dlhotrvajucim ucinkom. Znamy je tiez pod
nazvom sulformetoxin a patri do skupiny aminobenzénsulfonamidov. Typickou sucastou

Struktury je pritomnost’ pyrimidinu a dvoch metoxy substituentov.

Vyuzitie spociva v lie€be infekcii mocového traktu a taktiez maldrie, v ktorej pripade sa
kombinuje s pyrimetaminom. Kombinécia lie¢iv je vhodna aj ako prevencia pred cestou do

rizikovych krajin a pre pacientov alergickych na chlorochin (PubChem, 2020).

Z pohl'adu malérie su jednou z najrizikovejsich skupin tehotné zeny, ked’ze u nich dochadza
k modulécii imunitnej odpovede a moznému hromadeniu parazitickych plazmddii v placente.
Taktiez je riziku vystaveny aj plod. Tehotenstvo zaroven ovplyviluje vstrebavanie
a metabolizaciu lieciv, preto je pri sulfadoxine doélezité poznat farmakokinetické spravanie.
Medzi ovplyvitujuce faktory patri napriklad vysSia funkénost’ oblic¢iek (urychlené odbtravanie
lieku), zvySend alebo zniZzend Cinnost’ metabolizujucich enzymov alebo mensia pritomnost’

plazmatického albuminu (vdzba lieciva) (Kock et al., 2017).
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Latka s molekulovou hmotnostou 310.33 je neutrdlna a vo vode prakticky nerozpustna.
Vylu€ovanie sulfadoxinu prebieha prevazne obli¢kami (70%) a hodnoty clearance s pocas
tehotenstva vySSie nez u pyrimetaminu, no po ukonCeni gravidity je stav opacny

a u sulfadoxinu dochadza k trojStvrtinovému zniZeniu clearancu (Kock et al., 2017).

Obr. 18: Sulfadoxin (dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Sulfadoxine)
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2.7.4 Sulfalén

Sulfalén, alebo taktiez sulfametopyrazin, je antibiotikum s dlhotrvajicim u¢inkom zo skupiny
benzénsulfonamidov. Vhodny je k medikécii niektorych infekcii, ako st bronchitida a zapaly
mocovej sustavy, a taktiez ako v pripade sulfadoxinu, aj k liecbe malérie. Sulfalén patri do
skupiny sulfénamidov s ultra dlhodobym uc¢inkom a poznanie farmakokinetiky je podstatné
pre spravne nastavenie lieCby. Antibiotikum sa odburava pomaly a po dlhi dobu vykazuje
v organizme ucinok, ¢o by mohlo pri nesprdvnom davkovani viest k jeho akumulacii

a pripadnym toxickym ucinkom (Kholodov et al., 1978).

Vplyv na farmakokinetické vlastnosti maju vonkajsie faktory, ako napriklad prijem potravy,
tak aj genetické predispozicie pacienta. Rozdiely boli viditel'né v hodnotich maximéalnej
koncentréacie a ¢asu potrebného pre jej dosiahnutie. Zaznamenany bol rozptyl hodndt, kde sa
maximalna koncentracia pohybovala v rozmedzi 39,6 - 79,8 pug/ml a ¢as po dosiahnutie ¢inil
3,5 - 6,8 hodin. Vyrazny rozdiel nastal pri podani lieku po jedle, kde sa maximalna
koncentracia znizila na 25,0 az 59,7 pg/ml a ¢as nutny k jej dosiahnutiu vzrastol na 5,2-17,8
hodin. Spomalenie procesu absorpcie potravou je dany vizbou sulfalénu na proteiny, ktoré st
vnej pritomné, a tym dochadza k znizeniu volnej (aktivnej) zlozky lieCiva schopnej

vstrebavania. Potrava tiezZ spomal'uje rozpustanie lieCiva.
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Sulfalén méa molekulovi hmotnost’ 280.31 (PubChem, 2020) a disponuje zna¢ne dynamickou
farmakokinetikou ovplyvnenou vonkajSimi faktormi, no naproti tomu sa genetické vplyvy
s ohl'adom na absorpciu lie¢ia prejavuji minimélne. Uplatiiuju sa aZ v pripade jeho eliminécie
a vylucovania, ktoré prebiecha oblickami av prevazne acetylovanej forme. Prave proces
acetylacie je podstatny, ked’ze funkénost’ N-acetyltransferazy, enzymu podmienujucemu tento

proces, je geneticky dana (Kholodov et al., 1978).

Obr. 19: Sulfalén (dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Sulfalene)
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2.7.5 Kotrimoxazol

Kotrimoxazol patri do skupiny potencovanych sulfonamidov, kombinacie klasického
sulfonamidu s d’alSou ucinnou latkou. V tomto pripade vznikd lieivo spojenim
sulfamethoxazolu a trimethoprimu. Latka mé& pomerne Siroké uplatnenie, ked’ze je typom
Sirokospektralneho antibiotika. Primarnym cielom Uc¢inku lieCiva je inhibicia tvorby
tymidinu, ktord vplyva proti gram pozitivnym aj negativnym mikroorganizmom, anaerobnym
baktéridm, chlamydiam alebo mykobaktéridm ¢i prvokom (Guerra et al., 1983; Wormser et

al., 1982).

Jednym z klasickych uplatneni st infekcie mocovych ciest, ked’ze antibiotikum t¢inkuje proti
baktéridm typu Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp. a Escherichia coli. Prave E. coli je
najcastejSim povodcom infekcie mocovej sustavy u zien (Peschers et al., 2001; Mermin et al.,

2005).

Antibiotikum sa taktiez podava predoperacne ako protiinfekéné opatrenie, napriklad v ramci

naroénych zakrokov kolorektalnej chirurgie. Prinosné je aj pri lie¢be zapalov kosti a kibov
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(napr. chronické osteomyelitida) sposobenych gram pozitivnymi kokmi, kde kvoli rezistencii
zlyhavaju iné typy antibiotik. Dalej sa indikuje pri enterickej hortcke, kvapavke alebo

zapaloch v oblasti nosa a usi, sposobenych Haemophilus influenzae,.

Aj napriek Sirokej Skale pdsobnosti sa kotrimoxazol podava ako antibiotikum prvej vol'by iba
pri infekcii baktériami Preumocystis carinii (Higgins et al., 1980; Nguyen et al., 2009;
Wormser et al., 1982).

Kotrimoxazol ma potencial pomdct’ s epidemiologickou situdciou v rozvojovych krajinach
Afriky, kde mnoho l'udi zomiera v ddsledku virusu HIV. Antibiotikum je prostriedkom
v liecbe pridruzenych infekcii sposobenych Mycobacterium tuberculosis alebo hnackovymi
patogénmi. Asponl Ciastocné zniZenie poctu infekcii u HIV pozitivnych oso6b vie zaroven
dopomoct’ k obmedzeniu Sirenia choréb v ramci rodiny a komunity. Taktiez sa zaznamenal
mensi prenos malarie, ktorou su HIV infikovani viac ohrozeni. Nevyhodou sa javi zvysené
riziko vzniku rezistencie baktérii ku kotrimoxazolu vzniknutej nadmernym pouzivanim

antibiotickej medikacie (Mermin et al., 2005; Mwaungulul et al., 2003).

V stadii z Tanzanie sa preukdzala rezistencia baktérii u 75% izolatov od pacientov s HIV
aaz 81,3% izolatov u profylakticky liecenych pacientov s HIV. Pozorované rezistentné
baktérie boli najmi E. coli, Klebsiella pneumoniae a Staphylococcus aureus (Marwa et al.,

2015).

Antibiotikum sa podava peroralne s prevahou sulfametoxazolu (800mg, trimethoprim 160mg)
a maximalna koncentracia v krvi dosahuje 1-2 mg/ml trimethoprimu a 30 az 50 pg/ml
sulfametoxazolu (volnej zlozky). Trimethoprim je zaroven viac distribuovany telesnymi
tkanivami nez sulfametoxazol, ¢im vznikd Siroky rozsah pomerov koncentracii
trimethoprim:sulfametoxazol. Koncentracia trimethoprimu v tkanivéch a tekutinach ako sliny,
intraceluldrna tekutina alebo plucne tkanivo je vysSia nez plazmatickd, zatial co
u sulfametoxazolu st hodnoty nizSie nez v krvi. Pol€as rozpadu je u oboch zloziek podobny
(9 hodin pre sulfametoxazol a 11 hodin u trimethoprimu), no prvy menovany sa vylucuje
oblickami metabolizovany, zatial ¢o trimethoprim v nezmenenej forme (Wormser et al.,

1982).

Vedl'aj§imi G¢inkami kotrimoxazolu byvaji vyrazky a trdviace tazkosti, no vyskytnit’ sa
mézu aj hematologické komplikacie typu trombocytopénia, anémia alebo eozinofilia.
Prejavuji sa len v malom mnozstve pripadov au pacientov s pridruzenymi t'azkostami

(nedostatok vitaminu B12, porucha obli¢iek) (Wormser et al., 1982).
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Obr. 20: Sulfamethoxazol (dostupné z: https://sk.wikipedia.org/wiki/Sulfametoxazol)
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Obr. 21: Trimethoprim (dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Trimethoprim)
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2.8 Liecba nebakterialnych patologii

Sulfébnamidové antibiotikd patria medzi prvé lieCivd, ktoré zapocali boj proti
mikroorganizmom, a patrili medzi zakladnu stcast’ novej antibakterialnej éry l'udstva, kde aj
menSie infekcie uz nemuseli znamenat lotériu so smrtou. AvSak pocas dalSich rokov
a desatro¢i vyvoja askumania sa podarilo vyuzit Siroké moznosti flexibilnej chemickej
Struktary tychto latok, ¢o znamenalo uspe$né vyuzitie aj v inych medicinskych disciplinach,
nez bolo ich prvotnym tucelom. A i ked’ je medicina a terapeutické vyuzitie zakladom tspechu

sulfonamidov, ich pritomnost’ siaha aj do inych vednych disciplin a hospodarskych odvetvi

(Yousef et al., 2018).

Z hladiska nebakteridlneho pouzitia, zostdvajic stile v oblasti mediciny, su latky so

sulfonamidovym zakladom vyuzivané pri liecbe diabetu, vysokého krvného tlaku, ako
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imunosupresiva alebo antiarytmicky konstrukt, a taktiez maju potencial potlacat’ aktivitu HIV

virusu.

Druhou kategoriou je vyuzitie mimo sféru 'udskej mediciny, kde sa daju sulfonamidové latky

najst’ ako pesticidy alebo veterinarne pripravky (Yousef et al., 2018).

2.8.1 Liecba diabetu

Diabetes melitus je Siroko rozsirené generacné ochorenie postihujuce miliony l'udi v roznych
vekovych kategoridch, ¢o je dobry dovod snazit’ sa najst’ ¢o naviac prostriedkov vhodnych
k liecbe metabolického ochorenia. Prvotné pokusy so sulfonylmocovinami siahaju do
tridsiatych rokov minulého storocia, no az v patdesiatych rokoch sa preukazal priaznivy
vplyv sulfénamidov proti diabetu. Prvym lie¢ivom bola 1-butyl-3-sulfonylmocovina, no
prejavovala sa taktieZ aj negativnym u¢inkom na kostnl dreni, preto vyvoj d’alej pokracoval

v snahe o syntézu lie€iv s mensimi neziaducimi uc¢inkami (lieciva typu glyburid a glipizid).

Zékladom bolo, aby zlu¢eniny stimulovali tvorbu inzulinu pankreasom, konkrétne beta
bunkami a vyskum sa tak zameriaval na diabetes druhého typu. Mechanizmus sa viaze
k aktivnemu miestu, ktoré¢ je v draslikovych idénovych kandloch, a funkénost' je dana
Strukturou vychadzajicou zo zakladnej molekuly sulfonamidu, kde bola nahradena R skupina
-CO-NH-R zlozkou (Gao et al., 2016; Berredjem et al., 2015; Wexler, 2020; Yousef et al.,
2018).

Pre pochopenie mechanizmu uUc¢inku lie¢iv je dolezité porozumiet' fungovaniu pankreasu
a pritomnych beta buniek zodpovednych za tvorbu inzulinu. Prave beta bunky obsahuju
draslikovy kandl citlivy pre védzbu ATP, ato vedie kregulacii uvolfiovania inzulinu.
Podstatnou stucastou K-ATP kanalu je sulfonylmocovinovy receptor SURI, citlivy prave na
sulfonylmocovinu. Pri viazbe sulfonylovej latky dochadza k pritoku i6nov vapnika a sekrécii
inzulinu (na zaklade zmeny pokojového potencidlu). Vysledkom je zvySena citlivost’ beta
buniek na podnety gluk6zového aj neglukézového typu a zvySena tvorba inzulinu (Gao et al.,

2016; Berredjem et al., 2015; Wexler, 2020; Yousef et al., 2018).

