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Tuberkul6éza (TB) spolu s jejimi rezistentnimi formami patii celosvétové mezi jedno
z nejéastéjSich pricin umrti. Je proto pfedmétem zajmu mnoha védeckych skupin, stejné tak
jako nezanedbatelné globalni riziko vzristajici rezistence bakterii a hub, se kterym se taktéz
musi pocitat a snazit se mu predchézet. Tato disertace se ve svych uvodnich ¢astech snazi
shrnout soucasné poznatky o TB zhlediska epidemiologie, patogeneze, pivodci
Mycobacterium tuberculosis a souc¢asné 1écby 1 s jejim uskalim v podobé¢ rezistence. Soucasné
uvadi Ctyfi vychozi struktury, které pak tvori zakladni stavebni kameny pro ¢ast experimentalni.
Jedna se o triklosan, pfimy inhibitor mykobakteridlni enoyl-ACP reduktazy, antimikrobidlné
vysoce ucinné salicylanilidy, isoniazid jako jedno z nejvyznamnéjSich antituberkulotik a
p-aminosalicylovou kyselinu, ktera je soucasti druhé linie uzivanych antituberkulotik.

Experimentalni ¢ast se zabyva obménami téchto struktur vedoucich k biologické odezve,
resp. antimykobakterialni, antibakterialni, antifungélni a cytotoxické aktivité. Ziskané vysledky
jsou diskutovany ve vztahu struktury derivatu k jeho G€inku. Za timto G¢elem byla pfipravena
knihovna c¢itajici 98 dosud nepublikovanych a 93 publikovanych derivata (viz Ctyfi ptilozené
publikace). Néktera z téchto pripravenych analog dosdhla velmi vysokych inhibi¢nich hodnot
srovnatelnych se standardy jako isoniazid, bacitracin ¢i flukonazol. Biologickym testovanim
bylo navic pokryto celé spektrum vybranych mikroorganismi a v neposledni fad¢ bylo
v nékterych pfipadech dosazeno 1 velmi nizkych hodnot toxicit, které jsou jednim z dilezitych

faktorii pro pouZitelnost daného 1é¢iva v terapii.
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Title of Doctoral Thesis: Design and synthesis of new potentially antibacterial active
compounds

Tuberculosis (TB) and its resistant forms are one of the most often causes of death
worldwide. It is therefore a matter of interest for many scientific groups, as well as a notable
global risk of increasing resistance of bacteria and fungi, which must also be dealt with. The
introduction of doctoral thesis deals with the TB in terms of epidemiology, pathogenesis,
Mycobacterium tuberculosis and its current treatment, as well as its resistance problems. This
work also present four basic structures, which then form the basic building blocks for the
experimental part. It is triclosan, a direct inhibitor of mycobacterial enoyl-ACP reductase,
antimicrobial highly effective salicylanilides, isoniazid as one of the most important
antituberculotic drugs and p-aminosalicylic acid, which is a second line antituberculotic agent.

The experimental part deals with variations of these structures leading to biological
response, respectively antimycobacterial, antibacterial, antifungal and cytotoxic activity. The
obtained results are discussed in relation the structure of derivatives to their biological activity.
For this purpose was prepared a library of 98 unpublished and 93 published derivatives (four
attached publications). Some of these prepared analogues have achieved very high inhibition
values comparable to standards such as isoniazid, bacitracin or fluconazole. In addition,
inhibition activities of prepared compounds covered all spectrum of selected microorganisms
and sometimes was reached very low toxicity values which is one of the important factors

for the application of the drug in the therapy.
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1 Uvod

Tuberkuléza (TB) a jeji rezistentni formy, multirezistentni (MDR-TB) a extenzivné
rezistentni (XDR-TB) tuberkuloza, patii celosvétové mezi jedny z nejcastéjSich pfi¢in amrti.
Ve svéte je toto nebezpecné infekéni onemocnéni rozsifeno nerovnomérné a tyka se predevsim
rozvojovych zemi. Jeji kapénkové piendSeny puvodce Mycobacterium tuberculosis je
piedevsim intracelularni patogen, ptezivajici v organismu v latentni neboli spici formé, béhem
které se nemnozi, ale pouze setrvava uvnitt hostitelské buiiky (monocyty, makrofagy). Latentni
tuberkulozou je postizena piiblizné 1/3 svétové populace a zhruba u 10 % z nich existuje
vyznamné riziko, ze piejde do aktivni podoby onemocnéni. Osoby s poskozenym imunitnim
systémem maji toto riziko mnohonasobné vyssi. Za rok 2016 bylo podle Svétové zdravotnické
organizace (WHO; World Health Organization) celosvétové nahlaSeno 10,4 milionu novych
piipadti a 1,3 milionu tmrti. V Ceské republice ve stejném roce bylo evidovano 517 piipadi a
26 s nasledkem smrti. Lécba TB je casto zdlouhava, podle typu rezistence mize trvat i déle nez
2 roky a vyzaduje vzdy kombinaci nékolika antituberkulotik najednou. S délkou a sloZitosti
1é¢by roste riziko narlistu rezistence, nese s sebou nezanedbatelné mnozstvi vedlejSich ucinka
a v neposledni fad¢ celkové zatéZuje nejen organismus samotny, ale i ekonomiku.

Dalsim problémem je nadbytecné a nespravné uzivani antimikrobnich latek v humanni a
veterinarni mediciné, které Casto vede k indukci a selekci ziskané necitlivosti a tim
ke vzristajicimu poctu rezistentnich kmenii bakterii ¢i hub. Tyto 1ékové resistence predstavuji
taktéZ vyznamny problém ze zdravotnického 1 socioekonomického pohledu.

Soucasny vyvoj antituberkulotik je zaméfen na konkrétni kroky v biosyntéze bunétné
stény, mapovani metabolickych cest nebo identifikaci specifickych gent ovliviiujicich virulenci
¢i latentni fazi. Pfedmétem zajmu jsou piedevSim malé molekuly, které jsou schopny tyto
funkce cilovych proteinli naruSovat a vedou k inhibici klicovych metabolickych drah
v mykobakterii. Navzdory mnoha identifikovanym molekulam s nizkou in vitro minimalni
inhibi¢ni koncentraci (MIC) se vSak stale nedafi vyporadat se s nizkou biodostupnosti a
bunécnou permeabilitou, piipadné¢ nespecifickym zasahem cilovych bunék hosticich

mykobakterie.



2 Cil prace

Cilem disertacni prace bylo navazani a rozSifeni vyzkumu vedeného profesorkou
Vinsovou na Katedie organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
v oblasti sloucenin s antimykobakterialni, antibakterialni a antifungélni aktivitou. Jako zékladni
struktury pro obménu a biologické hodnoceni byly vybrany triklosan, salicylanilid, isoniazid a
p-aminosalicylova kyselina (Obrazek 1). Tyto Ctyfi antimikrobni latky jsou v soucastnosti
vrizné mife jiz uzivdny na poli farmaceutického primyslu a blize budou popsany
v nasledujicich kapitolach.

