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1 UVOD






Tuberkuldza

Tuberkul6za je celosvétové rozsifena choroba, ktera je pfi¢inou umrti piiblizné 3
miliont lidi ro¢né. Svétova zdravotnickd organizace vyhlasila v roce 1993 tuberkulézu za
nemoc ohrozujici zdravi lidi po celém svéts.t Ackoliv je puvodce tuberkulozy znam a
k dispozici je jak ochranné ocCkovani, tak ucinna lécba, zachovala si tuberkuldéza do
soucasnosti vS§echny znaky nebezpecné a obcas 1 obtizné 1é¢itelné nemoci.

Piivodce nemoci objevil v roce 1882 némecky Iékai Robert Koch.? Zjistil, Ze nemoc
zpusobuji bakterie rodu Mycobacterium. U savcu zplisobuji tuberkulozu Ctyti ptibuzné druhy
mykobakterii: Mycobacterium tuberculosis (ptivodce tuberkuldzy u ¢loveka), Mycobacterium
bovis (postihujici hovézi dobytek), Mycobacterium microti (ptivodce tuberkulozy hrabosi) a
Mycobacterium africanum. Koch zjistil, Ze mykobakteria jsou nepohyblivé rovné nebo slabé
zahnuté nesporulujici tycky, které pro svou silnou komplexni bunécnou sténu bohatou na
voskové lipidy, slozené z netypicky vétvenych kyselin, maji hydrofobni vlastnosti. Jejich
dilezitym znakem je acidorezistence zplsobend pravé lipidovym charakterem bunécné stény.
Ta zpiisobuje,ze se mykobakteria nebarvi béZnym Gramovym barvivem.

Jméno rodu, Mycobacterium (houbova bakterie), bylo ur¢eno podle toho, Ze rostou
na povrchu tekuté pady v povlaku podobnému plisni. Pro laboratorni diagnostiku se proto
vyuzivaji obohacené tekuté puady, zejména Lowenstein-Jensenova puda. Na béznych
kultivacnich pidach rostou mykobakteria velmi pomalu - 3 a vice tydnid. Z tohoto divodu
jsou obtiznym klinickym materialem. Tyto obligatorni patogeny dokazou piezit v mléce nebo
jinych latkdch organického pavodu. Laboratorni diagnostika je zalozena na prikazu
mykobakterii mikroskopickym a kultivaénim vySetfenim. VySetfovanym materidlem je
sputum, piipadné bronchoalveoldrni lavaz, bronchoskopicky vytér, laryngealni vytér nebo
odbér tkané. Mikroskopie se provadi po Zahl-Neelsenové barveni, kultivace pak probihéd na
jiz zminéné Lovenstein-Jensenove pide.

Vlastni onemocnéni je projevem imunitni odpovédi na pronikld mykobakteria.
Obrannd reakce destruuje tkan a patologické projevy jsou dané pozd€jSim pribéhem
onemocnéni, jeho primarni nebo postprimarni formou. Pfi primarni tuberkuldze se lozisko
nachazi v alveolarnich makrofazich, makrofagy roznasi krvi a lymfou mykobakteria do uzlin,
organli a tkani. Klony T-lymfocytid vytvofi granulom kolem loZiska infekce a ten je pak
nahrazen jizvou, pozdéji kalcifikujici. Imunitnimi mechanismy vSak nejsou znicena vSechna

mykobakteria, nékterd perzistuji, jsou vylucovana do sputa a mohou po reaktivaci vyvolat



postprimarni formu. Projevy mohou byt riizné, od meningitidy nebo pleuritidy po postiZzeni
ledvin, patete nebo jinych kosti a kloubii.

Postprimarni tuberkul6za se miize objevit po mésicich, letech nebo i desetiletich.
Reaktivace probiha vétSinou spontanné, Castéji se vSak objevuje pfi jiném onemocnéni nebo
jinych okolnostech vedoucich k poklesu imunity. K nejcastéjsi reaktivaci dochdzi u osob
starych, u pacientii po transplantaci a u osob HIV pozitivnich. Pfi této fazi jsou pfitomny
klasické ptiznaky tuberkuldzy, tj. horecka a kachektizace. Vznikajici 1éze, které postihuji
piredevsim bronchy a plice, nakonec zni¢i vétSinu tkané. V plicich tak vznika prostiedi
vhodné pro mnozeni mykobakterii a pacient s takto zni¢enou plicni tkani velice Spatné dycha.

Béznym terapeutickym zdkrokem u nemocnych tuberkul6zou byval lécebny
pneumotorax nebo chirurgické odstranéni piilehlé zaberni ¢asti hrudni stény - torakoplastika,
které se dnes jiZ neprovadi.

Tuberkuléza byla nemoci vSech spolecenskych vrstev, ptesto pravé ti nejchudsi byvali
postizeni nejvice. Vyskyt nemoci ovliviiovalo nékolik faktord. Vysoka cena 1é¢by, nedostatek
potravy a socidlni prostiedi. V pfelidnénych a vlhkych chudinskych koloniich se mezi
imunitné slabym obyvatelstvem tato nemoc rychle a snadno Sifila. V obdobi valek a s tim i
spojeného stradani a hladomoru se vyskyt tuberkulozy zvysoval. Casto byvaly také epidemie
tuberkulozy spojeny s vyskytem jinych smrtelnych nemoci, jakymi byla cholera, mor nebo
pravé nestovice. VSechny tyto nemoci byly nelécitelné a umiraly na né¢ tisice lidi.

Tuberkuldza se stala smrtelnou také pro nékolik ceskych osobnosti, naptiklad basnik
Jiti Wolker nebo K. H. Borovsky. Jest¢ znaméjsi jména spojena s touto nemoci jsou pak
Fryderik Chopain ¢i rakouska cisafovna Alzbéta, zvana Sisi.

Nejveétsi nartst tuberkulozy probéhl v 18. a 19. stoleti, v dobé migrace obyvatelstva
z venkova za praci do mést a dovozu levnych pracovnich sil ze zahrani¢i, coZ hodné vyskytu
tohoto onemocnéni napomohlo.

Tato nemoc byla dlouhou fadu let velkou neznamou. Po objeveni ptivodce doktorem
Kochem a po dal§im zavratném objevu, kterym bylo ocCkovani, se predpokladalo, ze toto
onemocnéni ze svéta zmizi. OCkovani proti tuberkuloze bylo zavedeno pro déti jako povinné,
v CR se ockuje vice nez 50 let. V soucasnosti je pouzivana bezpetna vakcina danského
pivodu z oslabeného kmene Mycobacterium bovis (BCG vakcina) S minimalnimi
postvakcina¢nimi ucinky. Toto ockovani chrani pfed onemocnénim 80 % déti a u dospélych
tuberkuloze oCkovan, muize ptesto pozde€ji tuberkul6zou onemocnét. Onemocnéni pak ale

probiha mirnéjsi formou a pii spravné 1écbé neohroZuje pacienta na zivoté. Diky pravidelné



vakcinaci tuberkuléza z vyspélych zemi téméf vymizela, v soucasné dobé se vSak do nich
vraci. V chudych rozvojovych zemich je i dnes toto onemocnéni stale velkym problémem
s pomérné velkym poctem nemocnych.

K infekci dochéazi vétSinou cestou respiracni, ale nakaza mulze probéhnout i
alimentarné. Zdrojem nadkazy byva nemocny Cloveék i zvife a takového jedince je nutné
izolovat a lécit. Ne kazdy po kontaktu s nemocnym sam onemocni, ale mize se stat nosicem
bez zndmek onemocnéni. Staci ovSem oslabeni obranyschopnosti organismu a nemoc muze
propuknout.