V stcasnosti sa stale kliecbe pouzivaju lieiva na baze sulfanylmocCoviny, inhibitory
glykozidazy alebo thiazolidindiony, no taktiez st pritomné vedlajSie ucinky (ako napriklad
hyperglykémia, hepatotoxicita alebo bolesti brucha) a zniZenie Uc¢innosti pri dlhodobom
uzivani. Preto sa Stidie zameriavaju na nové derivaty sulfonamidov, ktoré¢ vykazuju mensie
negativne vplyvy a pdsobia inym mechanizmom.
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Zndme su nové lieciva ako sitagliptin alebo vildagliptin, ktoré inhibuji DPP-4
(dipeptidylpeptidaza 4). Dipeptidylpeptidaza 4 je zodpovednd za Stiepenie glukagénu
podobného peptidu 1 (GLP-1) na neaktivnu formu, ktord nema vplyv na hodnotu inzulinu. Ak
vSak dojde k potlaceniu Uc€inku dipeptidylpeptidazy, hormén GLP-1 zostava ucinny
a stimuluje tvorbu inzulinu. Uginok liediva je tak selektivny (Gao et al., 2016; Berredjem et

al., 2015; Wexler, 2020; Yousef et al., 2018).

2.8.2 Sulfonamidy ako antidepresivum

Do skupiny tazko liecitelnych chordb, pri ktorych len postupne odhalujeme priciny
a mechanizmy stojacimi za patoldgiou, patria psychické poruchy. Zakladom byva chemicka
nerovnovaha v mozgovom tkanive a poruchy na irovni neurotransmitérov. Aj v tejto oblasti
by mohli mat’ Gspesné uplatnenie lie¢iva vychadzajice zo sulfénamidov, resp. ich derivaty.
Niektoré z novsich studii sa zamerali na lieCbu poruch ako st depresivna porucha (MDD —
major depressive disorder), bipolarna porucha alebo schizofrénia. Podkladom vyskumu bola
multitargetova stratégia, ktora sa zamerala na viacero typov nervovych receptorov. Konkrétne

cielila na receptory sérotoninu a dopaminu ako su 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT7, D2 alebo D3.

Samotné receptory su dolezitym regulacnym mechanizmom nie len pre aktivitu mozgu, ale
podielaju sa aj na ovplyviiovani cirkadidlnych rytmov, telesnej teploty, relaxacie hladkého
svalstva mozgovych tepien a taktiez na zapalovych procesoch v mozgu (Benhamu et al.,

2014; Kotaczkowski et al., 2006; Zajdel et al., 2013).

Utinok na receptory bol zmie$any a dala sa pozorovat’ vysoka afinita k 5-HT1A a 5-HT2A
a zaroven nizka ku D2 casti. LieCiva sa spravali ako antagonisti k danym receptorom (najmi
5-HT7), ¢o viedlo k ich antidepresivnym a anxiolytickym u¢inkom. Antagonisti vychadzaji
zo Struktar ako st chinolinové a izochinolin-sulfénamidové derivaty arylpiperazinov
s chlorfenylpiperazinovymi zvyskami. Z chemického hladiska je dolezitd pritomnost
sulfénamidovej vizby, ktord sa nachadza v pyridinovom kruhu chinolinu, a z terapeutického
7-chinolinylovy fragment, kedZe je najpriaznivej$i pre interakciu so sérotoninovym
receptorom (dané usporiadanie vykazuje najvyssi antidepresivny ucinok) (Benhamu et al.,

2014; Kotaczkowski et al., 2006; Zajdel et al., 2013).

Struktira tychto receptorov, konkrétne terciarna, nie je doteraz tUplne objasnena, &o
znemoznovalo efektivny vyvoj ligandov. AZ po zaciatku nového tisicrofia doslo vdaka

molekularnemu modelovaniu k vytvoreniu vhodnych Struktur, ¢o napoméha vyvoju
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antidepresiv na baze sulfonamidov. Pre porovnanie, vyskum lieciv pre diabetes a hypertenziu
zapocal uz v polke minulého storofia (Benhamu et al., 2014; Kotaczkowski et al., 2006;

Zajdel et al., 2013).

2.8.3 Liecba rakoviny

Sice su diabetes alebo hypertenzia pomerne nebezpecnymi a v populécii dost’ rozsSirenymi
patolégiami, jednou z najvacsich obav sucasnosti je rakovina a jej lie¢ba. Ochorenie postihuje
rozne tkaniva a tyka sa vSetkych krvnych buniek, preto neexistuje univerzalny sposob, ako ju
porazit. Pozndme len S$pecifické metédy pre konkrétne typy rakoviny alebo vSeobecné
metddy, typu chemoterapia, ktoré ale postihuju aj zdravé bunky. Sulfénamidy maji potenciél
terapeuticky posobit’ na enzymy vyskytujlice sa v malignom procese, ako st proteazy a-
chymotrypsin alebo l'udska leukocytarna elastaza (HLE, human leukocyte elastase) (Reddy et
al., 2004).

K inhibicii tychto enzymov sa v Stadiach uplatnili kumarinové preparaty, konkrétne kumarin-
3-karboxamidy, a taktiez arylsulfonanilidy. Z nich boli syntetizované nové zluceniny
obsahujice sulfénamidovu zlozku - kumarin-3-sulfonamid. Proces syntézy spocival v zluceni
metyl-2-chlorsulfonyl-acetdtu s aromatickym aminom, c¢o viedlo k vzniku metyl-
anilinosulfonylacetatu, ktory nésledne hydrolyzou poskytol kyselinu anilinosulfonyloctovu.
Jej spojenim so substituovanymi salicylaldehydmi v prostredi kyseliny octovej a pritomnosti

benzylaminu ako katalyzétoru sa ziskali kumarin-3-sulfonamidy.

Mechanizmus ucinku spocival v aktivovani signalnej drahy kinadzy Jun - JNK 1 (c-Jun
terminalna kinaza) - Co viedlo k hyperfosforylacii niektorych aminokyselin a nasledne;j

inhibicii rastu problémovych buniek (Reddy et al., 2004).

Katepsiny su vo velkej miere zastupené proteolytické enzymy, ktoré sa podielaju na
odburavani proteinov alebo aj predkladani antigénov. Vplyv uplatituja v ramci patologie, kde
su jednou z pric¢in svalovej dystrofie, Alzheimerovej choroby alebo roztrisenej skler6zy, no
taktiez aj rakoviny (Siroko distribuovany katepsin L). Prave pri rakovinovom bujneni
dochadza k poruche ich regulacie a stavaju sa mitogénnymi. Preto sa vyskum zameriava aj na
inhibiciu katepsinu L, kde sa pozitivne uplatnili sulfénamido-1 -kyanopyrolidinylové derivaty

(Horn a kol., 2014; Supuran et al., 2003).

Komplexny pohl'ad na systém inhibicie rakovinovej proliferacie nam poskytuju lieciva, ktoré
ovplyviiuji samotny bunkovy cyklus poskodenych buniek. Brania prechodu z G1 fazy do
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syntetickej, alebo z G2 do mitotickej fazy. Pdsobia vplyvom zastavenia polymerizacie
tubulinu, ¢o je nutny proces k deleniu bunky, alebo inhibiciou nuklearneho transkripéného

aktivatora NF-Y ¢i enzymu karboanhydrazy (Abbate et al., 2004).

Momentalne Uspesne testovanou latkou v klinickom vyskume je 3-chloro-7-indolyl-1,4-
benzéndisulfonamid, znamy pod skratkou E7070. Podl'a doterajsich vyskumov sa E7070 radi
k najsilnej§im sulfénamidom, ak ide o antitumorovy vplyv, a vyznamna regresia sa prejavila
u nadorov hrubého &reva (velmi asty kolorektalny karcinom) alebo plac. Uginok liediva je
dany blokaciou cyklinu E a CDK2 (cyklin dependentnd kinéza), ¢im brani prechodu z G1 do
S fazy. Taktiez sa preukéazala schopnost’ blokovat cyklin A, BI a ¢innost CDK2 tym, ze
indukoval regula¢né proteiny p53 ap2l. Ztoho vyplyva, Ze méa potenciadl ovplyviiovat

bunkovy cyklus na vysSej urovni a vo viacerych kontrolnych oblastiach (Abbate et al., 2004).

Cestou ako branit’ nadorovému bujneniu moze byt taktiez ovplyviiovanie mikroprostredia
nadoru. To je vplyvom CA enzymov okysl'ované, comu sa d& zabranit’ ich inhibiciou, a tym
modulovat’ pH mikroprostredia. Ako prostriedok k modulacii je mozné pouzit E7070
v spojeni s klasickymi sulfonamidovymi lieCivami ako acetazolamid a metazolamid (Abbate

et al., 2004).

2.8.4 Antiretroviroticky ucinok

Ked sa spomina boj proti rakovine ako jeden znajvicSich strasSiakov a vyziev sucasnej
mediciny, podobné tvrdenie plati aj o viruse HIV a snahe ndjst’ uc¢inny sposob liecby. Ked’ze
samotnd eradikéacia by znamenala naro¢ny, ak nie nemozny proces, a prevencia je na kazdého
osobnej zodpovednosti, je jedinou moznostou, ako byt v tomto boji GspeSny, najst’ ucinny
prostriedok liecby. Iked pritomnost’ nepontika moznost' Uplného vylieCenia (ak neratame
transplantdciu kostnej drene od darcu s rezistenciou voci HIV), je jedinou moznost'ou tlmit’

nasledky ochorenia a dostat’ virus pod kontrolu (Loh et al., 2010).

Momentalne existuju pristupy v zabraneni infekcii bud’ potlacenim samotného virového
povodcu, alebo liecba na turovni hostitel'a — bunky. Prvy pristup, ktory vyuZziva napr. inhibiciu
virovych enzymov, je viac preskimany a vyuziva sa vo vac¢sej miere, no v uspechu mu brani
rychla mutaciu HIV, ktory sa tak stava rezistentnym pre dané lie¢ivo. Problémom st aj
neziaduce U€inky tychto terapeutik. Druhy typ liecby, ktory je zaloZeny na ochrane bunky
(napr. chemokinovych receptorov), byva zatial’ skor doplnkovy. Stretdvame sa pri iom ¢i uz s

branenim vstupu infekéného agens do bunky alebo inhibiciou replikacie (Loh et al., 2010).
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Vramci S§tadii sa testovali izoxazolidiny obsahujice sulfonamid (alebo sulfonat),
heterocyklickt kostru a dva retazce R1 a R2 s rozmanitym spektrom substituentov (celkovo
sa tak testovalo devitnast’ podobnych zlu¢enin). Uéinok latok bol zamerany na zabranenie
replikacie virusu. Najvicsiu antiretrovirusovi aktivitu vykazali
3-(4-bromophenyl)-2-methyl-N-(4-methylbenzyl)-1,2-oxazolidin-4-sulfonamid,

3-(2-bromophenyl)-2-methyl-N-(4-methylbenzyl)-1,2-oxazolidin-4-sulfonamid a
3-(2-chlorophenyl)-2-methyl-N-(4-methylbenzyl)-1,2-oxazolidin-4-sulfénamid, kde sa s
priaznivym inhibiénym uG¢inkom prejavila aromatickd zlozka. Naopak, izoxazolidin
s pritomnym alylsulfonamidom nevykazoval Ziadnu aktivitu (ndsledne sa pouzival ako
negativna kontrola). Vyznamnym prvkom v uspechu je aj pritomnost’ halogénu, najvyssiu
aktivitu zaznamenali latky obsahujuce jod. Priaznivym naznakom je schopnost tychto latok
inhibovat’ replikaciu okrem modelového HIV vektoru aj priamo na ,,divokom* type HIV
(wild-type), a taktiez, ze neboli toxické pre hostitel'ski bunku (minimélne po dobu 24 hodin)

(Loh et al., 2010).

Naopak, nevyhodou je, Ze lie¢ivad len brania mnoZeniu a expresii virusu, no nedokazali
zabranit’ prvotnému vstupu a reverznej transkripcii v jadre bunky. Co sa §truktary tyka, bolo
preukdzané, ze najvySSiu aktivitu mali lieCiva s pritomnym aromatickym kruhom
substituovanym halogénovym prvkom, kde bola podstatnd aj poloha substiticie (Loh et al.,

2010).