Experimentalni Cast spocivala v syntetickych obménach vychozich molekul z divodu
zvySeni aktivity a biodostupnosti. Timto zpiisobem byla sestavovana chemicka knihovna, které
byla v nasledném kroku hodnocena pro svoji in vitro biologickou aktivitu. Jednalo se
o mykobakteridlni (véetné rezistentnich), bakteridlni a fungalni kmeny ¢i hodnoceni
cytotoxicity. Ziskané vysledky byly sumarizovany a diskutovany s ohledem na vztah mezi
strukturou a biologickou aktivitou (SAR; structure-activity relationship). Dal§im dil¢im cilem
bylo sepsani souhrnného ¢lanku o vlivu triklosanové substituce na antimykobakterialni aktivitu,
na zaklad¢ doposud popsanych poznatki v odborné literatute, za ucelem optimalizace a sméru

vyvoje vyzkumu vedeného nasi pracovni skupinou.

o)
OH cl /@Rz
o N
cl cl OH

Triklosan Salicylanilid
H
o N. O
NH,
OH
X
| 7 HoN OH
N
Isoniazid Kyselina para-aminosalicylova

Obrazek 1 Vychozi struktury diserta¢ni prace



3 Teoreticka cast

3.1 Tuberkuloza a jeji puvodce

3.1.1 Tuberkuléza obecné

Tuberkuldéza je pienosné infekéni onemocnéni zpiisobené bakteriemi ze skupiny
Mycobacterium tuberculosis komplex, ktery tvofi n€kolik geneticky piibuznych druht:
Mycobacterium tuberculosis, M. canetti, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae,
M. bovis a M. mungi. ' Pocatky tohoto onemocnéni pravdépodobné sahaji az 70 000 let zpét
k migraci lidi z Afriky. ? Problematiku TB se snaZi fesit a monitorovat WHO, kter4 kazdoro¢ng
vydavéa hodnotici zpravu o aktudlnim stavu této nemoci. V soucasné dobé¢ se predpoklada, ze je
nakazeno zhruba 1,7 miliardy lidi (1/3 populace) latentni formou TB s rizikem rozvoje v jeji
aktivni formu (5-15 %). Pravdépodobnost tohoto rozvinuti je daleko vyssi u lidi infikovanych

HIV, pti malnutrici, cukrovce, koufeni, zvy$ené konzumaci alkoholu, silikéze ¢i chudobg. > %3

3.1.2 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis neboli Kochlv bacil je patogenni bakterie, kterou poprvé
popsal Robert Koch 24. biezna 1882. Za tento objev obdrzel v roce 1905 Nobelovu cenu

6 a 24. biezen dnes pfipomind Svétovy den tuberkulézy. Dal§im

za fyziologii a lékarstvi
milnikem byl rok 1998, kdy S. T. Cole a jeho tym publikovali kompletni genomovou sekvenci
M. tuberculosis (kmen H37Rv) €itajici 4 411 529 parh bazi a piiblizné¢ 4 000 genti. Dale byl
popsan vliv jednotlivych genti ve vztahu k fyziologické funkci mykobakterii. 78

M. tuberculosis je obligatn¢ aerobni tyCkovitd bakterie o velikosti 0,3-0,6 pum x 1-4 pum,
ktera je nepohybliva a nesporulujici. Je pro ni typicky pomaly rlst s genera¢ni dobou ptiblizné
24 hodin. Dals$imi znaky jsou dormance, komplexni buné¢ny obal a intracelularni patogeneze.
Je fazena mezi acidorezistentni Gram-pozitivni bakterie, ackoliv kviili vysokému obsahu lipida
v bunééné sténé nevaze krystalovou violet’ a barveni dle Grama tedy u ni neni moZné. Pro jeji
detekci se vyuziva Ziehl-Neelsenovo karbolfuchsinové odbarveni bunééné stény, které ziistava

i po promyti okyselenym alkoholem. 7-°



3.1.3 Mykobakterialni bunééna sténa

Mykobakterialni bunééna sténa (Obrazek 2) obsahuje az 60 % lipida a déli se do dvou
hlavnich casti, vnitini a vnéjsi. Za plazmatickou membranou se nachazi peptidoglykan (PG),
na ktery je kovalentné¢ vazan arabinogalaktan (AG), jenz je dale esterifikovan mykolovymi
kyselinami. Tento vnitfni kovalentné¢ vézany mykolyl-arabinogalaktan-peptidoglykanovy
komplex (mAGP) je zdroven jakymsi zdkladem celé bakteridlni st€ny. Vnéjsi ¢ast je tvofena
volnymi, nekovalentn¢ vazanymi lipidy. V téchto dvou ¢astech jsou déle roztrouseny proteiny,
fosfatidylinositol mannosidy (PIM), lipidy obsahujici phthiocerol, sulfolipidy, lipomannany
(LM), lipoarabinomannany (LAM; virulentni faktor umoznujici mykobakterii pfezit
v hostitelském prostfedi tim, zZe moduluje imunitni odpovéd’), trehal6za-dimykolat (TDM
neboli Cord faktor, coZ je virulentni faktor, ktery ovliviiuje imunitni odezvu jedince spolu
s granulomatdzni aktivitou a v preparatech mykobakteridlnich kultur je zodpovédny za tvorbu
podlouhlych utvart, které pfipominaji spletené provazce) ¢i trehaldoza-monomykolat (TMM).
Obecné lze tici, ze tyto lipidy, proteiny a glykolipidy jsou signalni efektorové molekuly
v procesu onemocnéni, zatimco nerozpustny mAGP komplex je nezbytny pro celkovou
Zivotaschopnost mykobakterie. %11
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Obrazek 2 Schématické sloZeni mykobakterialni bun&éné stény '



3.1.3.1 Mykolyl-arabinogalaktan-peptidoglykanovy komplex

3.1.3.1.1 Peptidoglykan

Peptidoglykan je pfitomen témét ve vSech bakteriich, kde ovliviiuje jejich tvar, tuhost a
osmotickou stabilitu. VSechny bakteridlni peptidoglykany maji podobnou zakladni strukturu
tvofenou glykanovou pateti a kratkymi zesitovanymi peptidovymi postrannimi fetézci.
Glykanova patet je zpravidla tvofena N-acetylglukosaminem (GlcNAc) a N-acetylmuramovou
kyselinou (MurNAc) spojenymi f-(1—4) vazbou. Mykobakteridlni PG maji jednu
pozoruhodnou strukturni modifikaci v podob& kyseliny N-glykolylmuramové (MurNGlyc)
misto MurNAc. Tato modifikace se pravdépodobné podili na celkovém zvySeni pevnosti PG
tim, ze jednak poskytuje mista pro vodikové vazby a dale snizuje citlivost vic¢i lysozomtim.
Dal$im jedine¢nym rysem mykobakterialniho PG je jeho propojeni s AG. To je uskutecnéno
vazbou na galaktan pfes disacharidovy mistek o-L-rhamnopyranéza-(1—3)-a-D-GIcNAc-
(1—P) propojeny pomoci fosfodiesterové vazby s 10-12 % MurNGlyc v poloze 6 na PG fetézci
(Obrazek 3). 113

3.1.3.1.2 Arabinogalaktan

Tato vysoce rozvétvena ¢ast je sloZzena (Obrazek 3) prevazné z galaktozy (Gal) a arabindzy
(Ara) ve form¢ furandzovych kruhti (f). Galaktanovou slozku tvofti linearni fetézec s ptiblizné
tiiceti stfidajicimi se (1—5) a (1—6)--D-Galf. Vysoce rozvétvené arabinanové fetézce
obsahujici kazdy zhruba 30 Arafjsou pfipojeny k linearnimu galaktanu pomoci f-(1—6)-Galf
v pozici 5. Vnitini linedrni ¢ast arabinanového fetézce obsahuje a-(1—5)-D-Araf's klicovym
vétvenim na 3,5-a-D-Araf. Neredukujici konce arabinanového ftetézce se skladaji
z charakteristické hexaarabinosidové struktury, [f-D-Araf~(1—2)-a-D-Araf]z-3,5-a-D-Araf-
(1—>5)-a-D-Araf. Polohy 5 u termindlniho f-D-Araf a pfedposledniho 2-a-D-Araf pak slouzi
jako mista pro napojeni mykolovych kyselin, vdzanych na hexaarabinosid v poctu ctyi a
celkové zabirajici asi dveé tretiny vSech dostupnych vazebnych mist terminéalnich

hexaarabinosidech. ' 13
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Obrazek 3 Arabinogalaktanova struktura navazana na peptidoglykan v mykobakteridlnim

komplexu mAGP 3

3.1.3.1.3 Mykolové kyseliny
Mykolové kyseliny jsou dlouhé a-alkyl-f-hydroxy mastné kyseliny (Obrazek 4), které

prispivaji k celkové fluidit¢ a propustnosti bunécné stény. V této sténé jsou nejcastéji
zastoupeny formou esteri mykolyl-arabinogalaktan-peptidoglykanového komplexu ¢&i
trehal6za-mykolati. Existuji tfi zékladni typy mykolovych kyselin: (1) a-mykolové kyseliny,
které jsou nejrozsitenéjsi, obsahuji cis-cyklopropanovy cykl, zatimco (2) methoxymykolové a
(3) ketomykolové kyseliny maji cyklopropanové kruhy v cis- nebo trans-konfiguraci a obsahuji
methylovy substituent. Tyto kyseliny maji minimaln€ dvé centra chirality v polohach a a f viici
karboxylové skupin€ a obsahuji kyslikaté substituenty jako methoxy, epoxy ¢i oxo, piipadné
dvojnou vazbu. Svym charakterem vyznamné ovliviiuji schopnost mykobakterii pfezivat a

replikovat se uvniti makrofadgt. Zaroven bohuZzel rovnéZ sniZuji propustnost bakterialni stény



pro mnohd 1é¢iva. ' 13- 14 1516 Kayd4 molekula mykolové kyseliny rodu Mycobacterium
obsahuje 60 az 90 atomt uhliku, Corynebacteria jich maji 22 az 36 a Nocardia 44 az 60. Pfesny
pocet uhlikl se dale méni v zavislosti na daném druhu a mtze tedy slouzit jako identifikacni

pomiicka konkrétnich bakterii taxonu Mycolata. !> 1617
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Obrazek 4 Typy mykolovych kyselin '®