V poslednich letech jsou hranice stati oteviené a do naSi zemé pfichdzi mnoho
pfist¢hovalci, vétSinou z byvalého Sovétského svazu nebo zemi tfetiho svéta. Bohuzel
vlivem této migrace se tuberkuléza zacina opét rozsifovat. Velkym problémem zistava
Spatnd lécitelnost pro stile véEtsi rezistenci mykobakteridlnich kmenii na dosavadni
antibiotickou 1é¢bu. Navic je velmi tézké pacienty ztad uprchlikii sledovat a nésledné
izolovat a dostate¢né ucinn¢ 1é¢it. VétSinou je nutné, aby pacient podstoupil narocnou a
dlouhou 1écbu v plicnim sanatoriu. Nejucinnéjsim lécebnym rezimem je Sestiméesicni pfimo
kontrolovana 1é¢ba. Béhem ni se po dobu 2 mésici podavaji kombinace antituberkulotik :
izoniazid, rifampicin, pyrazinamid a etambutol, v nasledujici fazi pak kombinace izoniazid a
rifampicin. Ani tato 1é¢ba na nékteré kmeny vibec nezabira. Zejména v poslednich letech,
kdy se zacaly objevovat piipady infekci zptisobenych potencidlné patogennimi kmeny, jako
je Mycobacterium kansasii nebo Mycobacterium avium , Mycobacterium intracellulare. Tyto
bakterie zpiisobuji tuberkuldzni onemocnéni zejména u nemocnych AIDS.

V roce 2002 byl celkovy pocet ptipadi tuberkulozy plic pod 12 onemocnéni na
100 000 obyvatel a pocet definitivnich tuberkuldézy plic pod 7 onemocnéni na 100 000
obyvatel *.

V roce 2003 bylo v Ceské republice zjisténo 1162 novych piipadii tuberkulézy, z
nichz bylo 942 ptipadi plicni ‘[uberkul()zy.4 U dvou nemocnych byly zji§tény multirezistentni
kmeny. Vyskyt rezistentnich kment byl vyznamné cast&jsi u cizincd — 25 %
nemocnych s plicni tuberkulézou vyluCovalo mykobakteria rezistentni alespont na jedno
antituberkulotikum. Nejvyrazné&jsi byla rezistence na izoniazid. Rezistence M. tuberculosis
na antituberkulotika byla ast&jsi u diive 1é€enych plicnich tuberkuléz.’

Multirezistentni tuberkuléza (MDR TB) je definovana jako onemocnéni vyvolané
kmenem Mycobacterium tuberculosis rezistentnim minimalné na kombinaci antituberkulotik
izoniazid a rifampicin. Jedna se o pfipady specifického onemocnéni, kde selhava kauzalni

antituberkulézni terapie, coz s sebou pfinaSi riziko Sifeni plivodce nakazy v populaci.



NejcastéjSim typem multirezistence v letech 1999-2001 byla soucasna rezistence na 4 ze
zékladnich antituberkulotik (izoniazid, rifampicin, etambutol a streptomycin), ktera byla
potvrzena u 48,2 % MDR kment. Jako nejnadéjnéjsi uc¢inné farmakopreparaty byly oznaceny
isepamicin (Isepacin), clofazimin (Lampren), capreomycin (Capastat) a amikacin (Amikin,
Amikozit, Miacin).®

V roce 2005 bylo hldseno do Registru tuberkulozy celkem 1007 novych tuberkuléz
vsech forem a lokalizaci. Z nich bylo 838 tuberkulozy plic, definitivnich piipada tuberkulozy
plic 586 a mikroskopicky pozitivnich 326 ptipadi. Celkovy pocet ptipadu tuberkulézy vsech
forem a lokalizaci poprvé v Ceské republice poklesl pod 10/100 000 obyvatel. Ceska
republika patii zatim do skupiny evropskych zemi s pfiznivou situaci a jeji U€innou

kontrolou.’



2 CiL PRACE



Cilem prace bylo pfipravit fadu halogenovanych alkylsalicylanilidi s linedrnim
fetézcem alkylu vazanym v poloze 4" a fadu od nich odvozenych 3-(4 -alkylfenyl)-2H-1,3-
-benzoxazin-2,4(3H)-dionti, s piedpokladanym mechanismem Géinku odlisnym od
pouzivanych 1éCiv. Jedna se o inhibitory dvoukomponentového regulacniho systému bakterii.
Tyto nové latky by mohly byt pouzity jako potencialni antituberkuloticka 1é¢iva. Snahou bylo
do molekuly zavést takové substituenty, které by ucinnost vzniklé latky pfiblizily G€innosti
nejpouzivanéjsi latky — izoniazidu. Syntetizovanym latkdm byly zjiStény fyzikalné-chemické
vlastnosti, potvrzena struktura a byly zaslany k hodnoceni antimykobakteridlni aktivity.

Studie je jednou z mozaiek, které vedou k zakonceni vyzkumu salicylanilidd a jim

odpovidajicich 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont.
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3.1 Mechanismy ucinku antituberkulotik

Léciva, ktera se dnes pouzivaji k 1écbé tuberkulozy piredstavuji riznorodou skupinu
l1é¢iv s rozdilnymi mechanismy ucinku. Prav€é pro nestejnorodé mechanismy ptisobeni,
velkou toxicitu a Casto se vyvijejici rezistenci, je ve svété snaha o vyvoj novych u¢innych
latek s odliSnym mechanismem zasahujicim bakteridlni bunku. Zda se, ze novym moznym

mechanismem by mohla byt inhibice transduk¢niho regulaéniho bakterialniho systému.

Pti vyvoji dosavadnich 1éCiv se vychazelo z obmény struktury latek, které jiz byly
pouzivany pii 1é¢bé bakteridlnich infekci. Takto byly naptiklad objeveny slouceniny jako je
PAS, streptomycin, izoniazid, pyrazinamid, cykloserin, ethionamid, prothionamid, etambutol
¢i rifampicin. VétSina z téchto latek byla ptipravena az po druhé svétové valce. Pro svij efekt

na inhibici mykobakterii byly tyto latky WHO vytazeny jen pro pouziti k 1é¢be tuberkuldzy.

Jako prvni ptfipravky proti tuberkul6ze vznikla dvé nova 1éciva, PAS a streptomycin.
PAS je strukturni analog kyseliny para-aminobenzoové, v soucasnosti se jiz k 1é¢b¢
tuberkulézy nepouziva.?

H,N COOH

PAS OH

Streptomycin je aminoglykosidové antibiotikum, jehoz mechanismus pisobeni
spociva v inhibici syntézy proteini vazbou na podjednotku 30S. Z klinického hlediska jde o
antituberkulotikum 1.fady pro lé¢bu tuberkulozy. VedlejsSim ti¢inkem mohou byt dermatitidy

a postiZzeni sluchového nervu.
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Po roce 1952 byl jiz farmaceuticky vyzkum sméfovan k hledani novych
antituberkulotik. V této dobé bylo objeveno a zavedeno do praxe mnoho uc¢innych latek

pouzivanych dodnes.

Izoniazid, hydrazid kyseliny isonikotinové pusobi selektivné baktericidné na
extra- a intracelularni aktivné rostouci Mycobacterium tuberculosis, u neaktivnich forem
bakteriostaticky. Vyslednym efektem je inhibice syntézy mykolovych kyselin. Je vyrazné
hepatotoxicky a neurotoxicky. Klinicky se pouziva k 1écbé vSech jak plicnich, tak

mimoplicnich forem tuberkulézy.