Tam, kde zlyhali izoxazolidinové lie¢iva v inhibicii reverznej transkripcie HIV, by mohli
uspiet’ latky so Strukturou indolu. Preukdzalo sa, Ze 5-chlér-3-(fenylsulfonyl)-indol-2-
karboxamid ma schopnost’ plnit funkciu NNRTI (nenukleozidové inhibitory reverznej
transkriptazy). Dominantnym prvkom ucinku st atdomy kysliku pritomné v sulfonovej Casti

(udrziavaji enzymaticku aktivitu) (Siberry, 2018; Zhao et al., 2008).

Proces reverznej transkripcie, teda Cast’ cyklu zivota HIV, voci ktorej izoxazolidinové lieciva
cielia u¢inok, je zalozena na premene a zacleneni (prenose informadcie) z virovej RNA do

bunkovej DNA (vznik4d komplementarna cDNA).

NNRTI st lieCiva zabezpecujuce =zastavenie elongiacie DNA pri jej syntéze, ato
prostrednictvom véizby na enzymaticky systém reverznej traskriptazy (konkrétne na

katalytické miesto). Nevyhodou je mozna toxicita a pomerne rychla tvorba rezistencie.

Lieciva boli pripravené z indolu prevedenim na sulfonylchlorid a nasledne na sulfénamid (za

vacsiecho mnozstva pritomnosti aminov). DalSimi reakciami a substitiiciami bol syntetizovany
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indol-3-pyrolidinsulfonamid. Podobne ako v pripade izoxazolidinov, aj v pripade indolov
zvysuje aktivitu pritomnost” halogénu (najmé chlor) alebo CN skupiny (Siberry, 2018; Zhao et
al., 2008).

2.8.5 Herbicidy

Vyuzitie sulfénamidov siaha aj do hospodarskeho odvetvia. Pritomnost’ parazitickych trav
aburin moze byt problémom pri efektivnom hospodarskom pestovani s
dostatocnym vytazkom. Kazda metoda, ktora vie tieto faktory podporit’ a zaroven nie je

Skodliva pre zivotné prostredie, je vitana.

Latky zo skupiny triazolopyrimidinsulfénamidov sa preukdzali ako vhodny prostriedok pre
ochranu hospodarskych rastlin. Ide o herbicidy a inhibitory acetolaktat syntazy (ALS
herbicidy), ktoré vedia potlacit’ rast trav a burin, ale aj hub a baktérii. Uginok je dany
inhibiciou enzymu ALS - enzym podporujuci proteosyntézu (syntézu rozvetvenych
aminokyselin). Enzym podporuje delenie rastlinnych buniek, no zaroveii nema vplyv na
fotosyntézu alebo syntézu nukleovych kyselin bunkou. Dochadza ku akumulécii
sulfonamidovych derivatoch v alkalickych castiach bunky, teda mieste, kde sa enzym
nachédza. V konec¢nom dosledku st ovplyvnené inhibiciou buniek rastové body pritomné
v koreioch, ¢im je inhibicia efektivna arast burin spomaleny alebo potlaceny (Jabusch

a Tjeerdema, 2005; Russell et al., 2002).

Vyhodou je, Ze sa nepreukdzal nepriaznivy vplyv na cicavce a l'udi, no na druht stranu, pri
nekontrolovanom pouzivani by mohlo dojst’ k ohrozeniu inych (chranenych) typov rastlin

(Jabusch a Tjeerdema, 2005; Russell et al., 2002).

2.9 Testovanie mikrobialnej citlivosti

2.9.1 Vseobecna charakteristika

Vplyv antibiotik a ich G¢innost’ vo¢i réznym druhom mikroorganizmov sa testuje ucelenym
postupom znamym ako AST — testovanie mikrobidlnej citlivosti. AST je ucelenou
a normovanou metodikov zahffiajicou viacero postupov a médii pre testovanie inhibicie
antibiotikami. Testovanie mikrobialnej citlivosti je vyuzivané vo vyskumnej sfére pri vyvoji
a testovani samotnych antibiotik a sledovani citlivosti, pripadne rezistencie baktérii, kde sa

odhaduje pravdepodobnost’ jej vzniku (Bayot a Bragg, 2020; Mercer et al., 2020).
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V predklinickom vyskume zaroven slizi ku skriningu vhodnych kandidatov pre dalSie
testovanie anasledne k simulovaniu telesného prostredia prostrednictvom vhodného
kultivaéného média. Taktiez sa vyuziva v klinickej oblasti, kde sluzi ako prostriedok
k urCeniu spravnej lieCby pacientov na zéklade vol'by najvhodnejSieho typu antimikrobidlne;j
medikacie, ked’ze dolezité je nie len poznanie patogénu, ale aj prostriedku, ktory voci nemu

ucinkuje (Bayot a Bragg, 2020; Mercer et al., 2020).

Principom AST je sledovanie MIC, teda minimalnej inhibi¢nej koncentracie. Hodnota MIC
vyjadruje minimalnu koncentraciu zliceniny, ktord inhibuje rast mikroorganizmov, pripadne
vedie k ich thynu. Pre stanovenie MIC sa vyuziva uzSie spektrum metod, konkrétne su to
metody riediace. Sluzia ako konfirmacia pri nejasnych vysledkoch inych postupov, napr.
diskovej difuzie. Primdrne sa vyuzivaji pri testovani aporovnavani novych latok a st
referen¢nymi metdédami (Plumb, 2015; European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ESCMID), 2000).

Hodnota MIC zaroven nemusi definovat’ celkovi inhibi¢nt schopnost. Moze sa uvadzat’ ako
napr. MICoo, €o je koncentrécia latky inhibujica 90% danych mikroorganizmov. Organizmy
su delené na klinicky citlivé a rezistentné. Pri rezistentnych kmenoch sa neuvddza hodnota
MIC (Plumb, 2015; European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID), 2000).

Metody testovania mikrobidlnej citlivosti su normalizované viacerymi organizaciami, ako st
ISO, EUCAST alebo FDA. Normy organizacii zjednocuji metodiku a postupy, ktoré tak
umoznuju pouzivat zauzivany systém postupov. Dokumenty popisuju faktory ako postupy,
média, ich riedenie alebo hrani¢né hodnoty citlivosti pre baktérie ¢i kvasinky. Normy AST
boli zauZivané uZ v Sestdesiatych rokoch minulého storo¢ia Svetovou zdravotnickou

organizéaciou (Karatuna, 2012; Mercer et al., 2020).

Standardizacia postupov vedie k najrelevantnej§im vysledkom a eliminuje vplyvy prostredia
alebo nedostatku Zivin na inhibiciu mikroorganizmov. Jedinym zdrojom rastu
mikroorganizmu je iba jeho vlastnd rezistencia. Medzi normované postupy patri vel'kost
a priprava bakteridlneho inokula, ktoré by malo pochadzat’ z piatich koldnii a dosiahnutie
Standardu 0,5 McFarlandovho zékalu, ¢o odpoveda 1,5x10% CFU (Karatuna, 2012; Mercer et
al., 2020).
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Pocet kolonii je dolezity, ked’ze pri malom mnozstve by nemuseli byt obsiahnuty rezistentny

zastupcovia, zatial’ ¢o pri nadmernom mnozstve by bola dosiahnutd zvySena rezistencia.

Standardizuje sa aj pouzité médium, zvy¢ajne Mueller-Hintonov bujén alebo agar, a jeho
zloZenie, pH, pritomnost idnov a pridavné latky ako krv alebo tymidin. Podstatna je aj Gprava

podmienok a doby inkubécie (Karatuna, 2012; Mercer et al., 2020).

Histéria AST vsak siaha az ku Alexandrovi Flemingovi, ktory uz v dvadsiatych rokoch 20.
storo¢ia sledoval inhibicné zény stafylokokov na agare. Vyznamne prispel k testovaniu
mikrobidlnej citlivosti aj pouzitim metody riedenia bujonu a sledovania zakalu, ¢o je
v stcasnosti elementdrnym postupom AST. Nésledne Bauer a Kirby prispeli vyvojom
diskovej difiznej metddy, dnes najcastejSie vyuzivanej a znamej ako Kirby-Bauerova diskova
difuzna metéda. Znacné uplatnenie metdd testovania citlivosti viedlo k ziskavaniu informacii
o vplyve chemickych latok na r6znych bakteridlnych zastupcov, €o prinieslo potrebu urcitej
unifikdcie a vymedzenia kritickych hodndt citlivosti, ked'Ze Specificky typ antibiotika

vykazoval voc¢i roznym kmetiom odlisni1 uc¢innost’ (Karatuna, 2012).

Medzi najCastejSie pouzivané metody patria tzv. metody zlatého Standardu. V principe ide
o manualne metddy s jednoduchym prevedenim a nenaro¢nou instrumentizaciou. Vysledkom
je tvorba viditelného zakalu, kde postacuje okometrické odcitanie alebo spektrofotometrické
merania. Prvé médium, v ktorom je vidite'ny zékal, znaci pritomnost’ rastu baktérii. Médium.
ktoré¢ ma o stupent vysSiu koncentraciou antibiotika vyjadruje hodnotu MIC. Metody
poskytuji informdcie o pritomnosti mikroorganizmov aich citlivosti, no uz nezahfiaja
mechanizmus ucinku alebo iné podrobnejSie charakteristiky. Nevyhodou je taktiez casova
naro¢nost’ (Schumacher et al., 2017; European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ESCMID), 2000).

Zaklad tvoria dilu¢né metddy, ktoré su referencné a od nich podliehaji kalibracii d’alSie
spOsoby testovania citlivosti, ako napr. diskové metddy. Tie preukazuji menej presné
vysledky, ktoré v ramci klinickej praxe a stanovovania liecby nie su Uplne spolahlivé
(Schumacher et al., 2017; European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ESCMID), 2000).

57



2.9.2 Typy metod
2.9.2.1 Makrodiluéna bujonova metéoda

Jednou z najstarSich metdd je skimavkova metdda riedenia, ktord vyuZiva tekuté médium
s pritomnym antibiotikom, ktoré podlicha dvojnasobnému riedeniu. Do skumaviek je pridané
zname mnozstvo baktérii, ktorych pritomnost’ vytvara po 24 hodinovej inkubdcii zakal. Ten je
od¢itany a udava hodnotu MIC. Okrem MIC je mozné stanovovat’ aj MBC, ¢o je minimalna
baktericidna koncentrécia, teda mnozstvo latky, pri ktorom nedochadza len k inhibicii rastu
a mnoZzenia, ale priamo k usmrteniu mikroorganizmov. K sledovaniu usmrcovania baktérii
sluzi aj odvodena time-kill metoda, v ramci ktorej sa sleduje priebezny tibytok koldnii pocas
doby 24 hodin. Vysledkom je vztah logaritmu poklesu koncentracie v ¢ase (Schumacher et

al., 2017).

Vyhodami makrodilu¢nych metdd je ich univerzalnost, ktord umoznuje rovnaky postup pre
testovanie roznych antibakteridlnych latok. Na druhu stranu su metédy obmedzené
manudlnou pripravou roztokov, ¢o vedie k Casovej narocnosti. V si€asnosti sa pre skrining

vyuzivaju rychlejSie metddy (Schumacher et al., 2017).

Obr. 22: Makrodilu¢na metdda (Cislami vyjadrena koncentracia riedenia) (dostupné z:
https://www.intechopen.com/books/antibacterial-agents/current-approaches-for-exploration-of-nanoparticles-as-
antibacterial-agents)

MIC

ualul

2.9.2.2 Mikrodilu¢na metoéda

Mikrodilucia je obdobou klasickej bujonovej metddy, no vykondva sa v zmenSenom meritku
na mikrotitraénej dosticke. Dosticka ma usporiadanie 12x8 jamiek a umoziuje tak testovanie
dvanastich latok v 6smych réznych koncentraciach. Oproti makroverzii bola metoda vyvinuta
az v sedemdesiatych rokoch (oproti druhému desatrociu 20. storoc¢ia). Podobne tu dochadza

k dvojnasobnému riedeniu antibiotika a 24 hodinovej inkubacii. Sleduje sa zakal, no hodnota
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MIC moéze byt stanovend taktiez fluorometricky. Vyhodou je automatizovatel'nost
pipetovania a moznost’ testovania viacerych antibiotik v rdmci jednej dostiCky. Taktiez sa
vyuzivaju kity s alikvétne predpripravenymi koncentraciami, ¢o urychluje postup. Do
popredia metdédu dava aj priestorovd nenarocnost’ a mensie mnozstvo potrebnych roztokov

(Schumacher et al., 2017).