3.1.3.1.3.1 Biosyntéza mykolovych kyselin

Biosyntéza mykolovych kyselin je pro zivotaschopnost mykobakterii nezbytnd a zaroven
odli$na od biosyntézy mastnych kyselin savcii. Tento slozity déj probiha v né€kolika odlisnych
krocich, viz Obrazek 5. Ve FAS 1 cyklu jsou za pomoci multienzymového komplexu
syntetizovany mastné kyseliny s kratkym fetézcem (Cis-24). Tyto nasycené mastné kyseliny
mohou poté tvofit a-alkylovy fetézec (Cz4), nebo byt prodlouZzeny ve FAS II fazi za vzniku
mero-ietézce (Cse). FAS II cyklus je zahajovan kondenzac¢ni reakci malonyl-AcpM a palmitoyl-
CoA katalyzovanou FabH (f-ketoacyl-ACP syntazou III) za vzniku meziproduktu /3-ketoacyl-
AcpM. Tento meziprodukt je poté redukovan MabA (f-ketoacyl-ACP reduktdzou) na p-
hydroxyacyl-AcpM a dehydratovain HadAB/BC (f-hydroxyacyl-ACP  dehydratdzou)
za vzniku frans-2-enoyl-AcpM. Naslednd redukce InhA (enoyl-ACP reduktizou) vede
ke vzniku acyl-AcpM, ktery je tak prodlouzen o dva atomy uhliku. Prodluzovani tetézce
vramci FAS 1II cyklu pokracuje kondenzaci malonyl-AcpM s acyl-AcpM katalyzovanou
KasA/B (f-ketoacyl-ACP syntdzou) a navratem k vyse uvedenym kroklim zahrnujicim MabA,
HadAB/BC a InhA. Tento cyklicky dé&j pokracuje, dokud acylovy fetézec nedosahne délky 42

az 62 uhliki, coz dava zéklad dlouhému nasycenému meromykolatovému fetézci.



V naslednych krocich po FAS II cyklu je tato meromykolatova kostra dopliiovana o riizné
skupiny jako cis-/trans-cyklopropan, piipadné oxo ¢i methoxy substituci. To vSe probiha
za ucasti Siroké fady enzymu zahrnujicich CmaA1-2 (cyclopropane mycolic acid synthase 1-
2), MmaA1l-4 (mycolic acid methyltransferase 1-4) a PcaA (cyclopropane mycolic acid
synthase 3). Tyto modifikace poté ovliviiuji tekutost a propustnost bunécné stény a zajistuji
ochranu pted hostitelskym imunitnim systémem. Takto upravena meromykolova kyselina (Caa-
62) je za pomoci FadD32 (fatty acyl-AMP ligase) aktivovana pro Claisenovu kondenzaci
na meromykolyl-AMP a nésledn¢ katalyzou Pksl3 (polyketide synthase-13) napojena
na karboxyacyl-CoA za vzniku a-alkyl-f-keto-mykolové kyseliny, kterd je redukovéna na

a-alkyl-B-hydroxy-mykolovou kyselinu. %13
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Obrazek 5 Biosyntéza mykolovych kyselin u Mycobacerium tuberculosis '3

Nase pracovni skupina se hloubéji zabyvala strukturami schopnymi inhibice enoyl-acyl
carrier protein (ACP) reduktazy (u mykobakteriich zvanou InhA) zapojené do FAS II faze

(Obrazek 5). Tento enzym katalyzujici redukci trans-dvojné vazby je nezbytny
8



pro zivotaschopnost mykobakterie a jeho naruseni vede k poSkozeni bunétné stény, jeji
integrity a funkce, coZ vede ke smrti mykobakterie. '* 2° P¥ikladem inhibitoru InhA je isoniazid

(INH; 3.2.1.1) a triklosan (TRC; 3.3.3).

3.14 Patogeneze

Z klinického pohledu je TB chronickym onemocnénim, které¢ je Sifeno osobou s jeji
propuknutou aktivni formou. Zptsob pienosu je spojen zejména s kaslem, kychanim ¢i jinym
kapénkovym uvoliiovanim slin do vzdusného prostiedi. Po vdechnuti infikovanych kapének
zdravym jedincem jsou mykobakterie fagocytarn¢ pohlcovany alveoldrnimi makrofagy a
pteneseny do  lymfatickych  uzlin  plicntho  hilu.  V kombinaci  makrofagh
se specifickymi lymfocyty T a B dochazi k imunitni odpovédi za uvoliovani medidtorii zanétu
(interleukiny, interferon gama, tumor nekrotizujici faktor a dalsi), coz vyustuje v tvorbé
specifickych lozisek neboli granulomt. Infikované lozisko spolu se spadovou infikovanou
lymfatickou uzlinou se nazyva primarnim komplexem. Z tohoto mista se pak mohou skrze
lymfatické cesty mykobakterie §itfit dal (mozkové pleny, klouby, kosti, klize, urogenitalni
systém) a vytvaret sekundarni granulomy. V 85 % piipadi je tento nekrotizujici granulomatozni
zanét spojen s plicemi. V procesu, kdy granulomy ve svém stfedu znekrotizuji a rozpadnou
se, mluvime o kaseifikaci Cili zesyrovaténi. K tomuto procesu ovSem nedojde u vSech
granulomd. Malé granulomy jsou imunitni reakci vesmés zniceny. Problémem se stavaji ty
velké, které se opouzdii a nésledné kalcifikuji. Diky tomu se pfitomné mykobakterie stavaji
nedostupné pro imunitni systém a piechazeji do latentni formy, ve které se nachéazeji rizné
dlouhou dobu. Podnétem pro jejich reaktivaci a dal$i progres onemocnéni je Casto oslabeni
imunity z riznych pficin. Dostanou-li se bakterie do obehové soustavy, mluvime o miliarni TB,
ktera je charakterizovana rozsevem malych zanétlivych loZisek (granulomil) v plicich a dalSich
organech. Mezi typické ptiznaky aktivni formy TB patii chronické inava, subfebrilie, profuzni

noé¢ni poceni, hubnuti ¢i déletrvajici kasel, ktery je zpo&atku bez a pozd&ji s produkei sputa. 2"
22,23, 24,25

3.1.5 Epidemiologie vyskytu ve svété
Dle WHO je toto infek¢ni onemocnéni devatou nejCastéjsi priCinou mortality ve svéte.
Soucasnou incidenci zachycuje Obrazek 6 a ze zpravy WHO z roku 2017 vyplyva, Ze bylo

za rok 2016 TB nakazeno 10,4 milionu lidi. Jednalo se zejména o dospélé osoby (90 %)
9



s pfevahou muzl (65 %). 10 % piipadd bylo evidovano ve spojitosti s HIV, a to zejména
v Africe (74 %). 56 % vsech piipadi TB spad4 do Indie, Indonésie, Ciny, Filipin a Pakistanu
dohromady. S mortalitou je spojeno 1,3 milionu HIV-negativnich a 374 000 HIV-pozitivnich
pacient. Tato ¢isla dokladaji velké riziko TB, kdy jeji nelé¢ena mikroskopicky pozitivni forma
vede az cca k 70 % tmrtnosti 10 let od diagnézy. 2