N
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izoniazid pyrazinamid

Pyrazinamid ma od izoniazidu vyrazné vys$i toxicitu. Pfi pouzivani je popisovan i
vyskyt dny, porfyrii, horecky, koznich reakci a jinych nezadoucich ucinkt. Pouziva se jen u
akutni tuberkuldzy, selhala-li jiz ptedchozi lécba. Mechanismus u¢inku je podobny

izoniazidu. S izoniazidem vS$ak nem4 zk¥iZenou rezistenci.

Cykloserin je Sirokospektré antibiotikum, jehoz mechanismus spoc¢iva v inhibici
syntézy bun&cné stény, plisobi jako analog D-alaninu. Je vyrazné neurotoxicky. PouZiva se

jen u kment s prokazanou citlivosti k cykloserinu, selhala-li primarni 1é¢ba.



Rifampicin, polosyntetické tzkospektré antibiotikum inhibuje syntézu bakterialni

RNA blokadou RNA-polymerazy. Rychle se vyviji rezistence.

Ethambutol inhibuje syntézu metaboliti mykobakterii, poSkozuje mykobakterialni
metabolismus. Ma vyrazné nezadouci ucinky. PouZziva se zejména v kombinaci s izoniazidem

a streptomycinem.

Ziady chinolonovych preparati se pouzivaji ciprofloxacin a levofloxacin.
Mechanismus U¢inku spociva v inhibici bakteridlni DNA-gyrazy. Tyto latky ale nejsou

povazovany za antituberkulotika, pouzivaji se predevsim k 1é¢b¢ systémovych onemocnéni.

H\N/\ Y CH,
K/N | H3C\N/\\ O/\(
N N
| [ |
F COOH

ciprofloxacin levofloxacin

V poslednich letech, kdy pribyva vyskyt onemocnéni zpisobenych multirezistentnimi
kmeny mykobakterii, béznd 1écba jiz nestaci. Vzrista tedy zajem o takova 1éCiva, kterd maji

jiny mechanismus puisobeni, nez 1é¢iva dosavadni.
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3.2 Inhibice dvoukomponentového systému — novy mechanismus

ucinku antibakterialnich latek

V nemocni¢nich zafizenich se bé¢hém poslednich let vyrazné¢ zvysSil nartst
rezistentnich kmenid enterokokéi a nékterych kmend Stafylococcus aureus °, (hlavné
methicilin-rezistentnich zlatych stafylokokd (MRSA) a vankomycin-rezistentnich enterokoki
(VREF)). Tento stav vyvolalo nadmérné uzivani obou léCiv. Pacienti byli Casto zbytecné
davkovani silnymi a Sirokospektrymi antibiotiky, zejména vankomycinem, ktery tvoiil zaklad
efektivni Sirokospektré terapie. Zvysujici se vyskyt multirezistentnich kment G+ bakterii dal
podnét ke studii bakteridlniho regulacniho systému. Snahou bylo zjistit, jakym zplisobem si
bakterie vytvareji rezistenci proti 1é¢iviim a jak tomu nasledné zabranit.

V bakteridlnich buiikach byl identifikovan dvoukomponentovy regulacéni systém
(TCS) 910 ktery bakterie pouzivaji k viniméni zmén v okoli. Obsahuje informaci pro podporu
homeostazy bakteridlni bunky, podili se na odpovédi na stimuly z vnéjsiho i1 vnitiniho
prostiedi a expresi virulen¢nich determinant. Pravé tento systém je zodpovédny napftiklad
za multirezistenci enterokokll vic¢i vankomycinu. V jednoduchych podminkach se TCS
sklada z citlivych proteint, histidin-proteinkindzy a DNA véazajiciho proteinu, ktery tvoii
regulator odpovédi. Aktivace nebo represe genové transkripce je dosazeno prostfednictvim
prenosu fosfaitu z ATP na zbytek asparagové kyseliny na reguldtoru odpovédi pres
vysokoergni fosfohistidinovy intermediat piibuzné kindzy. Proteiny v systému se lisi
sekvenci aminokyselin, zejména v oblasti kodujici autofosforylacni a fosfotransferovou
funkei.

Pres 100 takovychto transduk¢nich systémut bylo identifikovano u tak dilezitych
nosokomialnich patogent jako je naptiklad S. aureus, E. faecium, E. coli a Pseudomonas
aeruginosa. Jednoduché inhibitory TCS mohou interagovat s vice TCS systémy bakterii, tim
se snizuje potencialni chromosomalni rezistence. Takovéto inhibitory, kontrolujici expresi
specifickych virulenénich faktorti, by mohly byt pouzity jako doplikova terapie v kombinaci
S tradi¢nimi antibakteridlnimi 1é¢ivy.

Dvoukomponentovy transdukéni regulacni systém (TCS) je pfirozeny pro bakterialni
bunky v ristu a hraje klicovou roli v regulaci replikace DNA a buné¢ného cyklu. Podobné
proteiny byly identifikovany také u kvasinek a hub, u vyssich eukaryotti vSak ne. Proto se stal
tento systém ter¢em chemoterapeutickych zasaht. Pfi studii byl pouzit jako model TSC

systtm KinA/SpoOF z Bacilus subtilis a jako inhibitory byly zkouSeny chlorované

11



salicylanilidy. Testované slou¢eniny byly inkubovany s histidin-proteinkinasou (KinA) a
regulatorem odpovédi (SpoOF) za ptfitomnosti ATP v TRIS pufru. Fosforylované produkty
byly separovany elektroforézou, kvantifikovany a intenzita KinA pasii byla pfevedena na
procenta inhibice jako inhibi¢ni koncentrace.

Cilem inhibitori dvoukomponentového regulacniho systému je =zasah do
energetického metabolismu bakterialni buiiky - ovlivnéni oxidativni fosforylace. V roce 1998
bylo zjisténo, ze inhibitory tohoto dvoukomponentového systému jsou salicylanilidy, které
jsou znamé tim, Ze ovliviuji oxidativni fosforylaci vybitim ,,proton-hnaci sily“ potfebné K
syntéze ATP. Salicylanilidové inhibitory byly pfi studii 0¢inné proti gram-pozitivnim
bakteriim, dobfe ptisobily i proti MRSA i1 VREF. Jelikoz se TCS nachazi ve vSech
bakteridlnich buikach, je mozné predpokladat, ze by mohly salicylanilidy t¢inkovat i proti
mykobakteriim, 1 kdyZz permeabilita vnéj$i membrany gram-negativnich bakterii
ptedstavovala u nekterych sloucenin problém. Pfi testovani latek proti modelovému systému
KinA/SpoOF bylo zjisténo, ze Gc¢innost salicylanilidi je zavisla na elektronakceptorovych
vlastnostech substituentu na salicyloylovém kruhu a na hydrofobicité anilinové Ccasti.
Hydrofobni substituenty Uc¢innost inhibitord zvySuji, ale hydrofobicita neni urcujicim
faktorem inhibi¢ni aktivity.g‘lo

Na zakladé podobnosti se tedy QSAR studie sousttedila na jiz definované molekuly,
které by mohly mit inhibi¢ni efekt na TCS bakterii. Podobné ucinky jako salicylanilidy maji
také 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony.™ Aktivitou se podobaji odpovidajicim
salicylanilidim a také vztahy mezi strukturou a aktivitou jsou u obou skupin podobné.12

Na zékladé uvedenych zavérGi o mechanismech inhibice dvoukomponentového
regulacniho systému bakterii byl vytyCen cil prace, ktery je mozaikou v celkovych

vyzkumnych studiich katedry anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty UK.
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4 METODICKA CAST
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4.1 Moznosti pripravy 4 -alkylsalicylanilidu

Salicylanilidy ziskdme reakci substituované kyseliny salicylové s ptisluSnym

substituovanym anilinem v prostiedi chlorbenzenu za piitomnosti chloridu fosforitého: *2

0 O e

Ry

(schéma 1)
Stejna reakce muze probihat v prostiedi pyridinu.