2.9.2.3 Diskova difizna metéda

Popri riedeniu antibiotik v tekutych médiach je oblibend aj diskovd metdda vyuzivajuca tuhé
agarové platne. Klasickym difiznym postupom je Kirby-Bauerova metdda, vyvinuta
v polovici minulého storocia, no schvalend az v roku 1975. Principom je sledovanie rastu,
resp. inhibicie kolénii na tuhom médiu v oblasti drobnych papierovych kotucov, ktoré
obsahuju pozadované antibiotikum. V ramci jedného média je umiestnenych viacero koticov
impregnovanych réoznymi koncentraciami. Vysledkom je sledovanie a meranie inhibi¢nych
zon, kde nedochadza krastu kolonii aich Sirka zodpovedd koncentracii a ucinnosti

inhibujucej latky (Schumacher et al., 2017).

Standardizacia metoédy deli mikroorganizmy na citlivé, stredné a rezistentné kmene
a vztahuje k nim konkrétne velkosti inhibi¢nych zén. Taktiez je normativne umoznené
testovat’ na jednej platni viacero lieiv a metdda je vhodna pre Siroké spektrum baktérii, od
aerobnych cez néarocne kultivovatel'né ako je Haemophilus alebo hemolytické streptokoky

(Schumacher et al., 2017).

Inhibicii a od¢itaniu zon predchadza resuspendécia koldonii v bujone alebo slanom roztoku na
Standardizovani koncentraciu, ktoré st nandSané na platilu. Nasleduje umiestnenie

impregnovanych diskov a inkubécia.

Vyhodou difiznej inhibicie je jednoduchost’ a flexibilita, kde k zmene antibiotika staci
vymena disku. Vzhl'adom ktomu su aj finan¢né ndklady nizke. Problémom mdZze byt
presnost’, ked’Ze nerovnosti agaru niekedy vedd k chybnému od¢itaniu inhibi¢nej zony.

Taktiez je Kirbyho postup nevhodny pre anaerébne baktérie (Schumacher et al., 2017).
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Obr. 23: Diskova difuzna metoéda (dostupné z: https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-
molecular-biology/disk-diffusion)

2.9.2.4 Technika riedenia agaru

Na tuhom médiu prebieha aj metdda riedenia agaru, pocas ktorej sa médium doplni r6znymi
koncentraciami inhibicnej latky a po 48 hodinach inkubécie sa zrata celkovy pocet kolonii. Aj
napriek svojmu veku metdda poskytuje presné vysledky a je vhodna pre aerébne aj anaerdbne
baktérie, no vyzaduje si dlhsi ¢as pre kultivaciu. Obdobou je moderna chromogénna metdda,
ktora vyuziva agar s obsahom chromogénov. Tie farebne znacia kolonie po kratSom casovom
useku a ratanie je mozné uZ po osemnastich hodindch. TaktieZ je mozné selektivne farbit’ bud’

citlivé alebo rezistentné koldnie (Schumacher et al., 2017).

2.9.2.5 Mikrokalorimetria

Principom kalorimetrického stanovenia je sledovanie tepelného prejavu kultivacie, ktory sa
prejavuje najmi pocas fazy exponencialneho rastu mikroorganizmov. Kalorimetrom sa
sleduje tepelnd zavislost’ na raste koldnii, ktorej vysledkom je bakteridlna rastova krivka.
Metoda spiiia zakladne poziadavky, no nie je normalizovana a patri medzi minoritné postupy

(Schumacher et al., 2017).

60


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/disk-diffusion
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/disk-diffusion

2.9.2.6 Etest

Etest je podobnym sposobom testovania citlivosti ako diskova difiizia. Na spodnu cast’ platne
sa umiestni pruzok s vopred definovanym gradientom koncentracii antibiotika. Po dnove;j
inkubacii sa vytvori difizna zéna pri zodpovedajicej inhibicnej koncentracii. Vyhodou je
stabilny gradient, moZnost' testovania Sirokého spektra patogénov alebo sledovanie
heterogénnej rezistencie. Metdda je sice financne naroc¢nejsia, no poskytuje presné vysledky

a je vhodna pre doladenie lie¢by (Schumacher et al., 2017).

Obr. 24: Etest (dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5780537/)

2.9.3 Postup metody a média

Médium pouzivané k testovaniu citlivosti by malo verne simulovat’ prirodzené prostredie
baktérii (napr. pre vznik infekcie). Tuto podmienku spifia viacero médii, no rutinne
zauzivanym je Mueller-Hintonov agar, ktory je normatizovany a spifia podmienky Narodného
vyboru pre klinické laboratorne normy (NCCLS). Ten popisuje postupy vyhodnocovania MH
agaru apovazuje ho za referenény. Podmienkou pre médium je absencia pridanych
doplnkovych latok, no vynimkou su pridavky nevyhnutné pre rast. Doplnkom byva napriklad
krv pouzivand pre streptokoky alebo moraxely (European Committee for Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ESCMID), 2000).
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Dolezitym krokom je aj skladovanie a priprava antibiotik a zasobnych roztokov. Tie by sa
mali uchovavat’ v chlade, pripadne zmrazené. Rozmedzie skiSanych koncentracii zavisi od

typu testovaného mikroorganizmu.

Inokulum by malo byt pripravené zo Styroch alebo piatich kolonii, aby sa zabranilo rastu
atypickych kolonii, a dosiahnut McFarlandov Standard. Priprava moze prebichat’ aj
emulgéaciou z agarového média (European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) of the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ESCMID), 2000).

2.10 Testovanie ucinnosti sulfonamidov vo¢i mikroorganizmom

2.10.1 Escherichia coli

2.10.1.1 Novosyntetizované sulfonamidy

Baktérie Escherichia coli boli v stadii zroku 2014 testované sulfonamidmi tvorenymi
syntézou p-toluénsulfonylchloridu spolu s aminokyselinami typu histidin a tryptofan, a taktiez
lieCivami ako celekoxib alebo ribavirin, ktoré maju v Struktare taktiez pritomné
aminokyseliny. Aminokyseliny boli poskytnuté¢ aj nikotinamidom a sladidlom aspartamom.

Ako referenc¢né antibiotikum bol pouzity ciprofloxacin (Quadir et al., 2015).

Bakteridlne suspenzie boli udrziavané v chlade (pri 5 °C) na TSA agare. K inhibicii boli
pouzité antibiotikd rozpustené v dimethylsulfoxide s koncentraciou 10 az 30 mg/ml (v 1 ml

DMSO). Média sa inkubovali 72 hodin (Quadir et al., 2015).

Hodnoty inhibi¢nej koncentracie MIC pre baktérie E. coli sa pohybovali u viacerych
testovanych derivatoch v rozmedzi 7,81 az po viac nez 500 pg/ml. MIC referen¢ného

ciprofloxacinu bola 0,625 pg/ml (Quadir et al., 2015).

2.10.1.2 Tiazolylové a benzotiazolylové sulfonamidy

V studii z roku 2009 boli ako inhibi¢né latky pouzité derivaty sulfonamidov obsahujuce
tiazolylové  abenzotiazolylové  skupiny.  Testované¢  boli  laitky na  baze
nitrobenzénsulfonamidu, acetaminobenzénsulfonamidu alebo chlérbenzénsulfonamidu. Stadia
preukazala, Ze heterocyklicka Struktara latok nemé vyrazny vplyv na ich Gc¢innost. Naproti

tomu zavedenie methylového substituentu aktivitu zvySuje, no s pritomnostou halogénu
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naopak klesa. Ako referencné latky boli pouzité ampicilin a sulfamethoxazol (Argyropoulou

et al., 2009).

Latky boli uc¢inné najmi u gram pozitivnych baktérii. U E. coli sa u¢innost pohybovala
v hodnotach nad 100 pg/ml. Taktiez boli sledované hodnoty MBC, ktoré¢ vykazovali priblizne
dvojnasobnu uroven koncentracie nez hodnoty MIC, ¢o znaci, ze sa jedna o bakteriostatické
latky. Sulfonamidy sa zaroven testovali aj v kombindcii s trimetoprimom, ktory preukazatel'ne

znizil hodnoty MIC pri vSetkych testovanych latkach (Argyropoulou et al., 2009).

2.10.1.3 Vplyv novych alifatickych sulfonamidov

Alifatické sulfonamidy so symetrickou Struktirou boli syntetizované nukleofilnou reakciou
diaminov s alkylsulfonylchloridmi rézneho typu, ato za minusovej teploty. Taktiez boli
pouzit¢ odlisSné rozpustadla pre zlepsenie konecného vytazku (napriklad acetonitril alebo

dichlérmetan), ktoré sa po reakcii odparili (Ozbek et al., 2007).

Lieciva boli pri testovani inhibicie pouzité v koncentréacii 0,1 — 1 g/ml. Antibiotiké sa ukazali
ucinné voci viacerym druhom gram negativnych mikroorganizmov a najvplyvnejSou latkou

bola zlti¢enina 1-butinsulfonamid-N,N'-1,3-propandiylbis (Ozbek et al., 2007).

U E. coli boli zaznamenané hodnoty MIC v rozsahu od 150 do 555 pg/ml a ucinnost’ sa
pripisuje pritomnosti lipofilného alkylového retazca, ktory ma schopnost’ narusit’ lipidova
membranu u gram negativnych baktérii. Naproti tomu G&innost’ negativne ovplyviiuje dizka
uhlikovej Struktary, ktord ma s rasticim objemom Vvacsi problém s prienikom do bunky, ¢o

znizuje G¢innost’ lieciva (Ozbek et al., 2007).

2.10.1.4 Utinok kurkuminovych sulfénamidov

Kurkuminové derivaty sulfonamidov obsahuji kurkumin, ¢o je polyfenolova Struktura
pritomna v niektorych rastlinach. Zavedenie nového prvku, kurkuminu, pri syntéze
sulfonamidovych antibiotik ma byt spdsobom ako obist’ vznik ¢oraz vacsej rezistencie voci

antibiotickym lieCivam (Lal et al., 2013).

Syntéza prebiehala reakciou réznych typov sulfonamidov (zékladny sulfanilamid,
sulfadimidin alebo sulfametoxazol), na ktoré sa viazal kurkumin. Menilo sa taktieZ miesto

viazby na molekule kurkuminu — ketéonova, dikarbonylovéa pripadne methylénova skupina.
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U vyslednych kombindcii sa sledovala aktivita a inhibi¢nd uc¢innost’. Najucinnejsie latky mali

sulfénamid naviazany na karbonylovu skupinu kurkuminu (Lal et al., 2013).

Z vysledkov vyplyva, ze pouzitie kombinacie antibiotika s kurkuminom je ¢innejSie najma
uinak malo aktivnych sulféonamidov, ataktiez je inhibicia vdcSia nez u samotného
kurkuminu. Hodnoty MIC avSak nedosahuju Grovne referen¢ného ciprofloxacinu (1,25 pM).
Hodnoty inhibicie derivatov pri testovani na baktéridch E. coli sa pohybovali v rozmedzi 20

az viac nez 160 uM (Lal et al., 2013).

2.10.2 Staphylococcus aureus
2.10.2.1 Sulféonamidy odvodené od furanylu s viazanym kovovym prvkom

Priprava spocivala v zmieSani roztoku sulfonamidu s furfuraldehydom za pritomnosti
metanolu. Roztok sa zmiesal s roztokom soli pozadovaného kovu. Z roztoku vznikla latka
pevného skupenstva. Ako kovova zlozka bol pouzity kobalt, med’, nikel alebo zinok (Chohan

et al., 2008).

Vysledky preukazali aktivitu vSetkych ligandov voci Staphylococcus aureus. Vyznamnu
ulohu zaujal aj naviazany uhlikovy retazec, ktory zvySoval inhibi¢ny G¢inok s ohl'adom na
jeho dizku — zlueniny s naviazanym etylom mali vy&§iu G&innost neZ s pritomnym
metylovym retazcom. Hodnoty MIC sa pohybovali v rozmedzi od 0,0139 po 0,144 ug/ml
(Chohan et al., 2008).

2.10.2.2 Vplyv sulfonamidov na baze benzotiazolov

KItacovou reakciou k tvorbe derivatov bola syntéza N-kyanoacetoarylsulfonylhydrazidu
s akrylonitrilom v alkalickom prostredi KOH. Vznikaji adukty v Styroch izomernych
podobach (Azzam et al., 2020).