Vyraznou hrozbu piedstavuji rezistentni formy TB. Za rok 2016 bylo evidovano 600 000
novych piipadii s rezistenci vic¢i rifampicinu (RR-TB; rifampicin-resistant tuberculosis),
z ¢ehoz 490 000 piipadi spadalo do MDR-TB, kterd je definovana jako rezistence vuci

rifampicinu a INH zaroveti. Téméf polovina téchto p¥ipadii (47 %) ma sviij pivod v Indii, Cing

5

a Ruské federaci.
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1 100-199 P /
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Obrazek 6 Celosvétova incidence TB dle WHO °

3.1.6 Epidemiologie vyskytu v Ceské republice

V Ceské republice (CR) bylo za rok 2016 nahlaseno celkem 517 onemocnéni TB, coZ je
4,9 pripadi na 100 000 obyvatel. Oproti roku 2015, kdy bylo hlaSeno 518 ptipadi, ztlistal stav
téméf nezménén, aviak z dlouhodobé perspektivy vyskytu TB v CR lze pozorovat mirné
klesajici tendenci. V mezinarodnim srovnani patii CR k zemim s nizkym vyskytem této

nemoci.
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Muzi tvotili 70 % ptipadd. VeEk nejcastéji infikovanych lidi byl 40 az 59 let a oproti
piedchozimu roku vzrostl na dvojnasobek pocet pacientii mladsich 20 let. Ve srovnani kraja
bylo hlaSeno nejvice piipadi s bydlisttm v Praze a to 105 (8,3/100 000 obyvatel).
Z nahléseného poctu ptipadl bylo 151 cizinct (téméf 30 %), zejména ptivodem z Ukrajiny (41
osob), Slovenska (21 osob), Vietnamu (21) a Rumunska (21). TB podlehlo v CR za rok 2016
26 osob (0,25/100 000 obyvatel). 2’

3.2 Farmakoterapie tuberkulozy

Soucasna 1éciva proti TB jsou rozdélena do prvni a druhé linie, z kterych se pii 1é€bé
vychazi. Predkladana kapitola se snazi tato 1éCiva blize popsat a zaroven nastinit jejich vyuziti

v oblasti farmakoterapie.

3.2.1 Prvni linie antituberkulotik

3.2.1.1 Isoniazid

Isoniazid neboli hydrazid kyseliny isonikotinové (Obrazek 7) byl zaveden jako
antituberkulotikum v roce 1952 a stéle zlstava spolu s rifampicinem zakladnim pilitem 1é€by
TB. Na rozdil od rifampicinu je INH G¢inny pouze proti metabolicky aktivnim a replikujicim
se mykobakteriim.

H
Os_N.
NH,

B
~

N

Obrazek 7 Isoniazid

INH je prolécivo vyzadujici aktivaci kataldza/peroxiddzovym enzymem (KatG; Obrazek
8), ktery méa v bakterii protektivni funkci pfed oxidativnim stresem a je kddovany genem katG.
Pti tomto kroku dochézi ke vzniku nestabilniho isonikotinoylového radikalu, ktery se nasledné
stabilizuje vazbou s NAD™ za vzniku aktivniho metabolitu INH-NADH. Vznikly adukt poté
soutézi s NADH o vazbu na NADH-dependentni enoyl-ACP reduktdzu neboli InhA, ¢imZ

inhibuje syntézu mykolovych kyselin, 28 2% 30.31. 34
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Obréazek 8 Aktivace INH v mykobakterii za u¢asti enzymu KatG **

V kontrastu s jednoduchosti struktury INH byly doposud popsany typy rezistence spojené
s mutacemi na vice genech: katG, inhA, ahpC, kasA a ndh, *° ptipadné zvysena funkce
bakteridlnich efluxnich pump. *> Genové mutace v katG nebo inhA a jeho promotorové oblasti
ovSem zatim zistavaji nejrozsifenéj$imi rezistencemi. U genu katG je dominantni genova
mutace zvana S315T, ktera se projevuje nedostateCnou tvorbou komplexu INH-NADH
potiebného pro antimykobakterialni G€innost a je spojena hlavné s MDR-TB. Mutace v oblasti
inhA vede k nadmémé expresi InhA, pfipadné méné Casto k mutaci v aktivnim misté¢ InhA
vedouci k nedostatecné afinité ke komplexu INH-NADH. Nevyhodou mutace v genu inhA je i
zkiizena rezistence s ethionamidem, nebot’ toto 1éCivo sdili stejny cil aktivniho mista jako

INH. 30, 34

3.2.1.2 Pyrazinamid
Pyrazinamid (PZA; Obrazek 9) je rovnéz v 1é¢bé TB datovan pocatkem 50. let 20. stoleti,
konkrétng 1952 objevem jeho antituberkulotické aktivity. 3% 3 Je jednim zmala 1éciv

schopnych inhibovat nereplikujici se bakterie uvniti makrofagt (latentni forma), kde je kyselé
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prostiedi s rozmezim pH 4,5-6,2. O pyrazinamidu je znamo, Ze vykazuje silnou antituberkularni
in vivo aktivitu, ovSem problematické je méfeni jeho in vitro aktivity. Divodem je
antibakterialni aktivita zavisla na pH, kysliku a teploté, coZ je pro hodnoceni latentnich bakterii,
kde neni pozorovan zadny rust, obtizné. Kyselé prostiedi potfebné pro aktivitu PZA naopak
neni vhodné pro bakteridlni rist, ktery je zde pomaly. Problémem je 1 nestabilita pH
kultivacniho média, které milize byt zvySovano amoniakem jakozto produktu enzymatické

bakteridlni hydrolyzy PZA, coz vytstuje v inaktivitu léciva. 3% 34

O
N
[ \j)J\NHz
—
N
Obrazek 9 Pyrazinamid

O mechanismu u¢inku PZA a jeho potencialnich buné¢nych cilech bylo napsano jiz mnohé
a stale nepanuje jasna shoda. PZA muze ptechazet pies bakterialni sténu pasivni difuzi, ovsem
i aktivni transport je mozny. Rovnéz jako INH je i PZA proléCivem, které je
pyrazinamiddzou/nikotinamidazou, kddovanou genem pncA, ptevadéno na svou aktivni formu,
tj. pyrazinkarboxylovou kyselinu (POA). Mutace tohoto genu, tj. zablokovani enzymatické
pfemény amidu na karboxylovou kyselinu vede k rezistenci bakterie. V cytosolu mykobakterie
(pH blizké 7) figuruje POA jako slaba kyselina v deprotonované formé, kterd je efluxnim
systémem z bakterie vylu¢ovana do kyselého prosttedi makrofagi, kde je protonovéana a znovu
resorbovéna pasivni difuzi do cytoplazmy bakterii, kterou v tomto cyklickém kroku okyseluje.
Timto zplsobem dochazi k naruSeni redoxni homeostdzy, ktera se projevi naruSenim
membranového transportu a v koneéném diisledku bakterialnim poskozenim. 3% 3 Toto je
klasicky ¢€i ,,tradi¢ni* pohled na jeho mechanismus t¢inku.

Dal§im z navrZzenych mechanismiit PZA je naruSeni biosyntézy mastnych kyselin a
metabolismu fosfatd, jakoZto kompetitivniho inhibitoru s NADPH (kofaktor FAS I) o vazebné
misto FAS I 3 35 Jinou moZnosti mechanismu je naruSeni de novo biosyntézy
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD) tim, Ze PZA inhibuje katalytickou aktivitu
fosforibosyltransferazy kyseliny chinolinové (MtQAPRT4za: krystalické struktura QAPRTazy
z Mycobacterium tuberculosis H37Rv). 336
Mechanismus naruSeni trans-translace je uvadén v souvislosti s proteinem S1 (RpsA),

ktery zde figuruje jako cilova struktura pro POA. S1 je ribozomalni protein majici vliv na vazbu
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tmRNA-zablokovany ribozom. Role tmRNA (transferovd-mediatorovda RNA) spociva
v odstraiiovani zablokovanych ribozomii z mRNA templatu. Vazba POA na RpsA tedy brani
tmRNA ve funkci, coz se projevi zablokovanim trans-translace a v kone¢ném disledku
zivotaschopnosti bakterie. Nadmérnd exprese a mutace RpsA je spojena s rezistenci vici
POA. ** 37 Tento mechanismus byl viak zpochybnén publikaci od Dillona a jeho skupiny, ¥
ktera pfinesla zjisténi, Ze pasobeni PZA v M. tuberculosis je zcela nezavislé na RpsA a trans-
translaci. Dle jejich vysledki protein RpsA interaguje s jednovlaknovou RNA, ale ne s POA.
Dale dtive objeveny polymorfismus rps4 u PZA odolnych kmenl neposkytuje rezistenci vaci
tomuto léCivu pii rekonstrukci v laboratornich podminkéach. Trans-translacni in vitro test
s purifikovanymi ribozomy M. tuberculosis navic ukdzal, ze interferujici oligonukleotid ma
schopnost inhibovat trans-translaci, zatimco POA nikoliv.