Jinou moznosti pfipravy je taveni fenylesteru kyseliny salicylové pfislusnym
anilinem pii 150-180 °C. Tato reakce nevyzaduje pfitomnost rozpoustédla ani chloridu
fosforit¢ho. Je podminéna pouze esterifikaci kyseliny. Pfi reakci se uvoliluje fenol, ktery je

nutné vymyvat vodou.”
OH
OH
R COOH POCI3 @
OH NH, OH
150 -180°C R
o + —_— NH
R> R4 C/
R1 O Il
@]

(schéma 2)

V nasi laboratofi se pouziva prvni zpiisob piipravy. Je totiz osvédceny a s dobrou vytéZnosti.
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4.2 Moznosti pripravy 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-
-2,4(3H)-dionu

Pii pfipravé je mozné vychazet ze syntetizovanych salicylanilidd nebo pifimo
Z kyseliny salicylové.
Piiprava  zpfislusSnych salicyanlilidi reakci s mirnym nadbytkem fosgenu,

methylchloroformiatu nebo diethylkarbonatu probihé podle nasledujici rovnice : 14

CI\C_O
cr

C|\ O O
: ¥

OH .
R 2 H3CO~ -
AT “
1 - R R
I \HSCZO c=0 1 o 2

_C=
H.C,0

(schéma 3)

Reakce probihaji v ptitomnosti latek schopnych vazat kysely vodik, tj. v pfitomnosti
triethylaminu, tributylaminu, pyridinu, N-methyl-piperidinu pfi bodu varu rozpoustédla

(benzen,toluen, pyridin, tetrahydrofuran).
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Dalsi postupy vychazeji z kyseliny salicylové :
Reakcei kyseliny s molarnim mnoZzstvim substituovaného anilinu a dvojnasobnym mnozstvim
ethylchloroformiatu. Triethylamin, ktery se piidava do reakéni smeési, vaze uvolnujici se

chlorovodik. Reakce se provadi v inertnich rozpoustédlech (toluen, tetrahydrofuran).

O
I

OH cl. _0-C0-C,H,
+ 2 c=o0 .
COOH C.H:0

C-0-C—O-C,H,

R
o ! O O
[
_0-C-0-C,H, NH, o\fo
X c D — QT
C-0-C—0-C,H
Ry T s R R1 R>
O o 2 0

(schéma 4)

Jinou moznosti muze byt reakce ekvimolarniho mnozstvi kyseliny salicylové
s fenylisokyanatem v organickém rozpoustédle (toluen, benzen, chloroform, dioxin )

pti 50-100 °C. Pti reakci vznika o-O-fenyl-karbamoyl-karboxylova kyselina :

Q
_OH O—C—NH—@
S E VS SO
~ R
R, COOH 2 R COOH
1

(schéma 5)

Vychazi-li se z N-fenyl-karbamoyl chloridu, je nutné do reakéni smési pridat latky

schopné neutralizovat vznikajici chlorovodik (triethylamin, pyridin, uhli¢itan sodny ).
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Uzavieni kruhu vznikajici o-O-fenyl-karbamoyl-benzoové kyseliny probihd pfi
teplote 100 —200 °C v prostiedi tetralinu nebo dekalinu za vzniku 3 - (4-alkylfenyl)-
-2H-1,3-benzoxazin-2,4-(3H)-dionu. Jinou moznosti je pouziti jako rozpoustédel takovych
latek, které jsou schopné odstépit z kyseliny 0-O-fenyl-karbamoyl-benzoové vodu. Naptiklad
chlorid thionylu nebo chlorid fosfority. Telota reakce je v rozmezi 80 -100 °C.

o)
I (@) O
O—C—NH— \f
@: R, SOCl, (PCl3) N
COOH - Ry R
Ry o) @ 2

(schéma 7)

3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4-(3H)-diony je mozné pfipravit i reakci

methylesteru kyseliny salicylové s fenylisokyandtem za ptitomnosti triethylaminu:

(schéma 8)
Pouzije-li se jako vychozi latka 2-hydroxybenzonitril, ziskdme reakci fenylisokyanatu

v prostiedi benzenu za pfitomnosti triethylaminu a naslednou hydrolyzou produktu

pozadovany cyklicky derivat také.'’

¥
[ e @%ﬁ

N
@) @) 0 e}
Y & hd
‘Gt — O
R1 N-C_R R1 3 R,
g

(schéma 9)
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4.3 Vybér metody

Pro syntézu salicylanilidii byla pouZzita metoda, pii které reaguje substituovana
kyselina salicylova se substituovanym anilinem (kapitola 4.1, schéma 1). V nasi laboratofi je
totiz tento zpusob piipravy osvédceny a s dobrou vytéznosti. Jako rozpoustédlo byl uzit
toluen, protoze s nim jiz byly dobré zkusSenosti pfi predchozich syntézach.

Pro ptipravu 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4-(3H)-dioni byla zvolena metoda
se salicylanilidem, ktery reaguje v prostiedi suchého pyridinu s methylchloroformiatem

(kapitola 4.2, schéma 3). | s touto metodou byly jiz na pracovisti zkuSenosti.

18



5 EXPERIMENTALNI CAST
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5.1 Postup pripravy 4 -alkyl-salicylanilidti

Vychozi latky byly substituovana kyselina salicylova (0,02 mol) a substituovany
anilin (0,02 mol). Kyselina byla rozpusténa ve 100 ml toluenu, byl pfidan anilin a chlorid
fosfority (0,01 mol). Smés byla zahtivana pod zpétnym chladicem k varu 3 hodiny. Poté byl
toluen odpafen na rotacni vakuové odparce a produkty byly rekrystalizovany v 96 %

ethanolu. Vytézek reakce byl 52-79 %.

5.2 Postup pripravy 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-

dionu

Vychozi latkou byl piislusny 4’-alkyl-halogensalicylanilid (40 mmol). Tento byl
rozpustén ve 20 ml suchého pyridinu a smés byla postavena do ledové lazné. Za stalého
michéani a chlazeni na ledové lazni byl do smési opatrné piikapavan methylchloroformiat
(48 mmol). Po 10 minutach byla ledova lazen odstranéna a reak¢ni smés byla zahtivana pod
zpétnym chladi¢em po dobu 1 hodiny. Po ukonéeni zahtivani byla reakéni smés ponechdna
stat 20 hodin. Poté byla smés prevedena do 50 ml roztoku 5 % kyseliny chlorovodikové.
Probéhlo vysrazeni surového produktu. SraZenina byla odfiltrovana a prevedena do 40 ml
roztoku 5 % hydroxidu sodné¢ho. Znovu byla odfiltrovana a produkt byl rekrystalizovan

V 96 % ethanolu. Vytézek reakce byl 55-65 %.

5.3 Fyzikalné-chemickeé vlastnosti latek

Latky byly vysuSeny v susici pistoli nad oxidem fosfore¢nym pfti tlaku 2,4 kPa .

Teploty tani byly méfeny na Kofflerové bloku. Jsou uvedeny ve stupnich Celsia
Vv ptiloZenych tabulkach.

Uhlikova spektra B3C a vodikova spektra 'H nuklearni magnetické rezonance byla
zmétena na pristroji VARIAN MERCURY- VX BB 300 . Uhlikova spektra byla méfena pfi
frekvenci 75 MHz, vodikova spektra pii 300 MHz. Latky byly pro analyzu rozpustény
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V Dg-dimetylsulfoxidu. Hodnoty chemickych posunii 6 uvedené v ppm, jsou vztazeny
k tetrametylsilanu, ktery piedstavuje neptimy standard. Signal rozpoustédla mél hodnotu 7,26
pro *H a 77,0 pro **C spektra.