Proti gram pozitivnym baktéridm, medzi ktoré patri aj Staphylococcus aureus, vykazovali
najlep$iu  ucinnost’ tiometylpyridonové derivaty. V niektorych pripadoch bola MIC
porovnatel’na s referenénym gentamicinom. Konkrétne voci stafylokokom sa ukazali byt H-
pyrazolopyridony ako najucinnejSie. Aktivita sa dokonca vyrovnala overenym lieCivam ako
sulfadiazin. Hodnoty MIC boli na urovni 125 pg/ml pre nové derivaty (pre porovnanie:

sulfadiazin 500 pg/ml a ampicilin 62,5 pg/ml) (Azzam et al., 2020).
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2.10.2.3 Alifatické sulfonamidy

Podobne ako pri testovani alifatickych sulfénamidov u baktérii E. coli, aj v tomto pripade
syntéza inhibicnej latky vyplyvala z exotermného nukleofilného procesu reakcie diaminov
s alkylsulfonylchloridmi. Rozpustadla ako tetrahydrofolat zlepSuju nukleofilnu substituciu

(Ozbek et al., 2007).

Zluceniny preukdzali cinnost’ voci gram negativnym aj gram pozitivnym baktériam, teda aj
stafylokokom. Minimalna koncentracia nutna k inhibicii Staphylococcus aureus bola
v rozmedzi 216 — 648 pg/ml a najacinnejSim derivatom bol 1-butanesulfonamid-N,N'-1,2-

ethanediylbis (Ozbek et al., 2007).

2.10.3 Bacillus subtilis
2.10.3.1 Vplyv indolenyl sulfénamidov

Indolenylové sulfénamidy st derivaty s pritomnym indolovym kruhom a povazuji sa za
potenciondlne vhodné liecivd, odolné voci inak l'ahko vznikajucej rezistencii baktérii ku
klasickym sulfonamidovym antibiotikam. TaktieZ st vhodnym terapeutickym prostriedkom aj

vd’aka protiplesiovej aktivite.

Syntéza spocivala v reakcii nemennej zlozky, indolkarbaldehydu, so sulfonamidom. PouZili

sa klasické lieCiva ako sulfanilamid, sulfatiazol alebo sulfametoxazol (Chohan et al., 2010).

ZluCeniny preukazali réznu mieru aktivity vo¢i gram pozitivhym aj negativnym
mikroorganizmom. MIC pre baktérie Bacillus subtilis sa pohybovala v hodnotach medzi

65,37 a 262,9 ng/ml (Chohan et al., 2010).

2.10.3.2 U¢inok sulfénamidovych chroménov

Sulfénamidové chromény st latky aromatického (eventualne heterocyklického) charakteru,
ktoré boli vyuZzivané zvycajne mimo antibakteridlnu oblast mediciny (lie¢ba zhubnych
ochoreni). Tvorba derivatov je dand pomerne jednoduchou reakciou roztoku 3-formyl-6-
metylchromoénu s alkoholom a prislusSnym sulfonamidom za vysSej teploty av kyslom

prostredi.

Hodnoty MIC pre baktérie Bacillus subtilis sa pohybovala v rozmedzi 2.043 x 10~ po viac
nez 2.2908 x 1077 M. Preukazuje to znaény uginok zli¢enin aj v ramci antibakteriadlneho

posobenia (Chohan et al., 2006).
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2.10.3.3 Amidinové lieciva a benzénsulfonamidy

Syntéza prebicha reakciou rdéznych typov aminov (ako kreatin, aminopyridin alebo
metylalanin) so sulfonylchloridom (pouzity modze byt benzénsulfonylchlorid alebo
toluénsulfonylchlorid). Proces prebieha sregulovanim pH a v pritomnosti soli (Na2COs3)

(Quadir et al., 2015).

Najlepsia inhibi¢na hodnota dosiahnutd amidinovou radou sulfénamidov voci Bacillus subtilis
bola 80 pg/ml. Refrenény ciprofloxacin sice dosahuje lepsie vysledky (MIC 0,5 pg/ml), no
liecivo je tcinnejSie nez sulfamethoxazol (MIC 160 pug/ml) (Quadir et al., 2015).

2.10.4 Streptococcus pyogenes

2.10.4.1 Uéinok sulfénamidov konjugovanych s makrolidmi

Lie¢iva boli syntetizované konjugaciou sulféonamidu s azalidovym derivatom, ktory je
zakladom pre makrolidové lie¢iva ako erytromycin. Konkrétne boli pouzité sulfonamidy typu
sulfametoxazol, sulfanilamid alebo sulfapyridin. K spojeniu sulfénamidu doslo pomocou

karbamoylovej skupiny. Pre makrolidovu zlozku bola podstatnd uprava laktonového kruhu

(Krajaci¢ et al., 2007).

Dané spojenie je podstatné najmd kvoli braneniu tvorbe rezistencie voci klasickym
antibiotikam, a to prave u streptokokovych baktérii. Konjugaty preukazuju zvysent aktivitu

voci ribozoémom, €o je ich inhibi¢ny mechanizmus (Krajaci¢ et al., 2007).

Hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie pre gram pozitivne baktérie Streptococcus
pyogenes sa pohybovali v rozmedzi 2 az 64 pg/ml. Pri kmeni Streptococcus pneumoniae bola
MIC uz pri 1 pg/ml. Referenénymi lie€ivami pre porovnanie boli azitromycin
a deoxodihydroazahomoerytromycin, ktorych MIC ¢inila 0,125 a 0,25 pg/ml (Krajaci¢ et al.,
2007).

2.10.4.2 Tiazolové a benzotiazolové sulfonamidy

Medzi tiazolové  abenzotiazolové  sulfénamidy patria  zlaceniny ako  alkyl
a arylaminoacetylderivaty aminofenyltiazolylu, aminobenztiazolylu alebo
fenylaminofenyltiazolylu. ~ Zli€eniny  boli  pripravené reakciou  heteroarylaminu
a benzénsulfonylchloridu za pritomnosti pyridinu, kde bola kI'i¢ovéa vdzba NHz skupiny na
sulfonyl benzénsulfonylchloridu (Argyropoulou et al., 2009).
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MIC pre baktérie Streptococcus pyogenes sa nachadzala v rozmedzi 0,7 az po vySe 100
ug/ml, ¢o poukazuje na vyssiu ucinnost’ aj v porovnani s referencnym sulfamethoxazolom

(MIC 3 pg/ml) (Argyropoulou et al., 2009).

2.10.5 Proteus mirabilis
2.10.5.1 Utinok fenylovych derivatov sulfénamidov

Karboxyderivaty boli pripravené reakciou terc-butanolu a chlorsulfonylizokyanatu. K roztoku
aminu sa nasledne pridal chlorsulfonylkarbamat a trietylamin. Ako kontrolné latky boli
pouzité sulfametoxazol-trimetoprim a sulfaguanidin. Vysledkom boli derivaty ako

fenylsulfamid, methoxyfenylsulfamid alebo fluorofenylsulfamid (Becheker et al., 2016).

MIC pre gram negativne baktérie Proteus mirabilis dosahovala hodnoty 10-30 pg/ml, no
niektoré derivaty neboli U¢inné, ako napriklad methoxyfenylsulfamid, a taktiez kontrolné
antibiotika. Neucinnost' je dosledkom Tl'ahkej tvorby rezistencie danych mikroorganizmov

(Becheker et al., 2016).

2.10.5.2 Pyridinové derivaty sulfonamidov a benzamidov

Vstadii  zroku 2009 boli  syntetizované latky ako  brompyridinbenzamid,
methylnitropyridinbenzamid alebo trifluormetansulfonamid, Doélezitym sa ukazalo byt
benzamidové jadro, umoZziujice prienik latky a vykonanie jej inhibi¢nej aktivity. Syntéza

prebieha za reakcie benzamidu so sulfénamidom v prostredi pyridinu.

Vyrazna aktivita sa preukdzala najmi voc¢i multirezistentnym gram pozitivnym baktéridm, no
taktiez proti gram negativhym, akym je aj Proteus mirabilis. Zavedenie hydrofobnej
methylovej skupiny zvysilo aktivitu az dvojnasobne. Vysledné rozmedzie pre hodnoty MIC

¢inilo 0,15 az 0,7 uM, ¢o st hodnoty lepsie nez pri referen¢nom ampiciline (0,57 uM).

2.10.5.3 Schiffove bazy sulfonamidov

Schiffove bazy su zluceniny obsahujlice charakteristickll iminovu skupinu a v pripade
antibakteridlneho vyuzitia obsahujice sulfénamidové fragmenty. Za syntézu baz je

zodpovedna reakcia derivatov benzaldehydu a sulfonylhydrazidu (Tahriri et al., 2017).

Konkrétne zliceniny Schiffovych baz N'- (2-hydroxy-3-metoxybenzylidén) -4-
nitrobenzénsulfonohydrazid a N - (2-hydroxy-3-metoxybenzylidén) -4-
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metylbenzénsulfonohydrazid mali inhibiénti aktivitu voci Proteus mirabilis na urovni

koncentracie 5 a 10 mg/ml (Tahriri et al., 2017).

2.10.6 Pseudomonas aeruginosa
2.10.6.1 Sulfénamidy na baze kovu

Lieciva boli pripravené reakciou aldehydu obsahujucim kovovy prvok so sulfonamidom. .
Kovovu zlozku poskytli soli medi, niklu, zinku a kobaltu. Vyhody inkorporacie kovového

prvku sa prejavuju zvySenou lipofilnostou zluceniny.

Zluceniny vykazovali strednu az vysoku aktivitu voc¢i gram pozitivnym aj gram negativhym
baktériam, konkrétne v pripade Pseudomonas aeruginosa sa hodnoty MIC pohybovali

v rozsahu 3.204 x 107 a7 6.562 x 10~* M/ml (Chohan et al., 2010).

2.10.6.2 Vplyv sulfonamidov inhibujucich LpxC

LpxC je zinok-dependenty enzym LpxC UDP-3-O-acyl-N-acetylglukozamin-deacetylaza,
ktory katalyzuje deacetyldciu N-acetylglukozaminu. Inhibicia vedie k usmrteniu
mikroorganizmov a lie€ivo je UCinné¢ konkrétne voli rezistentnym gram negativnym

baktériam.

Vychodiskovymi latkami pre syntézu su bifenylové zliceniny (z bifenylkarboxylovych

kyselin) (Kawai et al., 2017).

Sulfénamidové enzymatické inhibitory sa ukézali byt znac¢ne U¢inné aj voci Pseudomonas
aeruginosa, kde minimalna inhibi¢na koncentracia pre bifenylové derivaty bola 0,5 — 128

pg/ml a pre benzofuranové dokonca 0,5 — 4 pg/ml (Kawai et al., 2017).

2.10.6.3 Sulfénamidy v komplexe so zlatom

V stadii boli vyuzité sulfénamidy typu sulfadiazin a sulfametoxazol, ktoré sa asociovali
s atbmom zlata pomocou fenylovych Struktar. Jednym z dévodov odolnosti Pseudomonas
aeruginosa proti antibakterialnym latkam je aj tvorba biofilmu. Prave testované komplexy
sulfénamidov so zlatom maji schopnost’ tento efekt potlait. Zluceniny okrem inhibicie
metabolickej aktivity maju schopnost aj obmedzit' pohyb baktérii a znizit' rast biofilmu.

Vysledna minimélna inhibi¢né koncentracia €inila 4 - 256 ug/ml (Mizdal et al., 2018).
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2.10.7 Klebsiella pneumoniae
2.10.7.1 Tetrazolové a oxadiazolové derivaty

Tetrazolové a oxadiazolové derivaty su latky heterocyklického charakteru. Vznikaja syntézou

benzénsulfonamidu s tetrazolovymi a oxadiazolovymi derivatmi propanamidu.

V stadii zroku 2019 bolo testovanych dvanast” derivatov. Kazdy z nich preukazal znacny
ucinok a hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie ¢inili 8,25 az 132 pg/ml, ¢o je

porovnatel'né s referenénym lieivom ciprofloxacin (Ozkan a Demirci, 2019).