Nov¢jsim poznatkem je spojitost mechanismu ucinku a rezistence PZA s genem panD,
ktery koduje aspartat dekarboxylazu (PanD). Tento enzym je potfebny pro syntézu
pantothendtu, coz je dualezitd komponenta koenzymu A, jenz ma vliv na energeticky

metabolismus bakterie. 3% 3°

3.2.1.3 Rifampicin

Rifampicin (Obrazek 10) je rifamycinovy derivat patfici do skupiny ansamycinovych
antibiotik. Jako antituberkulotikum byl do 1é€by zaveden v roce 1972 a doposud se jedna
o jedno z nejucinnéjSich antituberkulotik. Vyhodou rifampicinu je jeho G¢innost nejen vici
aktivnimu, ale 1 latentnimu staddiu mykobakterii. V soucasné dobé (2. a 3. faze klinickych studii)
probiha testovani vysokych davek rifampicinu (35 mg/kg) ve spojitosti se zkracenim a

zvysenim efektivity 1écby TB. > 3°

Obrazek 10 Rifampicin
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Mechanismus ucinku tohoto 1é¢iva byl popsan jako inhibice syntézy RNA v podobé¢
navazani se na DNA dependentni pf-podjednotku RNA polymerazy. VétSina klinicky
izolovanych kmenti rezistentnich mykobakterii na rifampicin obsahuje mutaci genu rpoB
kédujici DNA dependentni f-podjednotku RNA polymerazy. Disledkem této mutace dochazi
ke konformacnim zménam ovlivitujicim afinitu lé¢iva k danému enzymu. Rezistence je

zkiizena s ostatnimi ansamycinovymi antibiotiky. > 3% 40

3.2.1.4 Ethambutol
Ethambutol (Obrazek 11) se zacal v 1é€bé TB pouzivat v roce 1966, chemicky se jedna
o chirdlni molekulu s u¢innym §,S5-(+)-izomerem a ndzvem (25)-2-[2-{[(25)-1-hydroxybutan-

2-yl]amino } ethylamino]butan-1-ol.

Obrazek 11 Ethambutol

Svym mechanismem ucinku je to bakteriostatickd latka naruSujici biosyntézu
arabinogalaktanu a lipoarabinomannanu v bakteridlni st€n€ inhibici tfi arabinosyl transferaz
(EmbA, EmbB a EmbC), ¢imz zvySuje jeji propustnost. Mutace genu embB kodujiciho

arabinosyl transferazu vede k rezistenci. 3% 41 42

3.2.2 Druha linie antituberkulotik

3.2.2.1 Kyselina para-aminosalicylova

Kyselina p-aminosalicylova (PAS; Obrazek 12) je uzivana v 1é€bé TB od roku 1944, kdy
byla zpoc¢atku dokonce soucasti prvni linie antituberkulotik spole¢né s INH a streptomycinem.
Postupem cCasu vSak byla nahrazena ethambutolem a nyni je fazena do druhé linie 1éCiv

proti TB. #3-44
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Obrazek 12 Kyselina para-aminosalicylova

Mechanismus ucinku PAS neni zcela objasnény. Pravdépodobnou moznosti je
kompetitivni inhibice s kyselinou p-aminobenzoovou pii syntéze kyseliny tetrahydrolistové
(kofaktor fady enzymt). Tato kyselina je u nékterych mikroorganisma na rozdil od savci
syntetizovana de novo, ¢ehoz je vyuzivano pii 1écbé sulfonamidy (kompetitivni antagonisté
kyseliny p-aminobenzoové o vazbu na dihydropteroat syntetazu) ¢i trimethoprimem a
methotrexatem (oba inhibibuji dihydrofolat reduktazu). PAS je jako prekurzor pfeménén dvéma
enzymatickymi reakcemi na hydroxy-dihydrofolat, ktery inhibuje dihydrofolat reduktazu a
v kone¢ném diisledku bakterialni biosyntézu kyseliny tetrahydrolistové. 3+ 4343

Druhym moznym mechanismem PAS je nekompetitivni inhibice se salicylaty pii syntéze
mykobakteridlnich siderofortt mykobaktinu a karboxymykobaktinu, ¢imz dochézi k naruseni
bakteridlniho vychytavani zeleza. 3* 4346

Rezistence vuci PAS je spojena s vice mechanismy zahrnujicimi (1) jeji nedostatecnou
bioaktivaci pii folatové syntéze; (2) zmirnéni dopadi inhibice dihydrofolat reduktazy (pfeména
dihydrofolatu na tetrahydrofolat) cestou pies enzym RibD (riboflavin biosynthesis protein)
zabezpecujici pro bakterii dostateCnou konverzi tetrahydrofolatu; (3) mutace v genu thyA
vedouci k nefunkéni thymidylat syntdze A a upfednostnéni thymidylat syntazy X poskytujici
potfebny deoxythymidin monofosfat; (4) aktivace efluxniho systému snizujici kumulaci PAS

v bakterii. 3+

3.2.2.2 Bedachilin

Bedachilin (TMC207; (1R,2S)-1-(6-brom-2-methoxy-3-chinolinyl)-4-dimethylamino-2-
(1-naftyl)-1-fenylbutan-2-ol; Obrazek 13) patii do nové tfidy antimikrobidlnich latek zndmych
jako diarylchinoliny. Je to zaroven prvni 1€k po vice nez 40 letech, ktery byl schvéalen FDA jako
antituberkulotikum. V soucasnosti probiha také 3. faze klinického testovani, kdy je sledovana
jeho bezpecnost a Gcinnost v ramci kratkych rezimi MDR-TB (6 a 9 mésicli) ve srovnani

s aktualizovanym standardnim zkracenym rezimem, prvni vysledky jsou ocekavany v roce

2020.%%
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Obrazek 13 Bedachilin

Bedachilin selektivné cili a inaktivuje bakterialni Fi/Fo-ATP syntdzu (podjednotka c),
pficemz na sav¢i Fi/Fo-ATP syntdzu vliv nemd. Tento enzym je vysoce specificky a klicovy
v procesu oxidativni fosforylace pii produkci ATP. 47-48

Doposud bylo popsano nékolik mechanismii rezistence na bedachilin. Nejvyznamnéjsi
z nich jsou mutace vyskytujici se na dvou oddé€lenych genech. Prvni mutace genu vedouci
k rezistenci je v atpE, kéduje podjednotku ¢ ATP syntdzy, ¢imz dochézi k naruSeni vazby
mezi bedachilinem a jeho cilovym mistem. Druh4 je pak spojena s genem rv0678, ktery koduje

transkrip&ni regulaéni protein Rv0678 a projevuje se up-regulaci efluxnich pump. >3

3.2.2.3 Delamanid

Delamanid (OPC-67683; (2R)-2-methyl-6-nitro-2-[(4-{4-[4-(trifluormethoxy)fenoxy]-1-
piperidinyl} fenoxy)methyl]-2,3-dihydroimidazo[2,1-b][1,3]oxazol; Obrazek 14) je dalSim
nov¢ zavedenym léCivem proti TB. Toto peroralni 1é¢ivo se zaroven nachazi ve 3. fazi
klinického testovani, kdy bylo nedavno dokonéeno hodnoceni jeho bezpec¢nosti a uinnosti,
jakoZzto dopliiku k optimalizovanému zakladnimu rezimu pro 1é¢bu dospélych pacientii s MDR-