Elementarni analyza byla provedena na Ustavu organické chemie a biochemie AV

%

CR.

Infraervend spektra byla meéfena v tabletich zbromidu draselného nebo po
rozpu$téni v chloroformu na piistroji NICOLET IMPACT 400. Hodnoty vinoéta v(C=0)
infradervenych spekter jsou uvedeny v jednotkach cm™ v p¥ilozenych tabulkéch.

K ovéteni Cistoty syntetizovanych latek byla pouzita tenkovrstevna chromatografie na
silufolovych deskach s fluorescen¢nim indikdtorem SILUFOL UV 254 + 366. Pouzita byla

vyvijeci soustava cyklohexan/aceton v poméru 3:1.

5.4 Hodnoceni antimikrobniho testovani

Syntetizované latky byly testovany proti kulturam Mycobacterium tuberculosis
CNCTC My 331/88, Mycobacterium kansasii CNCTC My 235/80 a Mycobacterium avium
My CNCTC 330/80, kmentim z Ceské narodni kolekce typovych kultur (Czech national
collection of type cultures. Pro testovani byl pouzit jest¢ kmen Mycobacterium kansasii
6 509/96 izolovany od pacienta zokresu Karvind. Testované latky byly rozpustény
v dimetylsulfoxidu a nafedény na koncentrace od 2 do 1000 umol. Stanoveni hodnot
minimdalnich inhibi¢nich koncentraci bylo provedeno v Petriho miskach po inkubaci pii1 37°C
v Sulové mediu. Mykobakterialni kmeny byly nafedény na koncentrace v rozmezi 102 az

10°. Testovani bylo provedeno ve Zdravotnim ustavu v Ostravé.
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5.5 Syntéza derivatu 4 -alkylsalicylanilidu
Syntetizovali jsme nékolik derivatl salicylanilidu. Jako alkyly byly vybrany linedrni

fetézce ethyl a butyl. Pro zavedeni halogenovych substituenti byly zvoleny 4-chlor-, 5-chlor,

5-brom- a 3,5-dibromsalicylové kyseliny.

5-brom-4’-butylsalicylanilid (T 5535)

Sumarni vzorec :C17H18BrNO,
M, : 348,24
OH

H CH
Br | N 3

@)

Pouzité chemikalie :kyselina 5-bromsalicylova (0,02 mol)
4-putylanilin (0,02 mol)
chlorid fosfority (0,01 mol)
toluen (100 ml)

Bila krystalicka latka, teplota tani 189-190 °C .

4-chlor-4’-butylsalicylanilid (T 5537)

Sumarni vzorec :C17H18CINO,
M; : 303,79

Cl OH
H
\©/\/N—©\/\/CH3
Il
O

Pouzité chemikalie :kyselina 4-chlorsalicylova (0,02 mol)
4-putylanilin (0,02 mol)
chlorid fosfority (0,01 mol)
toluen (100 ml)

Bila krystalicka latka, teplota tani 167-168 °C .
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5-chlor-4’-butylsalicylanilid (T 5538)

Sumarni vzorec :C17H15CINO,
M; : 303,79

OH
L
cl . N@\/VC'%
O

Pouzité chemikalie :kyselina 5-chlorsalicylova (0,02 mol)
4-putylanilin (0,02 mol)
chlorid fosfority (0,01 mol)
toluen (100 ml)

Bila krystalicka latka, teplota tani 162-163 °C.

3,5-dibrom-4’-butylsalicylanilid (T 5546)

Sumarni vzorec :C17H17BroNO>
M, : 427,14 Br

OH
H
Br i NA@\/\/CH:;
O

Pouzité chemikalie :kyselina 3,5-dibromsalicylova (0,02 mol)
4-putylanilin (0,02 mol)
chlorid fosfority (0,01 mol)
toluen (100 ml)

Bila krystalicka latka, teplota tani 119 °C.
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4-chlor-4’-ethylsalicylanilid (T 5724)

Sumarni vzorec :C15H14CINO,
M, : 275,74
Cl OH

H
N
I \©\/CH3

Pouzité chemikalie :kyselina 4-chlorsalicylova (0,02 mol)
4-ethylanilin (0,02 mol)
chlorid fosfority (0,01 mol)
toluen (100 ml)

Bilé krystalicka latka, teplota tani 198-200 °C .

5-chlor- 4’ -ethylsalicylanilid (T 5725)

Sumarni vzorec : C15sH14CINO,
r 1 275,74

OH

N
Cl I \©\/CH3

Pouzité chemikalie :kyselina 5-chlorsalicylova (0,02 mol)
4-ethylanilin (0,02 mol)
chlorid fosfority (0,01 mol)
toluen (100 ml)

Bila krystalicka latka, teplota tani 198-201 °C.
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3,5-dibrom-4’-ethylsalicylanilid (T 5727)

Sumarni vzorec 2C15H138I'2N02
M; : 399,08
Br

OH

N
Br T \©\/CH3

Pouzité chemikalie :kyselina 3,5-dibromsalicylova (0,02 mol)
4-ethylanilin (0,02 mol)
chlorid fosfority (0,01 mol)
toluen (100 ml)

Bilé krystalicka latka, teplota tani 128-132 °C .
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5.6 Syntéza derivata 3-(4 -alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-
-2,4(3H)-dionu

6-brom-3-(4-butylfenyl)-2H-1.3-benzoxazin -2,4(3H)-dion (T 5574)

Sumarni vzorec :C1gH1sBrNO3
M, : 374,24

O\(O
N
Br
@) v\/CH3

Pouzité chemikalie:5-brom-4’-butylsalicylanilid (40 mmol)
suchy pyridin (20 ml)
metylester kyseliny chlormraven¢i (48 mmol)
ethanol 96 %

Bila krystalicka latka, teplota tani 194-195 °C.

6,8-dibrom-3-(4 -butylfenyl)-2H-1.3-benzoxazin -2,4(3H)-dion (T 5575)

Sumarni vzorec :C1gH15BroNO;3
M, : 453,13 Br
O (@)

N
Br
O V\/CHQ,

Pouzité chemikalie:3,5-dibrom-4’-butylsalicylanilid (40 mmol)
suchy pyridin (20 ml)
metylester kyseliny chlormraven¢i (48 mmol)
ethanol 96 %

Bila krystalicka latka, teplota tani 168-169 °C.
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7-chlor-3-(4-butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin -2,4(3H)-dion (T 5576)

Sumarni vzorec :C1gH1sBrNO3
M, : 329,79

Cl O O

N
O \©V\/CH3

Pouzité chemikalie: 4-chlor-4"-butylsalicylanilid (40 mmol)
suchy pyridin (20 ml)
metylester kyseliny chlormravenci (48 mmol)
ethanol 96 %

Bila krystalicka latka, teplota tani 161-162 °C.

6-chlor-3-(4 -butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin -2,4(3H)-dion (T 5578)

Sumarni vzorec :C1gH16CINO3
M; : 329,79

O O

N
Cl
@) \©v\/CH3

Pouzité chemikalie: 5-chlor-4’-butylsalicylanilid ( 40 mmol)
suchy pyridin (20ml)
metylester kyseliny chlormravenc¢i (48mmol)
ethanol 96 %

Bila krystalicka latka, teplota tani 189-190 °C.
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7-chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1.3-benzoxazin -2,4(3H)-dion (T 5735)

Sumarni vzorec :C1H12CINO;
M, : 301,73

Cl O\’%O

N

Pouzité chemikalie: 4-chlor-4’-ethylsalicylanilid ( 40 mmol)
suchy pyridin (20ml)
metylester kyseliny chlormraven¢i (48 mmol)
ethanol 96 %

Bila krystalicka latka, teplota tdni 185-189 °C.