2.10.7.2 Kovové komplexy sulfonamidu

Sulfénamid sulfametoxazol sa pouzil ako ligand pre reakciu s kovovymi prvkami niklu,
paladia a platiny. Kovova zlozka sa ziskala z chloridovej alebo siri¢itanovej soli. V pripade
niklu dochédza k vizbe na sulfonamidovy ligand pomocou dusika v aminovej a izoxazolovej
skupine antibiotika. Komplexy obsahujice ako kovovl zlozku nikel s najmenej efektivne
a ich uc¢innost je podobna ako pri povodnom sulfonamide bez kovového prvku. Inkorporacia
platiny apaladia vedie kzvySenej uCinnosti aich derivaty si efektivnejSie nez

nesubstituované lie¢ivo (Bouchoucha et al., 2018).

Hodnoty MIC pri testoch na baktériach Klebsiella pneumoniae boli pre ligand aj niklovy
komplex 25 pg/ml, no rovnaku hodnotu preukazoval aj komplex platiny. Paladium s MIC
12,5 pg/ml bolo najucinnejsie (rovnaka hodnota ako pre referencny ampicilin) (Bouchoucha

et al., 2018).

2.10.7.3 Kumarinové sulfonamidy

Kumariny su prirodné latky patriace medzi laktony. Vychodiskovymi latkami pri syntéze su

azid sodny, methylkumarin a sulfonylchlorid.

Z antibakteridlneho pohladu je doélezitd azidova skupina ulahcujuca vstup latky do bunky.
Derivaty su u¢inné najmi vo¢i gram pozitivnym baktériam, no osvedcili sa aj pri inhibicii
gram negativnej Klebsiella pneumoniae. Hodnoty MIC ¢inili 1 — 125 pg/ml, ¢o sa vyrovna
inhibi¢nej uCinnosti referencného ciprofloxacinu (1 pg/ml). Najvy$Siu uUCinnost mali

zluceniny obsahujuce chlor, brom alebo methoxyderivaty (Basanagouda et al., 2010).
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2.10.8 Salmonella sp.

2.10.8.1 Vplyv kovovych komplexov sulfénamidov

Priprava spociva v rozpusteni chloridovej soli obsahujicej kovovy prvok v metanole
a acetonitrile, zaroven sa pripravi roztok hydrazénu v alkalickom prostredi. K inkorporacii bol

pouzity nikel a kobalt.

Vysledné aktivita komplexov bola niz§ia nez u samostatnych ligandov, ¢o je dané poklesom
elektronovej hustoty zapricinenej zaclenenim kovovej zlozky. Z komplexov boli tc¢innejSie
niklové derivaty s MIC (pre baktérie Salmonella enteritidis) 430 a 433 pg/ml. MIC pre
zltigeniny s kobaltom bola 549 a 550 pg/ml (Ozdemir et al., 2009).

2.10.8.2 Pyrimidinové derivaty sulfonamidov

Stidia zroku 2012 sa zaoberala tvorbou pyrimidinovych derivatov arylmo&oviny,
thiomocoviny a sulfonamidov. KI'i€ovymi latkami pre syntézu st nitrofenylpyrimidin, ktory
v aminacii reaguje s anilinom, kde vznikd fenylaminonitrofenylpyrimidin. Aminoanaldg sa

nasledne podiel’a na nukleofilnej reakcii.

Hodnoty MIC konkrétne pre sulfénamidové pyrimidinové derivaty sa pohybovali v rozmedzi
10 — 90 pg/ml ubaktérii Salmonella typhi, ¢o znaci dobru ucinnost’ aj v porovnani

s referenénym antibiotikom ciprofloxacinom Keche et al., 2012).
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3. EXPERIMENTALNA CAST

Cielom prace bolo sledovanie citlivosti vybranych baktérii a kvasiniek na chemické latky
z triedy benzénsulfonamidov. Latky patria do skupiny morpholinomethylfenyl derivatov a
testovanych bolo Sestndst’ latok na trinastich kmetioch mikroorganizmov. Vysledky sa
zarovenl porovnavali s mierou citlivosti ku klasickym antibiotikdim a DMSO. K testovaniu
citlivosti sluzila dilu¢na metéda vyuzivajica dvojkové riedenie, konkrétne §lo o mikrodiluc¢nu
metodu. K overovaniu bakteriostatického, eventualne baktericidneho Uc¢inku latok sluzilo
vyockovanie na pevné média. Latky sa testovali v jednotnom koncentratnom rozsahu
asledovali sa minimalne inhibicné koncentracie pre jednotlivé kmene. Hodnoty boli
porovnéavané s overenymi antibiotikami s MIC definovanymi normou EUCAST (verzia 11, r.
2021). Metodika testovania sa riadila europskou normou EN ISO 20776-1:2006, konkrétne
eskou verziou CSN EN ISO 20776-1 (z roku 2007). Chemické latky poskytol doc. Ing.
Vladimir Pejchal, Ph.D.

3.1 Material, reagencie a vybavenie
3.1.1 Reagencie, roztoky

Zakladnymi reagenciami bol fyziologicky roztok a destilovand voda. Fyziologicky roztok
sluzil k riedeniu bakteridlnych suspenzii a destilovana voda k priprave vhodnej koncentracie

antibiotik.

K riedeniu testovanych sulfénamidov poslizil DMSO. Taktiez bol vyuZity spolu so
zmienenymi antibiotikami ako antibakteridlna latka pre porovnanie G¢innosti a komparaciu so

sulfonamidmi. Inhibi¢ny uc¢inok DMSO bol stanoveny bujonovou mikrodiluénou metédou.

3.1.2 Laboratdérne vybavenie

Laboratérne pomocky: pouzité boli Petriho misky pre kultivaciu mikroorganizmov; sklenené

skamavky a gumené zatky pre tekuté suspenzie a roztoky; stojanky pre skumavky; odmerné

valce; banky pre uschovanie pouzivanych roztokov.

Jednorazové pomocky: vyuzivané boli plastové skimavky pre tekuté suspenzie, riedenie

roztokov a nefelometrické stanovovanie hustoty suspenzii; plastové Spicky pre pipety

kalibrované na roézne objemy; ockovacie klicky pre o¢kovanie inokula z tekutého na pevné
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médium a naopak; mikrotitraéné dosticky s 96 jamkami pre sledovanie ucinku testovanych

latok na vybrané mikroorganizmy.

Pristrojové vybavenie: nevyhnutnou sucastou bol termostat pre uloZenie Petriho misiek

a mikrotitraénych dosti¢iek a naslednti kultivaciu; chladnicka pre uloZenie reagencii
a roztokov a Petriho misiek so star§imi koloniami; kalibrované pipety ur¢ené na pipetovanie
objemov do: 10ul, 200ul, 1000ul, 5ml a 10ml; viackanalové pipety s moznost'ou pipetovania
osmymi Spickami (o objeme do 10pl a200ul); vortex pre homogenizaciu suspenzii
a roztokov; plynovy kahan; laboratéorne vahy pre navédzenie kultivaénych médii a analytické

vahy pre navazenie antibiotik a sulféonamidov; tepelné zariadenie ako sterilizator a autoklava.

3.1.3 Kultivaéné média

Pre kultivéaciu bakteridlnych mikroorganizmov bol pouzity Mueller-Hintonov (MH) agar (ako
pevné médium) a Mueller-Hintonov bujon (ako tekuté médium). Kvasinky sa kultivovali na
MALT agare a MALT bujone, no v ramci dvojkového riedenia sulfénamidov bol aj pre ne

pouzity MH bujon. Uplatnenie nasiel aj krvny agar.

MH média su v mikrobiologickej praxi bezne pouzivané a k testovaniu antibiotik vhodné

vd’aka Sirokému a neselektivnemu uéinku.

Meédia boli pripravené podl'a navodu na obale a uskladnené v chladnicke pri teplote 4 °C.

Tab. 1: Zoznam pouzitych médii

Médium Vyrobca LOT

MH agar Himedia Leading BioSciences Company| 800362741
MH bujon Himedia Leading BioSciences Company [ 0000156558
MALT agar VWR International 1484
MALT bujon Himedia Leading BioSciences Company YLO10
Columbia agar [Himedia Leading BioSciences Company | 0000365882

3.2 Testované antibiotika

Vybrané mikroorganizmy boli testované antibiotikami ampicilin, erytromycin, ciprofloxacin,
levofloxacin a amfotericin B.

Testovanie citlivosti mikroorganizmov voci overenym a pouzivanym typom antibiotik je
zéakladnou stucast’ou testovania a hodnotenia citlivosti novych latok. Ziskané hodnoty citlivosti

antibiotik slizia ako referencné data pre porovnavanie miery citlivosti a i€¢inku novych
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zltCenin. Taktiez st hodnoty klasickych antibiotik porovnavané s oficialnymi hodnotami

testovanych pod vyborom EUCAST.

Tab. 2: Zoznam pouzitych antibiotik

Antibiotikum [Vyrobca Cislo 3arze

Ampicilin Biotika a.s. 1103003
Erytromycin |Sigma Aldrich | WXBC7091V,
Ciprofloxacin |Fluka Chemika 1204518
Levofloxacin |Sigma Aldrich | BCBK5832V
Amfotericin B |Sigma Aldrich | 063M4043V

3.3 Testované latky

V praktickej casti boli testované latky zo skupiny benzénsulfénamidov, konkrétne
morpholinomethylfenylbenzénsulfonamidy. Zakladnou sucastou je morfolin, heterocyklicka
Struktura s pritomnou aminovou a etherovou funkénou skupinou. Latky obsahovali taktiez
nevyhnutni amidovl cast’ spajajicu benzénovi Struktiru viazucu substituenty. Derivaty
sa lisili v morfolinovej Casti naviazanej bud’ na druhom alebo Stvrtom uhliku benzénového
cyklu (4-morpholinomethylfenyl alebo 2-morpholinomethylfenyl). Vyznamné zmeny
v Struktire st podmienené pritomnostou substituentov na benzénovom cykle, a to v polohe
3C, 4C alebo 5C. K testovaniu citlivosti bolo vyuzitych Sestnast derivatov liSiacich sa
v naviazanych substituentoch, ktorymi boli methylovd skupina, atom chléru, fluéru, ich
dvojice alebo kombinacie a pri N-(4-(morpholinomethyl)fenyl) benzénsulfénamide a N-(2-

(morpholinomethyl)fenyl) benzénsulfonamide substituent nebol pritomny.
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Tab. 3: Zoznam testovanych sulfonamidov

Oznacenie |Systematicky nazov Strukttrny vzorec [R1 R2 M.H.

MSA L. N-(2-(morpholinomethyl)fenyl) benzensulfonamid C,H,N,0.S - - 332,42
MSAII. 3-fluor-N-(2-(morpholinomethyl) fenyl) benzensulfonamid C,,H,,FN,0.S 3-F - 350,41
MSA Il 3-chlor-N-(2-(morpholinomethyl) fenyl) benzensulfonamid C,,H,,CIN,O.S 3-Cl 366,36
MSAIV.  |3-fluor-4-methyl-N-(2-(morfolinmethyl)fenyl) benzensulfonamid |C,:H..,FN,0.S 3-F 4-CH3 364,44
MSA V. 3-chlor-4-methyl-N-(2-(morfolinmethyl)fenyl) benzensulfonamid [C,H..CIN,0,S 3-Cl 4-CH3 380,89
MSAVI.  |3,5-difluor-N-(2-(morfolinmethyl) fenyl) benzensulfonamid C,HF.N,0.S 3-F 5-F 368,4
MSAVII.  (3,5-dichlor-N-(2-(morfolinmethyl) fenyl) benzensulfonamid C,,H.:CLN,0,S 3-Cl 5-Cl 401,3
MSA VIII.  |4-methyl-N-(2-(morfolinmethyl) fenyl) benzensulfonamid C.:H.,N,0.,S - 4-CH3 346,45
MSA IX. N-(4-(morfolinmethyl)fenyl) benzensulfonamide C,,H.N,0.S - - 332,42
MSA X. 3-fluor-N-(4-(morolinmethyl)fenyl) benzensulfonamid C,H.FN,0.S 3-F - 350,41
MSA XI. 3-chlor-N-(4-(morolinmethyl)fenyl) benzensulfonamid C,,H,CIN,O.S 3-Cl - 366,36
MSAXIl.  [3-fluor-4-methyl-N-(4-(morfolin methyl)fenyl) benzensulfonamid |C,H..FN,0,S 3-F 4-CHs 364,44
MSAXIII.  |3-chlor-4-methyl-N-(4-(morfolin methyl)fenyl) benzensulfonamid |C,H,,CIN,O.S 3-Cl 4-CH3 380,89
MSAXIV. |3,5-difluor-N-(4-(morfolinmethyl) fenyl) benzensulfonamid C,H.F.N,0.S 3-F 5-F 368,4
MSA XV. |3,5-dichlor-N-(4-(morfolinmethyl) fenyl) benzensulfonamid C,H..CL,N,0,S 3-Cl 5-Cl 401,3
MSA XVI. |4-methyl-N-(4-(morfolinmethyl)fenyl) benzensulfonamid C.sH..N,O.S - 4-CHs3 346,45

Obr. 26: Morfolinovy cyklus (dostupné
z: shorturl.at/eIxPR)

O o

L Z

Ing. Vladimir Pejchal, Ph.D.)