TB. Koneéné vysledky se ocekavaji v nejblizsi dobg.
o)
FF
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O
o
Obrazek 14 Delamanid

Nitroimidazooxazoly (zastupce delamanid) jsou jedine¢né vzhledem k ostatnim

slou¢enindm v nitroimidazolové tiidé, kam patii napf. nitroimidazooxaziny (pretomanid).
17



Vyhodou delamanidu je zptasob metabolizace albuminem (Obrazek 15) a nikoliv enzymy
cytochromu P450, coz zna¢né snizuje riziko 1ékovych interakci nejenom s bézné pouzivanymi

antituberkulotiky, ale tfeba 1 antiretrovirotiky. Niz§i hepatotoxicita spojena s timto

metabolismem je pak dalsi vyhodou. 430
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Obrazek 15 Predpokladany mechanismus metabolizace delamanidu albuminem *°

Delamanid ma baktericidni u¢inek vici replikujicim 1 nereplikujicim se (latentni faze)
mykobakteriim, v€etné téch rezistentnich. Jeho mechanismus plisobeni ovSem pfesné znam
neni. Po aktivaci mykobakteridlni deazaflavin (Fa20)-dependentni nitroreduktazou (kédovanou
Rv3547 genem) pravdépodobné inhibuje biosyntézu keto- a methoxy-mykolovych kyselin
bez vlivu na a-mykolové kyseliny, coZ se projevuje smrti mykobakterii. Nicméné navrzeny
mechanismus plné€ nevysvétluje danou problematiku, nebot” delamanid (spolu s pretomanidem)
plsobi 1 na nereplikujici se mykobakterie, kde biosyntéza mykolovych kyselin nepievlada.
V téchto anaerobnich podminkach je mechanismus u¢inku nitroimidazolovych derivati
(delamanidu a pretomanidu) vysvétlovan redukci jejich nitroskupiny mykobakterialni
deazaflavin (Fa0)-dependentni nitroreduktdzou, az po vznik des-nitro formy za uvolnéni
kyseliny dusité, dale disproporciované na oxid dusnaty a jiné reaktivni formy dusiku, které jsou
pro mykobakterie toxické. Deazaflavin Fao mé strukturdlni podobu kofaktori zaloZenych
na riboflavinu a je zapojen do redoxnich reakci (donor hydridu). 3+ 4% 5!

Prolécivo delamanid vyzaduje enzymatickou aktivaci a ta je spojena s rezistenci v podob¢

mutaci gentt kodujici koenzym Faxo (fad, Rv3547, fdiA, fbiB a fbiC). 3% %
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3.2.2.4 Pretomanid

Potencialni a zatim neschvélené antituberkulotikum pretomanid (PA-824; (6S5)-2-nitro-6-
{[4-(trifluormethoxy)benzyl]oxy}-6,7-dihydro-5H-imidazo[2,1-b][1,3]oxazin; Obrazek 16)
patii do nitroimidazolové skupiny nitroimidazooxazini a aktualn¢ se nachédzi ve 3. fazi

klinického testovani jako soucast kombinovanych 1é€ebnych reziml na citlivé a rezistentni

kmeny TB. °
FYO
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Obrazek 16 Pretomanid

Prolécivo pretomanid vyzaduje podobnou enzymatickou aktivaci mykobakterialni
deazaflavin (F420)-dependentni nitroreduktazou jako delamanid. Mechanismus uc¢inku je rovnéz
podobny s delamanidem, tj. (1) v aerobnich podminkach narusuje biosyntézu mykolovych

kyselin a v (2) anaerobnich podminkach granulomt (nereplikujici se mykobakterie) dochézi

k uvoliiovani oxidu dusnatého. Rezistence je i zde spojena s biosyntézou koenzymu Faz. >

3.2.3 Ostatni lé¢iva druhé linie

Tabulka 1 reportuje 1é€iva druhé linie obsaZené v textu s jejich mechanismem ucinku.

Tabulka 1 Seznam v textu zminénych 1é¢iv druhé linie

Skupina Lécivo Mechanismus G¢inku

Levofloxacin *

Inhibice bakteridlnich topoizomeraz
typu I, coz jsou esencidlni enzymy

Fl hinol Moxifl I .
norochinotony 0).(1 oxa‘cm zapojené do klicovych bunéénych
Gatifloxacin oy . 53
procest véetné replikace DNA.

Streptomycin®**

Aminoglykosidy Amikacin Inhibice bakteridlni proteosyntézy. >4
Kanamycin

Polypeptidy Kapreomycin Inhibice bakteridlni proteosyntézy. >

Thioamidy Ethionamid Po mykobakterialni enzymatické

Prothionamid aktivaci inhibuji InhA. %
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Inhibice syntézy peptidoglykanové

Deriva Cykloserin . el o
] v ] Y .. slozky bakterialni bunécné stény. 37
aminokyselin Terizidon 53
Oxazolidinony Linezolid * Inhibice bakterialni proteosyntézy. >°
NarusSeni bakteridlni bunééné
Riminofenaziny Klofazimin ** membrany uvoliiovanim reaktivnich

forem kysliku (ROS). #

p-laktamova
antibiotika

Karbapenemy

Imipenem
Meropenem

Vazba na penicillin-binding proteiny
a inhibice syntézy bakterialni stény.
60,61 pod4vaji se spolu s inhibitory
f-laktaméz (kyselina klavulanova) ¢i

Peniciliny Amoxicilin dehydropeptidaz (cilastatin), které
brani jejich rozkladu. 6% 63

Inhibice biosyntézy mykolovych

Thioacetazon .
kyselin. 6% 3

* v soucasné dobé v 2. fazi klinického testovani (podle WHO)
** v soucasné dobé v 3. fazi klinického testovani (podle WHO)
*** n¢kdy fazen i do prvni linie antituberkulotik

3.24 Lécebné rezimy tuberkulozy

Soucasna 1écba 1€ékoveé nerezistentnich kmeni TB spocivd v dvoumésicni intenzivni
ctytslozkove 1éCebné procedure, zahrnujici rifampicin, INH, pyrazinamid a ethambutol, ktera
je poté nasledovana Styfmési¢ni dvouslozkovou v podobé rifampicinu a INH. ¢

Rizikovéjsi podobou TB jsou jeji rezistentni formy, ke kterym kromé snadného prenosu
onemocnéni piispiva i nedostate¢ny celosvétovy piistup pacientl k 1é€bé, respektive k [é€iviim.
Tato neuplna Ié¢ba se odrazi v celkovém rozvoji 1ékové rezistence. V konec¢ném dusledku proto
eradikace MDR-TB c¢asto trva déle nez 2 roky a spoléhé se na toxi¢téjs$i a méné ucinna 1éciva
druhé linie, kterd jsou v postizenych oblastech mnohdy jest¢ daleko vzacnéjsi
nez antituberkulotika prvni linie. > % Terapii TB ¢asto sou¢asné znesnadiiuji i lékové interakce
ptilécbe koinfekei. Prikladem miZze byt induktor cytochromu P450 (lidsky enzym
metabolizujici 1é¢iva) rifampicin s antiretrovirotiky. Tato interakce vede pii 1écbé
koinfikovanych pacientt (TB+HIV) k dramatickému snizeni plazmatickych hladin
antiretrovirovych 1é¢iv, a tedy nedostatecné 1écbé HIV. Pacienti jsou proto Casto nuceni
dokoncit lécbu TB pred zahdjenim lé€by HIV. Celkova prognoza téchto koinfikovanych

pacientil je z diivodu délky 1é¢by TB velmi neptizniva. ¢
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Kromé jiz zminénych MDR-TB a RR-TB byly popsany i dalsi formy rezistenci: XDR-TB,
ktera je definovana jako MDR-TB plus rezistence na minimalné¢ jedno lé¢ivo z obou
injek¢énich 1é¢iv (amikacin, kapreomycin nebo kanamycin). Totdlné Iékové-rezistentni
tuberkuldza (TDR-TB; totally drug-resistant tuberculosis) byla svého &asu evidovana v Cing,
Indii, Africe ¢i vychodni Evropé, ale s nastupem antituberkulotik nové generace, bedachilinu a
delamanidu, byla prozatim eradikovéna. > 6> 6