6-chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin -2,4(3H)-dion (T 5736)

Sumarni vzorec : C1gH12CINO3
M; : 301,73

N
Cl
o) CH,

Pouzité chemikalie: 5-chlor-4’-ethylsalicylanilid (40 mmol)
suchy pyridin (20ml)
metylester kyseliny chlormravenci (48 mmol)
ethanol 96 %

Bila krystalicka latka, teplota tani 230-233 °C.

28



6,8-dibrom-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin -2,4(3H)-dion (T 5738)

Sumarni vzorec 2C15H118I'2N03

M, : 425,08
Br

N
Br
O CH,

Pouzité chemikalie: 3,5-dibrom-4’-ethylsalicylanilid (40 mmol)
suchy pyridin (20ml)
metylester kyseliny chlormravenci (48 mmol)
ethanol 96 %

Bila krystalicka latka, teplota tani 250-253 °C.
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6 VYSLEDKY
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6.1 PREHLED PRIPRAVENYCH LATEK

Tab. 1: Prehled pripravenych 4 -alkylsalicylanilidu

Ctlo Substituent na Substituent na SumArm vorec
salicyloylové Casti anilinové casti

T 5535 5-Br 4’-butyl C17H1sBrNO,
T 5537 4-Cl 4’-butyl C17H15CINO,
T 5538 5-Cl 4’-butyl C17H15CINO,
T 5546 3,5-diBr 4’-butyl C17H17BraNO;
T 5724 4-Cl 4’-ethyl C15H14CINO,
T 5725 5-Cl 4’-ethyl Ci15H14CINO,
T 5727 3,5-diBr 4’-ethyl C15H13BraNO;

Tab. 2 : Prehled pripravenych 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3- benzoxazin-2,4(3H)-dionzi

Stlo Substituent na Substituent na SummArmi vaorec
salicyloylové ¢asti anilinové ¢asti

T 5574 6-Br 4-butyl C18H16BrNO3
T 5575 6,8-diBr 4-butyl C1sH15BrNO;
T 5576 7-Cl 4-butyl C1sH16BrNO;
T 5578 6-Cl 4-butyl C1sH16CINO;
T 5735 7-Cl 4-ethyl C16H12CINO;
T 5736 6-Cl 4-ethyl C16H12CINO;
T 5738 6,8-diBr 4- ethyl C16H11BrNO;
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Teploty tani syntetizovanych latek byly zjistény na Kofflerové bloku. V nasledujicich

6.2 TEPLOTY TANI

tabulkach jsou uvedeny ve stupnich Celsia.

Tab. 3 : Teploty tani 4 "-alkylsalicylanilidii

Latka

T 5535

T 5537

T 5538

T 5546

t.t. (°C)

189-190

167-168

162-163

119

Latka

T 5724

T 5725

T 5727

t.t. (°C)

198-200

198-201

128-132

Tab. 5 : Teploty tani 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionii

Latka

T 5574

T 5575

T 5576

T 5578

t.t. (°C)

194-195

168-169

161-162

189-190

Latka

T 5735

T 5736

T 5738

t.t. (°C)

185-189

230-233

250-253
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6.3 INFRACERVENA SPEKTRA

Nasledujici tabulky uvadéji hodnoty vybranych vinoéti v (C=0) zjisténych z infracervenych

spekter.

Tab. 5 : Hodnoty vinoctit infracervenych spekter 4 ’-alkylsalicylanilidii

Latka T 5535 T 5537 T 5538 T 5546
Hodnota vlno&tu (cm™) 1630 1618 1628 1648
Latka T5724 T5725 T 5727
Hodnota vlno&tu (cm™) 1622 1621 1648

Tab. 6 : Hodnoty vinoctii infracervenych spekter 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-

-2,4(3H)-dionu

Latka T 5574 T 5575 T 5576 T 5578
Hodnoty vine&tid (cm™) 1770 1774 1776 1771
1702 1701 1708 1705
Latka T 5735 T 5736 T 5738
Hodnoty vlnoéta (cm™) 1776 1770 1781
1708 1705 1704
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V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny vypoctené a namétené hodnoty procentualniho

6.4 ELEMENTARNI ANALYZA

zastoupeni uhliku, vodiku a dusiku v pfipravenych latkéch.

Tab. 7: CHN analyza 4 -alkylsalicylanilidii

Latka " C,% vy " H,% vy ¥ N,% “y .
vypoctené/naméiené | vypoctené/namérené | vypoctené/namérené

T 5535 58,48 / 58,63 513/5,21 3,85/4,02

T 5537 67,51/67,21 6,18 /5,97 4,34 /4,61

T 5538 67,05/67,21 5,95/5,97 4,38/4,61

T 5546 47,46/ 47,80 3,91/4,01 3,12/3,28

T 5724 65,34 /65,41 5,12/4,90 5,08/4,74

T 5725 65,34 /65,24 5,12 /4,95 5,08/4,75

T 2727 45,15/ 45,26 3,28/3,18 3,51/3,23

Tab. 8 : CHN analyza 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionui

Latka < C,% vy . - H,% v ¥ N,% vy .
vypoctené/naméiené | vypoctené/namérené | vypoctené/namérené

T 5574 57,77 157,28 4,31/4,17 4,31/4,18

T 5575 59,71 /59,35 5,01/4,92 3,17/3,48

T 5576 65,56 / 65,46 4,89 /4,85 4,25/ 4,04

T 5578 65,59 / 65,38 4,89/4,88 4,25/4,05

T 5735 63,69/ 63,59 4,01/ 3,95 4,46 / 4,36

T 5736 63,69 / 63,62 4,01/ 3,95 4,64 /4,44

T 5738 45,21/ 45,17 2,61/2,53 3,30/3,11
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6.5 VODIKOVA SPEKTRA !H NUKLEARNI MAGNETICKE REZONANCE

Nasledujici

tabulky uvadéji hodnoty signali chemicky ekvivalentnich vodiki =z

interpretovanych NMR spekter ve formé chemickych posund 6.V tabulce je uveden typ

signalu (s- singlet, bs- siroky singlet, d- dublet, dd- dublet dubletu, m- multiplet), dale pocet

vodikil, kterym signal ptislusi a poloha prvku v molekule. U Stépenych signala je uvedena

interak¢ni konstanta J v Hz. Spektra jsou métena pti 300 MHz.

Tab. 9 : 'H NMR spektra 4 -alkylsalicylanilidii

Latka

NMR, &

T 5535

’H NMR (300 MHz, DMSO) & 11.97 (1H, bs, NH), 10.35 (1H, s, OH), 8.09
(1H, d, J=2.2 Hz, H6), 7.63-7.52 (3H, m, H4, H2’, H6"), 7.22-7.14 (2H, m,
AA’, BB’, H3’, H5"), 6.95 (1H, d, J=8.8 Hz, H3), 2.54 (2H, t, J=7.5 Hz,
CH,), 1.61-1.45 (2H, m, CH,), 1.36-1.21 (2H, m, CH,), 0.88 (3H, t, J=7.5
Hz, CH3)

T 5537

'H NMR (300 MHz, DMSO0) & 12.19 (1H, bs, NH), 10.31 (1H, s, OH),
7.95 (1H, d, J=8.5 Hz, H6), 7.61-7.54 (2H, m, AA’, BB’, H2’, H6"), 7.21-
7.12 2H, m, AA’, BB’, H3", H5"), 7.03 (1H, d overlapped, J=1.7 Hz, H3),
7.02 (1H, dd overlapped, J=8.5 Hz, J=1.7 Hz, H5), 2.54 (2H, t, J=7.5 Hz,
CH,), 1.60-1.46 (2H, m, CH,), 1.36-1.20 (2H, m, CH,), 0.88 (3H, t, J=7.5
Hz, CH3).