Obr. 25: Priklad morpholinomethylfenylbenzénsulfonamidu
(dostupné z: dokument Ptehled testovanych sulfonamidi, doc.
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Obr. 28: MSA 1.
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Obr. 34: MSA VIIL.
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Obr. 40: MSA XIII.
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3.4 Testované kmene

Medzi testované mikroorganizmy boli zaradené tak ako baktérie gram pozitivne, tak aj gram
negativne. Baktérie patrili medzi kmene Escherichia, Pseudmonas, Enterococcus,
Staphylococcus, Proteus, Bacillus a Klebsiella. Zastupcovia tychto rodov s pomerne I'ahko
kultivovatelni a maji schopnost’ vyvolavat u l'udi ochorenia, ¢im st vhodnymi subjektami
pre testovanie citlivosti chemickych latok. Nevyzaduji ndro¢né kultivatné média ani
Specialne kultivacné podmienky a k rastu postacuje teplota 37 °C a aerébne prostredie.
Sulfonamidy boli testované aj na eukaryotickych organizmoch — kvasinkach kmenu Candida.
Testované boli Candida albicans a Candida tropicalis a pre kultivaciu bol vhodnej§i MALT

agar (bujon).

Testované kmene:
e Staphylococcus aureus (Ceska zbierka mikroorganizmov v Brne; CCM 4223)
e Enterococcus faecalis (Ceska zbierka mikroorganizmov v Brne; CCM 4224)
e Bacillus cereus (Zbierka univerzity Pardubice)
e Pseudomonas aeruginosa (Ceska zbierka mikroorganizmov v Brne; CCM 3955)
e Escherichia coli (Ceska zbierka mikroorganizmov v Brne; CCM 3954)
e Klebsiella pneumoniae (Zbierka univerzity Pardubice)
e Proteus mirabilis (Zbierka univerzity Pardubice)
e Candida albicans (Ceské zbierka mikroorganizmov v Brne; CCM 8186)

e Candida tropicalis (Ceska zbierka mikroorganizmov v Brne; CCM 8223)

3.5 Pracovny postup

3.5.1 Prvotna priprava

Mikrobiologickému testovaniu predchadzala priprava pracovnych podmienok. Bolo nutné si
pripravit’ kultivacné média a nasledne zaliat’” Petriho misky agarom. Doélezité bolo nechat’
misky s pddou vychladnut’, ked’ze pri ulozeni do chladnicky a rychlom vychladnuti by sa
vyzrazala velkost, ktord by komplikovala o&kovanie. Priebezne sa dopliiali $picky pre pipety,
ktoré bolo nutné kvdli sterilite autoklavovat’, rovnako sa postupovalo aj s platovymi miskami

pre nalievanie roztokov a suspenzii.
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3.5.2 Priprava mikrobialnych suspenzii

Pripravované boli suspenzie o hustote 0,5 stupnia McFarlanda. Z pevnych médii boli
vyockované kolonie do fyziologického roztoku o objeme 3 ml. Nasledne sa preverovala
hustota denzitometrom. Ddlezitym medzikrokom bola homogenizacia suspenzii pomocou

vortexu. Suspenzie boli d’alej riedené na vyslednii koncentraciu 1 x 10° CFU/ml.

3.5.3 Priprava testovanych antibiotik

Antibiotika boli pripravené podla normy CSN EN ISO 20776-1.

Koncentracia zadsobnych roztokov bola pripravena podl'a nasledujuceho vzorca:

V=mxp)p

V — objem riedidla v litroch
m — hmotnost” antimikrobialneho ¢inidla (v prasku) v gramoch
p — ucinnost’ antimikrobidlneho ¢inidla v mg/1

p — koncentrécia zasobného roztoku v mg/1

Zasobné roztoky antimikrobialnych ¢inidiel boli riedené nasledujiicimi rozptstadlami:
e Ampicilin — fosfatovy pufr 0,1 mol/l, pH 6,0
e Erytromycin — etanol (objemovy zlomok 95%)
e Ciprofloxacin — voda
e Levofloxacin — polovica objemu vody, min. objem 1 mol/l NaOH pre rozpustenie;

potom doplnit’ do celkového objemu vodou)

Pracovny roztok sa pripravil zo zasobného roztoku o koncentracii 64 mg/l. K riedeniu je
pouzity bujon v pomere 1:3 (zdsobny roztok : bujon). Vyslednd koncentracia pracovného

roztoku podl'a daného riedenia je 16 mg/l.

3.5.4 Testované sulfonamidy a ich priprava

Testovanych bolo 16 derivatov morpholinomethylfenylbenzénsulfonamidov. Koncentrovana
latka sa riedila DMSO na zasobny roztok o koncentréacii 10240 mg/l, ten sa nésledne riedil na
vychodiskovil koncentraciu 1024 mg/l. Koncentra¢ny rozsah testovanych latok bol 0,5 — 1024

mg/l.
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DMSO bol pouzity pre zistenie inhibi¢nych schopnosti a citlivosti vybranych
mikroorganizmov. Koncentrovany DMSO sa riedil v pomere 1:1 sbujonom na vysledny

objem 2 ml o koncentracii 50%. Koncentra¢ny rozsah pre testovanie ¢inil 1 — 50%.

e DMSO: vyrobca PENTA INVESTMENTS LIMITED; ¢&islo Sarze 2001270115

3.5.5 Priprava mikrotitra¢nych dosticiek

Pouzité boli 96 jamkové mikrotitratné dosticky. Rozsah koncentracii 0,5 az 1024 mg/l
u testovanych sulfonamidov znamenal vyuZitie vietkych dvanastich stipcov. Jedna dosticka
stacila k otestovaniu dvoch mikroorganizmov s tym, Ze sa jeden kmen testoval pre kontrolu
trikrat (pipetované tri riadky). Vysledkom sa pouzilo Sest’ riadkov z 6smych, v poslednych
dvoch zostal priestor pre pozitivhu a negativnu kontrolu. Antibiotikd sa testovali v rozsahu
0,125 — 16 mg/l, ¢o znamenalo pouzitie 6smych stipcov dosticky. Do vietkych jamiek
dosti¢ky (okrem prvého stipca a dvoch nevyuzivanych riadkov) bolo napipetovanych 100 pl
bujonu. Nasledne sa napipetovalo 100 pl antibiotika o najvacSej koncentracii (16 mg/l, resp.
1024 mg/I u sulfénamidov) do prvého stipca. Do druhého stipca sa napipetovalo taktiez 100
ul antibiotika, resp. sulfonamidu o najvac¢sej koncentracii, a d’alej sa postupovalo pipetovanim
pre dvojkové riedenie, ¢im bola dosiahnutd exponencialne klesajuca koncentracia roztokov.
V poslednom kroku sa do kazdej pouzivanej jamky napipetovalo 5 pl mikrobidlnej suspenzie
o koncentracii 1 x 10° CFU/ml.  Pozitivna kontrola bola vytvorena pipetovanim 100 pl
bujonu a 5 pl suspenzie. Ak nedoslo ku chybe, v pozitivnej kontrole mal byt vzdy vidite'ny
narast kolonii. Negativna kontrola bola tvorena len 100 ul bujonom, sluzila pre overenie
nepritomnosti kolonii a 'ahSie vizudlne porovnavanie pozitivnych a negativnych jamiek.

Dosticky boli inkubované pri teplote 37 °C po dobu 24, resp. 48 hodin.
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Obr. 43: schéma dvojkového riedenia na mikrotitracnej dosticke
(dostupné z: https://bitesizebio.com/28817/three-steps-setting-drug-screening-assay/ - upravengé)
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- Cerveny stlpec — najvyssia koncentracia (100 ul antibiotika/sulfonamidu)
- zeleny stlpec — druhd najvyssia koncentracia (100 ul antibiotika/sulfénamidu + 100 ul bujonu)
- Zlté stlpce — dvojkové riedenie

3.6 Vysledky testovania minimalnej inhibi¢nej koncentracie

Zakladnym bodom testovania citlivosti chemickych latok je stanovenie hodnoty minimalnej
inhibi¢nej koncentracie. Hodnota MIC vyjadruje koncentraciu latky, pri ktorej nebola
zaznamenana pritomnost’ bakteridlneho rastu. Podl'a hodnoty MIC sa da usudzovat G¢innost,
pripadne netcinnost’ testovaného derivatu. Podl'a normovanych hodnot MIC pre referencné

kmene sa zaroven da prispdsobit’ koncentracny rozsah, v ktorom budu latky testovat’.

Cielom testovania bolo zistenie minimalnych inhibiénych koncentracii pre Sestnast
testovanych latok zo skupiny morpholinomethylfenylbenzénsulfonamidov. Kmene boli
testované aj klasickymi antibiotikami pre porovnanie uc¢innosti novych derivatov. Vysledkom
bolo overenie schopnosti sulfonamidovych derivatov bakteriostaticky alebo baktericidne

potlacat’ rast mikroorganizmov a posudit’ moznost’ pouzitia v medicinskej lie€be infekcii.

81


https://bitesizebio.com/28817/three-steps-setting-drug-screening-assay/

3.6.1 Kontrola kvality mikrodilu¢nej metédy

Citlivost’ bakteridlnych kmenov sa prvotne testovala na zndmych antibiotikdch. Odc¢itané
hodnoty MIC sa porovnavali s tabulkovymi hodnotami uvedené v norme CSN EN ISO
20776-1.

Hodnoty zodpovedaji norme u viacSiny vysledkov, odlisné vysledky boli od¢itané
u ciprofloxacinu — pri kmenoch E. coli aP. aeruginosa. Pri levofloxacine boli od¢itané
hodnoty mimo normu u vsetkych kmenov. DMSO inhibovali rast pri koncentracii 50% u S.

aureus a 12,5% u ostatnych kmenov.
Vysledky testovania st uvedené v tabulkach 4, 5 a 6.

Tab. 4: Minimalna inhibi¢na koncentrécia antibiotik na vybrané druhy baktérii

Ampicilin Erytromycin Ciprofloxacin Levofloxacin
S. aureus 4(0,5-2) 0,25 (0,25-1)  0,125(0,12-0,5)  c.k. (0,06-0,5)
E. faecalis 0,5 (0,5-2) 1(1-4) 0,5(0,25-2) 0,125 (0,25-2)
E. coli 2 (2-8) c.k. (c.k.) 0,25 (0,004-0,015) c.k. (0,008-0,06)
P. aeruginosa | c.k.(c.k.) c.k. (c.k.) c.k. (0,25-1) c.k. (0,5-4)

e  Hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie v mg/1

Hodnoty v zatvorkach vyjadruju hodnoty MIC dané normou
c.k.: citlivy kmen (nepritomny narast kolonii)

Tab. 5: Citlivost na DMSO (hodnoty v percentach roztoku DMSO)

S. aureus |E. faecalis |P. aeruginosa |E. coli K. pneumoniae |P. mirabilis
50 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5

Tab. 6: Testovanie kvasiniek

C. albicans
Amfotericin B 0,5
DMSO (%) 12,5

e Amfotericin B: mg/l
e  DMSO: hodnoty v percentach roztoku DMSO

3.6.2 Testovanie gram pozitivnych baktérii

Medzi gram pozitivnymi baktériami boli testované S. aureus, E. faecalis a B. cereus.

MIC pre S. aureus bola uvicSiny derivatov vacsia nez 1024 mg/l, ¢o znac¢i odolnost
stafylokoka voci testovanym latkam. VysSiu ucinnost’ vykazovali derivaty VII. a VIII., kde

bola MIC 1024 mg/1, no po 48 hodinach taktiez zodpovedala hodnotam va¢sim nez testovany
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koncentraény rozsah. MIC pre derivat XV. cinila 1024 mg/l uz po 24 hodinach
a najucinnejsSou latkou bol derivat XIII. s minimalnou inhibi¢nou koncentraciou 512 mg/1.
Utinnost’ derivatov pri E. faecalis sa prejavovala via¢Sou diverzitou nez u stafylokoka. Latky
VII. az XVI. boli s hodnotami MIC 1024 mg/I alebo >1024 mg/l menej G€innymi nez derivaty
VIL, IX., X. a XI., u ktorych bola zistend minimalna inhibi¢na koncentracia 256 mg/l. Derivat
XI. taktiez zodpovedal rovnakym hodnotam, no po 48 hodinach bola od¢itana MIC 512 mg/I.
U zvys$nych latok boli zistené koncentracie 1024 mg/1 alebo viac nez 1024 mg/1.