V roce 1997 byly vydany lécebné pokyny pro rezistentni formy TB, které jsou na zdklad¢
studii neustale aktualizovany. Zatim posledni aktualizace probehla v roce 2016, kdy byl
doporucen standardizovany 9 az 12 mési¢ni 1écebny zkraceny rezim jako prvni volba u pacientii
s MDR-TB nebo RR-TB, ktefi nebyli diive 1é¢eni 1é¢ivy druhé linie a u kterych byla vyloucena
rezistence vuci fluorochinolonim a injekénim 1éCivim druhé linie nebo je povazovana
za vysoce nepravdépodobnou. ¢’

Zkréaceny lécebny rezim se sklada ze dvou odliSnych ¢asti: prvni ¢tyfméesicni intenzivni
faze (v pripad¢ vysoké detekce sputum-pozitivnich natérit mize trvat i 6 mésicli) zahrnuje
gatifloxacin/moxifloxacin, kanamycin, prothionamid, klofazimin, vysoké davky INH,
pyrazinamid a  ethambutol. Po této fazi nasleduje  pétimesicni  terapie:
gatifloxacin/moxifloxacin, klofazimin, pyrazinamid a ethambutol. ¢ ¢

Delsi rezim 1écby MDR-TB trvé obvykle 18 a vice mésicti a mtize byt standardizovany ¢i
individualni. Jsou zde skupiny pacientd zahrnujici formy RR-TB, véetné pacientd s kmeny
citlivymi na INH nebo s MDR-TB, piipadné XDR-TB. % ¢7 Pfi sestavovéani 1é¢by delsiho
rezimu MDR-TB je cilem zkombinovat nejméné pét ucinnych 1éCiv v intenzivni fazi 1écby.
Vybér 1€ku je zaloZzen na pravdépodobnosti jejich u¢innosti v souvislosti s formou rezistence
dané mykobakterie, koinfekce ¢i jiné spolu se vyskytujici nemoci a rizik nebo vyhod
souvisejicich sléCbou ¢ lécivem. Pii  vybéru se vychdzi ztéchto skupin

1é¢iv (viz Tabulka 2): 6667

Tabulka 2 Obecny postup pii sestavovani dlouhého rezimu MDR-TB 66 ¢7

levofloxacin
Jeden fluorochinolon nové generace moxifloxacin
gatifloxacin
Jedno injek¢ni 1éCivo druhé linie amikacin
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kapreomycin
kanamycin

streptomycin*

ethionamid/prothionamid

_ o cykloserin/terizidon
Dvé nebo vice 1é€iv druhé¢ linie . '
linezolid
klofazimin
Pyrazinamid ¢i jakékoliv jiné 1éCivo prvni pyrazinamid
linie za predpokladu, Ze mlze pomoci ethambutol
posilit 1é¢ebny rezim vysoké davky INH
V ptipadé nahrady nebo posileni 1éciva .
o bedachilin
druhé linie vsouladu se soucasné ‘
delamanid

stanovenou Iékovou politikou

kyselina p-aminosalicylova

imipenem-cilastatin
Pokud rezim nelze sestavit jinak, ptidava
meropenem
se néktera z téchto latek ¢i kombinaci
amoxicilin-klavulanat

thioacetazon

* pokud nemohou byt pouzity tfi predeslé z této skupiny

V obecném souhrnu jsou mezi nejcastéjSimi rizikovymi faktory pii selhani lécby
rezistentnich forem TB uvadény: non-compliance (nedodrZeni 1é¢ebného postupu pacientem),
nevhodné 1ékové reZimy, kombinace a davkovani ¢i primarni infekce s jiZ rezistentnimi kmeny

na podana lé¢iva. %

3.3 Nové pristupy a sméry ve vvyvoji léCiv

Pti vyvoji novych 1é€iv by mél byt kladen diiraz na hledani nového mechanismu G¢inku
s ohledem na riziko zkiiZené rezistence, rychlou baktericidni G€innost 1é¢iva zkracujici délku
lécby, na optimalizaci farmakokinetickych/farmakodynamickych vlastnosti umoziujici

peroralni podani jednou denné, nizky interakéni potencial povolujici kombinaéni 1écbu, dobry
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bezpecnostni profil vhodny 1 pro déti a téhotné zeny. Déle pak cena, stabilita a tolerance
pacientem. >

S pfibyvajicim poznanim se roz$ifuji i moznosti naSeho experimentalniho badani, coz
za posledni dobu umoznilo objasnéni nékolika ¢initelt ovliviiuyjicich rezistenci vici soucasné
uzivanym antituberkulotikiim. Jedna se zejména o spontdnni mutace, které interferuji vazbu
cil-1€k, naptiklad u rifampicinu je to mutace genu rpoB Ci pro fluorochinolony mutace gyrA/B.
Jinou moznosti je znemoznéni aktivace prekurzoru u INH v katG genu ¢i fgd genu
u PA-824, ptipadné¢ nadmérna exprese cile v promotorové oblasti inh4 u INH/ethionamidu.
Fenotypovou rezistenci vyznamné ¢asti klinicky izolovanych kment TB vSak nelze vysvétlit
pouze témito mutacemi. Totiz az 30 % izolovanych kmenil rezistentnich vii¢i INH a pfiblizné
5 % rezistentnich vici rifampicinu neobsahuji zddné mutace ve znamych genech pro rezistenci.
Dale pak zacina byt ziejmé, ze bakterie nejsou jen divaky své vlastni evoluce, nybrz vyvijeji
fadu mechanism, které jim usnadiiuji adaptaci na zmény v prostfedi (napf. vystaveni ucinklim

1é¢iv) a moduluji svoji 1ékovou rezistenci, coZ jen ilustruje sloZitost této problematiky.

3.3.1 Peptidové nosice na bazi tuftsinu

Soucasny vyvoj antituberkulotickych 1é¢iv se snazi cilit na malé molekuly, které jsou
schopny narusit funkce cilovych proteinil s naslednou inhibici klicovych metabolickych drah a
mykobakteridlnich funkci. Navzdory mnoha identifikovanym molekulam s nizkou in vitro
minimalni inhibi¢ni koncentraci se vSak stale nedafi vypotadat s nizkou biodostupnosti danou
piedevS§im Spatnou rozpustnosti ve vod¢, nizkou bunécnou permeabilitou ¢i nespecifickym
z4sahem do bunék hostitele. "° Tyto problémy by mohly piekonat peptidové nosi¢e na béazi
tuftsinu, které jsou jednim z ptistupli zvySovani lékové specifity. Maji roli selektivniho nosice
(tzv. targeting neboli cilené sméfovani) do infikovanych makrofagl, pficemz mohou dale
piinaset fadu vyhod, jako napfi. lepsi rozpustnost a biodostupnost navdzanych hydrofobnich
1éciv, prodlouzeny biologicky polocas, zlepSeny terapeuticky index ¢i moznost fizeného
uvolhovani 1é¢iva spolu se snizenou imunogenicitou a toxicitou.” 773

Podle odhadi existuje az 70 000 tuftsin-vazebnych mist na povrchu fagocytujicich
bunék. 7 Tuftsin je piirodni tetrapeptid (lidsky: TKPR; psi: TKPK) produkovany
pii enzymatickém S§t€peni Fc-domény tézkého fetézce imunoglobulinu G (IgG) dvéma enzymy:

leukokinindzou a tuftsin endokarboxypeptiddzou, kterd se vyskytuje ve sleziné. Uvolnény
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peptid nasledn¢ aktivuje nékolik slozek imunitniho systému véetné granulocytii a makrofaga,
¢imZ potencuje jejich aktivitu. 74