T 5538

’H NMR (300 MHz, DMSO) & 11.93 (1H, bs, NH), 10.35 (1H, s, OH), 7.97
(1H, d, J=2.5 Hz, H6), 7.61-7.55 (2H, m, AA’, BB’, H2’, H6"), 7.46 (1H,
dd, J=8.8 Hz, J=2.5 Hz, H4), 7.22-7.13 (2H, m, AA’, BB’, H3", H5"), 7.00
(1H, d, J=8.8 Hz, H3), 2.54 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,), 1.60-1.45 (2H, m,
CH,), 1.36-1.21 (2H, m, CH,), 0.88 (3H, t, J=7.4 Hz, CH3).

T 5546

IH NMR (300 MHz, DMSO) & 10.59 (1H, s, OH), 8.30 (1H, d, J=2.3 Hz,
H6), 8.00 (1H, d, J=2.3 Hz, H4),7.59-7.51 (2H, m, AA’, BB’, H2", H6),
7.24-7.16 (2H, m, AA", BB, H3", H5"), 2.55 (2H, t, J=7.5 Hz, CH}), 1.60-
1.47 (2H, m, CH,), 1.36-1.22 (2H, m, CH,), 0.88 (3H, t, J=7.5 Hz, CHy).
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'H NMR spektra 4 -alkylsalicylanilidii

Latka

NMR, &

T 5724

TH NMR (300 MHz) & 12.22 (1H, bs, NH), 10.31 (1H, bs, OH), 7.96 (1H,
d, J=8.8 Hz, H6), 7.62-7.55 (2H, m, AA", BB’, H2", H6"), 7.22-7.16 (2H,
m, AA’, BB’, H3", H5"), 7.05-6.99 (2H, m, H3, H5), 2.57 (2H, g, J=7.5 Hz,
CH,), 1.16 (3H, t, J=7.5 Hz, CHs)

T 5725

IH NMR (300 MHz) & 11.95 (1H, bs, NH), 10.35 (1H, bs, OH), 7.98 (1H,
d, J=2.5 Hz, H6), 7.63-7.55 (2H, m, AA", BB", H2", H6"), 7.45 (1H, dd,
J=8.8 Hz, J=2.5 Hz, H4), 7.24-7.16 (2H, m, AA’, BB’, H3", H5"), 7.00 (1H,
d, J=8.8 Hz, H3), 2.58 (2H, g, J=7.6 Hz, CH,), 1.16 (3H, t, J=7.6 Hz, CHs)

T 5727

IH NMR (300 MHz) § 10.60 (1H, bs, OH), 8.30 (1H, d, J=2.2 Hz, H6),
7.99 (1H, d, J=2.2 Hz, H4), 7.61-7.53 (2H, m, AA’, BB’, H2", H6"), 7.26-
7.19 (2H, m, AA’, BB’, H3", H5"), 2.59 (2H, q, J=7.6 Hz, CH,), 1.17 (3H,
t, J=7.6 Hz, CH3)

Tab. 10 : *H NMR spektra 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionii

Latka

NMR, &

T 5574

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.06-8.00 (2H, m, H5, H7), 7.49 (1H, dd,
J=8.5 Hz, J=0.6 Hz, H8), 7.35-7.25 (4H, m, H2", H3", H5", H6"), 2.63 (2H,
t, J=7.7 Hz, CH,), 1.67-1.51 (2H, m, CH,), 1.43-1.26 (2H, m, CH,), 0.92
(3H, t, J=7.4 Hz, CHy);

T 5575

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.43 (1H, d, J=2.2 Hz, H5), 8.05 (1H, d,
J=2.2 Hz, H7), 7.36-7.30 (2H, m, AA’, BB’ H2’, H6"), 7.30-7.24 (2H, m,
AA’, BB’ H3", H5"), 2.63 (2H, t, J=7.7 Hz, CH,), 1.66-1.52 (2H, m, CH}),
1.42-1.26 (2H, m, CHy), 0.92 (3H, t, J=7.3 Hz, CHa);

T 5576

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 7.97 (1H, d, J=8.4 Hz, H5), 7.76 (1H, d,
J=1.9 Hz, H8), 7.52 (1H, dd, J=8.4 Hz, J=1.9 Hz, H6), 7.35-7.25 (4H, m,
H2’, H3', H5", H6"), 2.63 (2H, t, J=7.5 Hz, CH,), 1.67-1.52 (2H, m, CHy),
1.42-1.25 (2H, m, CHy), 0.92 (3H, t, J=7.5 Hz, CH).

T 5578

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 7.96-7.87 (2H, m, H5, H7), 7.56 (1H, d,
J=8.8 Hz, H8), 7.36-7.24 (4H, m, H2’, H3’, H5’, H6"), 2.64 (2H, t, J=7.5
Hz, CH,), 1.67-1.53 (2H, m, CHy), 1.43-1.26 (2H, m, CHy), 0.92 (3H, t,
J=7.5 Hz, CHs).
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'H NMR spektra 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dioni

Latka

NMR, &

T 5735

IH NMR (300 MHz, DMSO) § 7.98 (1H, d, J=8.4 Hz, H5), 7.75 ( 1H, d,
J=1.8 Hz, H8), 7.51 (1H, dd, J=8.4 Hz, J=1.8 Hz, H6), 7.37-7.27 (4H, m,
H2', H3’, H5', H6"), 2.67 (2H, q, J=7.6 Hz, CH,), 1.22 (3H, t, J=7.6 Hz,
CHs)

T 5736

IH NMR (300 MHz, DMSO) & 7.96-7.86 (2H, m, H5, H7), 7.56 (1H, dd,
J=8.5 Hz, J=0.6 Hz, H8), 7.38-7.24 (4H, m, H2’, H3", H5', H6"), 2.67 (2H,
g, J=7.7 Hz, CHy), 1.22 (3H, t, J=7.7 Hz, CHs)

T 5738

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.42 (1H, d, J=2.5 Hz, H5), 8.05 (1H, d,
J=2.5 Hz, H7), 7.38-7.25 (4H, m, H2", H3’, H5’, H6"), 2.67 (2H, q, J=7.6
Hz, CH,), 1.22 (3H, t, J=7.6 Hz, CHy)
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6.6 UHLIKOVA SPEKTRA 13C NUKLEARNI MAGNETICKE REZONANCE

Hodnoty signald chemickych posunt 6 uhlikl z interpretovanych NMR spekter jsou uvedeny

Vv nasledujicich tabulkach. Spektra jsou métena pii 75 MHz .

Tab. 11: *C NMR spektra 4 -alkylsalicylanilidii

Latka NMR, &

T 535 B3C NMR (75 MHz, DMSO) § 165.2, 157.8, 138.6, 136.1, 135.8, 131.3,
128.7,121.1, 120.0, 119.7, 110.3, 34.5, 33.4, 21.9, 14.0.

T 5537 B3C NMR (75 MHz, DMSO) § 165.7, 159.4, 138.6, 137.6, 135.8, 130.9,
128.7,121.2,119.4,117.1,117.0 34.5, 33.4, 21.9 14.0

T 5538 3C NMR (75 MHz, DMSO) § 165.2, 157.3, 138.7, 135.8, 133.3, 128.7,
128.5,122.9, 121.1, 119.5, 119.3, 34.5, 33.4, 21.9, 14.0.

T 5546 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 166.8, 156.8, 139.4, 138.8, 135.1, 129.8,
128.7,122.1,118.3, 112.5, 110.0, 34.5, 33.3, 21.9, 14.0.