U B. cereus bol najucinnejSou zluceninou derivat XIII., u ktorého bola od¢itana hodnota MIC
128 mg/l. Nasledoval derivat XV. s 256 mg/l a u zvySnych latok boli hodnoty MIC 512, resp.
1024 mg/l. Pri ziadnej z latok neboli zistené hodnoty vyssie nez 1024 mg/1.

Podl'a vysledkov sa da usudzovat, ze ztestovanych gram pozitivnych mikroorganizmov
vykazoval najvyssiu citlivost’ pre derivaty sulfénamidov prave B. cereus, u ktorého nebolo
zaznamenané prekrocCenie rozmedzia testovanych koncentracii. Vysledky testovania su

uvedené v tabulke 7.

3.6.3 Testovanie gram negativnych baktérii

Z gram negativnych baktérii bolo testovanie citlivosti vykonané pre P. aeruginosa, E. coli, K.
pneumoniae a P. mirabilis.

Derivaty u P. aeruginosa vykazovali nizku G¢innost’ a hodnoty MIC pre vécsinu latok bola
1024 mg/l. Najmenej u¢innou zluceninou bol derivat XV., kde MIC >1024 mg/l znacila
rezistentnost’ P. aeruginosa v testovanom koncentracnom rozmedzi. Podobné vysledky boli
odc¢itané aj pri baktéridch K. pneumoniae a P. mirabilis, no pri viacerych derivatoch boli
hodnoty MIC vécsie nez 1024 mg/1 (niekedy az po 48 hodinach) a latky boli voci klebsielle
aproteu menej UCinné. Najvacsiu citlivost ztestovanych gram negativnych baktérii
preukédzala E. coli, kde u derivaitov VI. a VII. boli hodnoty minimalnej inhibi¢nej
koncentracie na trovni 256 mg/l (so zvySenim na 512 mg/l po 48 hodinach). Derivaty

s najmensou ucinnostou voci E. coli boli XI., XII., XIII. a XV.

Z vysledkov vyplyva, ze G¢innost’ derivatov je nizSia pri gram negativnych baktéridch nez
u gram pozitivnych zéastupcoch. V priemere najvyssia citlivost’ k testovanym latkam bola
zistend u E. faecalis, v absolutnych <¢islach boli derivaty najiinnejSie u B. cereus
s najmenSou nameranou MIC 128 mg/l. Naproti tomu E. faecalis vykazoval v testovanom
koncentratnom rozmedzi rezistenciu u troch derivatov, B. cereus bol na vSetky zluceniny
citlivy.
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Zo zistenych hodndt vyplyva, ze G€innost’ testovanych derivatov sulfonamidov je nizSia nez
u klasickych antibiotik.

Vysledky testovania st uvedené v tabul’ke 8.

3.6.4 Testovanie kvasiniek

K testovaniu boli pouZité kmene C. albicans a C. tropicalis.

Najnizsia odc¢itana hodnota MIC u C. albicans bola 256 mg/l, najvyssia 1024 mg/l. Vyssia
ucinnost’ bola zistena u C. tropicalis s najnizSou hodnotou minimalnej inhibi¢nej koncentracie
na urovni 32 mg/l u zliceniny XVI. Naproti tomu vicSina derivatov vykazovala MIC 1024
mg/l.

Taktiez ako u testovanych baktérii, aj u zastupcoch kvasiniek boli derivaty menej uc¢inné nez
klasické antibiotika.

Vysledky testovania si uvedené v tabul'ke 9.

3.6.5 Testovanie bakteriostatického a baktericidneho Géinku

Bakteriostaticky resp. baktericidny ucinok derivatov bol testovany vyockovanim inokula
z jamiek mikrotitraénych dostic¢iek na pevné médium. Ockovalo sa z jamiek prisluchajticich
hodnotam MIC. Na Petriho miskéach sa sledoval narast kolonii, ktory znacil bakteriostaticky

ucinok latky. Ak narast nebol pozorovany, latka mala baktericidne vlastnosti.

e S aureus: pri vacSine latok bol narast pritomny vSade a nebolo nutné vyockovanie na
pevné médium. Tieto vzorky posobili bakteriostaticky. Pri MSA XIII. (MIC 512 mg/I)
a MSA XV. (MIC 1024 mg/l) bolo vykonané vyockovanie a derivaty sa prejavili ako
bakteriostatické (viditelny masivny narast kolonii).

o E. faecalis: ukazdého testovaného derivatu doslo nasledne k vyockovaniu na pevné
médium; vo vSetkych pripadoch bol uc¢inok latok bakteriostaticky (s prevazne
masivnym narastom).

e B. cereus: derivaty MSA 1I1., V., X., XI. a XV. posobili baktericidne, ked’Zze na Petriho
miskach po vyockovani nebol viditeI'ny nérast kolonii. U derivatov II1., IV.,VI. a XVL.
bol pritomny narast, no len v malej miere, viditeIné ojedinelé kolonie. U zvySnych

latok bol narast masivny.
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P. aeruginosa: vsetky testované zluceniny mali bakteriostaticky u¢inok so zvycajne
masivnym narastom, pri MSA VI. a XIII. bol narast slabsi a u MSA XV. boli pritomné
ojedinelé kolonie.

E. coli: vSetky testované derivaty prejavili bakteriostaticky uc¢inok s masivnym
narastom kolonii na pevnom médiu, u MSA IX. bol narast slabsi.

K. pneumoniae: vsetky testované latky boli bakteriostatické a vyoCkovanie nebolo
potrebné, pripadne ak nebola MIC hranicna k vyockovaniu doSlo, no narast bol
pritomny (v masivnej miere) a potvrdil bakteriostaticky t¢inok.

P. mirabilis: bakteriostaticky uc¢inok vSetkych derivatov, pritomny masivny narast.

C. albicans aC. tropicalis: ukvasinieck testovanie  bakteriostatického

resp. baktericidneho tc¢inku nebolo vykonané.

Tab. 7: Hodnoty testovania pre gram pozitivne baktérie

G+ S. aureus E. faecalis B. cereus

l. >1024 512 512
Il. >1024 256 (512; 48h) 1024
1l >1024 512 1024
Iv. >1024 512 1024
V. >1024 512 1024
VI. >1024 256 (512, 48h) 1024
VII. 1024 (>1024, 48h) 256 512
ViIL. 1024 (>1024, 48h) 512| 512 (1024, 48h)
IX. >1024 256| 512 (1024, 48h)
X. >1024 256 1024
XI. >1024 256 512
XIl. >1024 >1024 512
XIll. 512 >1024 128
XIvV. >1024 1024 512
XV. 1024 1024 256
XVI. >1024 >1024 1024

Rimskymi ¢islicami znacené sulfonamidy
Hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie v mg/I
Hodnoty v zatvorkach vyjadruju MIC po 48 hodinach kultivacie
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Tab. 8: Hodnoty testovania pre gram negativne baktérie

G- P. aeruginosa |E. coli K. pneumoniae  |P. mirabilis

l. 1024 512 1024 1024
1. 1024| 512 (>1024; 48h) >1024| 1024 (>1024, 48h)
1. 1024 512 >1024 1024
Iv. 1024| 512 (1024; 48h)|1024 (>1024, 48h)| 1024 (>1024, 48h)
V. 1024| 512 (1024; 48h) >1024 1024
VL. 1024 256 (512, 48h) >1024| 1024 (>1024, 48h)
VIL. 1024 256 (512, 48h) 1024 1024
VIIIL. 1024 512 >1024| 1024 (>1024, 48h)
IX. 1024 512 >1024| 1024 (>1024, 48h)
X. 1024 512(1024 (>1024, 48h)| 1024 (>1024, 48h)
Xl. 1024 >1024{1024 (>1024, 48h)| 1024 (>1024, 48h)
Xll. 1024 >1024 1024| 1024 (>1024, 48h)
XIl. 1024 >1024 1024 1024
XIv. 1024 1024 1024( 1024 (>1024, 48h)
XV. >1024 >1024 1024 1024
XVI. 1024 512 1024( 1024 (>1024, 48h)

e  Rimskymi ¢islicami znac¢ené sulfonamidy
e Hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie v mg/l
e  Hodnoty v zatvorkach vyjadruji MIC po 48 hodinach kultivacie

Tab. 9: Hodnoty testovania pre kvasinky

Kvasinky C. albicans C. tropicalis

. 512 1024
Il 512 1024
. 512 1024
Iv. 256 1024
V. 256 1024
VI. 256 1024
VII. 256 1024
VIII. 256 (512; 48h) 1024
IX. 256 (512; 48h) 1024
X. 256 (512; 48h) 1024
XI. 256 (512; 48h) 1024
XIl. 1024 256
XIIl. 1024 512
XIv. 1024 512
XV. 1024 512
XVI. 1024 32

e Rimskymi ¢islicami znac¢ené sulfonamidy
e Hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie v mg/1
e  Hodnoty v zatvorkach vyjadrujit MIC po 48 hodinach kultivacie
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4. ZAVER

Cielom prace bolo testovanie citlivosti vybranych bakteridlnych kmenov a zastupcov
eukaryotickych ~ mikroorganizmov =~ Candida  k morpholinomethylfenyl  derivatom
benzénsulfonamidov. Latky st odvodené od benzénsulfénamidov, ktoré sa vyzivaja
v klinickej liecbe, ¢o zvysilo oCakévania k G¢innosti derivatov vo¢i testovanym
mikroorganizmom. U¢innost’ latok, resp. citlivost kmenov bola testovana mikrodiluénou
metddou a bakteriostaticky, pripadne baktericidny ucinok bol preukazany vyockovanim na

pevné médium.

Z vysledkov vyplyva, ze voci stafylokokom st u¢inné len dva derivaty (MSA XIII. a MSA
XV.), zatial' ¢o ostatné derivaty S. aurea neinhibovali. Pri E. faecalis preukézali testované
latky vySSiu G€innost’ a inhibi¢nad schopnost’ sa neprejavila len pri troch zluceninach (MSA
XII., MSA XIII. a MSA XVI.). U B. cereus preukazali vSetky derivaty inhibi¢né vlastnosti s
pomerne dobrou uc¢innostou (MIC 256 mg/l pri MSA XV.).

U gram negativnej P. aeruginosa sa uplatnila vac¢Sina derivatov az na MSA XV., kde bola
MIC >1024 mg/l. Zvysné latky vykazovali pomerne nizku ucinnost’ s hodnotami MIC 1024
mg/l. V pripade K. pneumoniae a P. mirabilis bola priblizne polovica testovanych latok
neucinna azvysné zluceniny vykazovali len slabu efektivitu s MIC 1024 mg/l. LepSie
vysledky boli od¢itané pri E. coli, kde sa neuplatnili derivaty MSA XI., MSA XII., MSA XIII.
a MSA XV., no derivaty MSA XI. a MSA XII. mali u gram negativnych baktérii s MIC 256

mg/l najlepsiu Gcinnost’.

Inhibi¢né schopnost’ zluc€enin pri kvasinkach bola lepSia nez u gram negativnych baktériach.
Pri testovani C. albicans bola viac nez polovica derivatov ucinnd s MIC 256 mg/l. C.
tropicalis vykazala miernu citlivost’ taktiez u vacsiny derivatov (MIC 1024 mg/l), no u MSA

XVI. s minimélnou inhibi¢nou koncentraciou 32 mg/I bol vysledok lepsi.

Z odcitanych hodndt sa da usudzovat, Ze testované derivaty sulfénamidov maji potencial
skor u gram pozitivnych baktérii a kvasiniek, nez pri gram negativnych kmenoch, o moze
zodpovedat’ napr. inej fyziologii alebo zlozZeniu bunkovej steny mikroorganizmov. Zaverom
sa da povedat’, ze derivaty mali urcity u¢inok voci vSetkym testovanym kmeniom, no oproti
bezne pouzivanym antibiotikdm bol nizsi a potencial testovanych latok uplatnit’ sa ako lieciva

sa javi byt obmedzeny.
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