T 5724 BC NMR (75 MHz) & 165.7, 159.4, 140.0, 137.6, 135.8, 130.9, 128.2,
121.2,119.4,117.0, 27.8, 15.9

T 5795 B3C NMR (75 MHz) § 165.2, 157.3, 140.1, 135.8, 133.3, 128.4, 128.2,
122.9,121.2,119.4,119.3, 27.8, 15.9

T 5797 B3C NMR (75 MHz) & 166.8, 156.9, 140.9, 138.8, 135.0, 129.8, 128.2,
122.2,118.3,112.5, 110.0, 27.9, 15.8
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Tab. 12 : *H NMR spektra 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)dioni

Latka NMR, &

T 5574 13C NMR (75 MHz, DMSO) § 160.0, 152.0, 147.5, 143.3, 138.9, 132.8,
129.5,129.1, 128.4, 119.2, 117.1, 117.0, 34.7, 33.3, 22.0, 14.0

T 5575 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 159.5, 149.2, 146.9, 143.5, 140.8, 132.6,
129.2,129.1, 128.3, 118.2, 117.2, 110.8, 34.7, 33.2, 22.0, 14.0

T 5576 3C NMR (75 MHz, DMSO0) & 160.3, 153.3, 147.6, 143.3, 140.5, 132.8,
129.2,129.1, 128.4, 125.8 116.8 114.2, 34.7, 33.3., 22.0, 14.0.

T 5578 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 160.0, 151.5, 147.5, 143.3, 136.1, 132.7,
129.4,129.1, 128.4, 126.5, 119.0, 116.7, 34.7, 33.3, 22.0, 14.0

T 5735 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 160.3, 153.3, 147.6, 144.6, 140.5, 132.8,
129.2, 128.6, 128.5, 125.8, 116.8, 114.2, 28.1, 15.7

T 5736 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 160.0, 151.5, 147.5, 144.7, 136.1, 132.8,
129.4, 128.6, 128.4, 126.5, 118.9, 116.7, 28.1, 15.7

T 5738 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 159.5, 149.2, 146.9, 144.8, 140.8, 132.6,
129.1, 128.7, 128.3, 118.2, 117.2, 110.8, 28.1, 15.7
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6.7 HODNOCENI ANTIMIKROBNI UCINNOSTI

Antimykobakterialni u¢innost byla zjistovana pomoci mykobakterialnich kmenii zaslanych
z Narodniho Institutu zdravi v Praze. Byly uzity kmeny Mycobacterium tuberculosis CNCTC
My 331/88, Mycobacterium kansasii CNCTC My 235/80, Mycobacterium avium My
CNCTC 330/80 a jeden klinicky izolat Mycobacterium kansasii 6 509/96 od pacienta
z Karviné. Pro pouziti bylo nutné slouceniny rozpustit v DMSO. Méfeni bylo provadéno
s roztoky o koncentracich 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31, 16, 8, 4, 2 umol/l. MIC byly
stanoveny po inkubaci v Sulové padé pii 37 °C za 14 a 21 dni. Hodnoty vyhodnocené
z tiikrat opakovaného méfeni minimalnich inhibi¢nich koncetraci byly porovnavany

S izoniazidem jako standardem, jehoZz minimalni inhibi¢ni koncentrace byla 2 umol/I.

Tab. 13 : MIC 4 "-alkylsalicylanilidii

MIC [ umol]
Inkubac¢ni doba 14 / 21 dni
Latka M.tuberculosis M. kansasii M. avium M. kansasii
My 331/88 My 235/80 My 330/88 6 509/96

T 5535 8/8 8/8 8/16 8/8
T 5537 4/4 8/8 8/8 8/8
T 5538 4/4 8/8 8/8 4/8
T 5546 16/32 32/32 62.5/62.5 32/32
T 5724 8/8 8/16 16/16 16/16
T 5725 8/8 8/8 n/n 16/16
T 5727 8/8 16/16 16/32 16/16

INH 2/1 >250/>250 >250/>250 4/8
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Tab. 14 : MIC 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionui

MIC [ pmol]
Inkubaé¢ni doba 14 / 21 dni
Latka M.tuberculosis M. kansasii M. avium M. kansasii
My 331/88 My 235/80 My 330/88 6 509/96

T 5574 4/4 8/8 8/8 8/8
T 5575 32/32 62.5/62.5 62.5/62.5 62.5/62.5
T 5576 8/8 8/16 16/16 8/16
T 5578 16/16 8/8 16/16 8/16
T 5735 8/8 16/16 8/16 16/16
T 5736 8/16 16/16 16,32 16/16
T 5738 32/32 62,5/62,5 62,5/125 62,5/62,5

INH 1/2 250/250 250/250 8/8
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7 DISKUSE
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Bylo syntetizovano sedm 4-alkylsalicylanilidi a sedm od nich odvozenych 3-fenyl-
-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont.

Rozmezi teplot tani pfipravenych sloudenin se pohybovalo od 0 do 4°C. Cistota latek
byla kontrolovana pomoci tenkovrstevné chromatografie na silikagelu (Silufol od firmy
Kavalier-Votice).

V infracervenych spektrech vykazovaly pfipravené slouceniny absorpéni pasy
vrozmezi 1615-1650 cm™, které jsou charakteristické pro amidovou C=0 skupinu
salicylanilida. 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony vykazovali absorp¢ni maxima dvou
C=0 skupin v rozmezi hodnot 1767-1770 cm™ a 1696-1716 cm™. Dvé& absorpéni maxima
V této oblasti jsou charakteristické pro 1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony .

'H a ¥C NMR spektra viech sloudenin souhlasila s pfedpokladanou strukturou.
Vsechny struktury byly ve shod¢ s elementéarni analyzou. Rozdil namétenych a vypocitanych
hodnot se v elementarni analyze pohyboval v rozpéti £+ 0,5 %.

Vétsina monohalogenovanych sloucenin vykazovala vyssi aktivitu nez slouceniny
dihalogenované. Nejvyssi ucinnost vykazovaly latky : 4 —chlor - 4” - butylsalicylanilid,
5-chlor-4"-butylsalicylanilid, 6-brom-3-(4 -butylfenyl)-2H -1,3 - benzoxazin-2,4(3H)-dion.
Nebyla zjisténa korelace, ze by antimykobakterialni ucinnost benzoxazinu odpovidala
antimykobakterialni u¢innosti salicylanilidu, od kterého byl odvozen. Zadna ze
syntetizovanych latek nebyla proti M.tuberculosis G¢innéjsi nez izoniazid. Proti potencialné
patogennim kmenim M.kansasii CNCTC My 235/80 a M.avium My CNCTC 330/80 byla
vétSina latek G¢inngj$i nez izoniazid.

Domnivame se, Ze mechanismus u¢inku spocivd v inhibici dvoukomponentového

systému mykobakterii. Na to ukazuje i inhibice tvorby ATP prokédzané prof. Mikou.'®
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8 ZAVER
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Byly syntetizovany tyto latky:

4-chlor-4’-butyl-salicylanilid

5-chlor-4’-butyl-salicylanilid

5-brom-4’-butyl-salicylanilid
3,5-dibrom-4’-butyl-salicylanilid
4-chlor-4’-ethyl-salicylanilid

5-chlor-4"-ethyl-salicylanilid
3,5-dibrom-4’-ethyl-salicylanilid
7-chlor-3-(4-butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion
6-chlor-3-(4-butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion
6-brom-3-(4-butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion
6,8-dibrom-3-(4-butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion
7-chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion
6-chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion
6,8-dibrom-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion

U syntetizovanych latek byly zjiStény fyzikalné-chemické vlastnosti, potvrzena

struktura a byly zaslany k hodnoceni antimikrobni aktivity.
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