V uplynulych letech byla na oddéleni peptidové chemie Mad’arské akademie véd
v Budapesti vyvinuta nové skupina oligopeptidovych nosict zaloZzenych pravé na tuftsinové
sekvenci s opakujicimi se jednotkami pentapeptidu [TKPKG], (n = 1, 2, 4, 6, 8). Tyto
oligotuftsinové derivaty byly odvozeny od psiho tuftsinu (TKPK), ktery ma diky svému
druhému lysinovému zbytku v sekvenci Sir§i kombina¢ni moznost syntetickych spojeni
peptidového nosice s biologicky aktivni ¢i ptipadné hydrofobni molekulou (palmitova, maselna
kyselina atd.) hrajici dalezitou roli v interakcich s lipidovou membrénou bakterie (lipofilita,
membranova afinita ¢i zapouzdrovaci efekt). ProdlouZenim fetézce o glycin na C-konci dochazi
zejména k omezeni racemizace. Tyto vyvinuté nosice jsou netoxické, neimunogenni a vykazuji
stejné biologické chovani jako tuftsin (tj. vazba na makrofagové receptory, imunostimulace,
stimulace chemotaxe monocytli a makrofagt). 7> 7> 76:77

Perspektivu nosict s intracelularni aktivitou doklada studie, kdy byly nékteré tuftsinové
derivaty v konjugaci s INH in vitro vyzkouseny proti kmeni M. tuberculosis H37Rv. Hodnoty
MIC (pocitany na obsah INH v nosici) téchto konjugatti: GTKPK(INH-CH.-CO)G (MIC =0,18
pg/ml) a [TKPK(INH-CH-CO)G]: (MIC = 0,32 ug/ml), pfi propojeni peptidového nosice
s INH skrze glycin (INH-glycin-NH-peptidovy nosi¢; Obrazek 17) byly srovnatelné s INH
(MIC = 0,16 pg/ml) a jsou tedy nad&nym piislibem pro dal§i experimentilni vyvoj. '8
Ptikladem tohoto pokra¢ujiciho vyzkumu miize byt naptiklad nase publikace 7* pojednavajici
o konjugaci nosicli se salicylanilidy za ziskani antimykobakteridln¢ aktivnich sloucenin, viz

kapitola 5.2.3.
O H (0]
= N,N\)J\N,Peptld
| H H
N

Obrazek 17 Spojeni INH s peptidovym nosi¢em 78

3.3.2 Salicylanilidy

Salicylanilidy (2-hydroxy-N-fenylbenzamidy; Obrazek 18) jsou Sirokospektré antifungalni

79

a antimikrobidlni slouceniny, zahrnujici antimykobakteridlni aktivitu nejen vuci

Mycobacterium tuberculosis, ale také proti atypickym mykobakteridlnim kmenim
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(Mycobacterium avium, M. kansasii ¢i M. abscessus), kde standardni antituberkulotika ¢asto

selhavaji. 73 8- 81

e
N
H
OH
Obrazek 18 Salicylanilid

3.3.2.1 Protonoforovy mechanismus salicylanilidu

Pro biologickou aktivitu salicylanilidi je nezbytnd fenolickd skupina na salicylovém
kruhu. Miize jim naptiklad umoZznovat funkci protonofori (Obrazek 19) neboli protonového
pfenaSece do intracelularniho prostoru mykobakterie a mitochondrie. Zaporny dekadicky
logaritmus disocia¢ni konstanty (pKa.) fenolické skupiny salicylového kruhu se nachazi
v blizkosti fyziologického rozmezi pH a v mirné zasaditém intraceluldrnim prostredi
mykobakterie mliZze disociovat za vzniku deprotonované fenolatové formy. Stabilizaci fenolatu
vodikovou vazbou s -NH- skupinou je umoznén salicylanilidim za pomoci pozitivniho
elektrochemického gradientu navrat do extraceluldrniho prostoru. Zde v nizSim pH je fenolat
protonizovan a piipraven pro dalSi prostup ptes mykobakteridlni membranu. Timto
okyselovanim intracelularniho mykobakteridlniho prostfedi dochazi k naruSeni membranového
transportu (protonovy gradient) a oxidativni fosforylace, coZz méa za nasledek smrt

mykobakterie. 8182
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Obréazek 19 Mechanismus salicylanilidii narusujici protonovy gradient mykobakterii >

3.3.2.2 Mykobakterialni isocitrat lyaza

U salicylanilidovych derivati byla zjisténa schopnost narusovat piisobeni mykobakterialni

isocitrat lyazy, kdy derivaty A a B inhibovaly pti 100 uM koncentraci az cca 60 % enzymové
aktivity (Obrazek 20). 3

e

N
R H A:R'=5Cl R2=4-CF; R®=H
(?3 B:R'=4-Cl R?=4-CF; RS = pyrazinoyl
R

Obréazek 20 Dva nejucinngjsi salicylanilidové inhibitory isocitrat lyazy *

Isocitrat lyaza (ICL) je Mg** dependentni enzym, ktery je pfitomny v bakteriich (v&etné
mykobakterii), houbéch i rostlinach, ale u obratlovcti chybi. U M. tuberculosis jsou znamy jeho
dvé¢ izoformy: ICL1 a ICL2, kédované geny icll a aceA (icl2). Kmen M. tuberculosis H37Rv
ma gen aceA rozdélen jesté na aceda a aceAb, jejich funkce ovSem neni zatim pIné objasnéna.
ICL1 a ICL2 se zdaji byt nezbytné v metabolismu mastnych kyselin M. tuberculosis béhem
aktivni replikacni faze. Experimenty zaroven odhaluji, Ze 1 pro pteziti M. tuberculosis
v nereplikujicim latentnim obdobi je ICL dulezita, oviem piesnd role ICL1 a ICL2 neni jesté
plné zndma. Tento enzym hraje pravdépodobné roli v mykobakteridlnim glyoxylatovém 1

methylcitratovém cyklu, viz Obrazek 21. 3% %
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Glyoxylatovy cyklus je alternativni cestou metabolizace trikarboxylovych kyselin (TCA)
a zahrnuje dva enzymy: isocitrat lyazu a malat syntazu. Isocitrat lydza katalyzuje Stépeni
D-isocitratu na sukcinat a glyoxylat, ktery je poté za pomoci malat syntdzy kondenzovan
s acetyl-CoA na malat. Meziprodukty TCA cyklu jako oxalacetat jsou pribézné dopliovany
anaplerotickymi reakcemi ze sukcinatu a malatu, produkti glyoxylatového cyklu. Mastné
kyseliny jsou vyuzivany mykobakteriemi jako zasoba uhliku, pficemz béhem latentni faze se
dokonce mohou stat i preferovanym zdrojem. Tyto kyseliny jsou na principu p-oxidace
odbouravany za vzniku acetyl-CoA, ktery je v glyoxylatovém cyklu asimilovan bez ztrat uhliku
jako tfeba oxidu uhli¢itého. Tento cyklus mize byt proto obzvlasté dilezity pro latentni M.
tuberculosis nachazejici se v relativné hypoxickém prostiedi bez ptisunu vnéjSich Zivin. Pravé
zde mulze totiz mykobakteriim umoznit bezztratové vyuziti uhliku pro nezbytnou
glukoneogenezi. 33 84 8

M. tuberculosis miize béhem infekce vyuzivat nejen své lipidové zasoby, ale 1 mastné
kyseliny hostitele. Piestoze jsou ptirodni Zivocisné mastné kyseliny sloZzeny pouze ze sudého
poctu uhlikl, bakterie véetné mykobakterii maji schopnost syntetizovat i kyseliny s lichym
fetézcem. Nicméné f-oxidace mastnych kyselin s lichym fetézcem je pro bakterie potencialné
Skodliva, jelikoZ vznika pro né toxicky propionyl-CoA a propionat. Dal§im mykobakterianim
zdrojem uhliku miize byt cholesterol, jehoZz odbouravéani téz ptinasi jako vedlejsi produkt
propionyl-CoA. Methylcitratovy cyklus umoznuje preménu propionatu a propionyl-CoA

na méné toxické formy a mykobakterialni ICL je pravdépodobné jeho soucasti. 34
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Obrazek 21 Schématické zndzornéni TCA, glyoxylatového a methylcitratového cyklu

3.3.2.3 Dalsi moznosti pusobeni salicylanilidi

Salicylanilidy mirn€ inhibuji lidskou 1 bakterialni methionin aminopeptidazu, coz je enzym

katalyzujici kliCovy krok v posttranslatni modifikaci vznikajicich proteinti odstranénim

N-koncového methioninu, tj. jednoho z Givodnich kroki bakterialni proteosyntézy. *° Spektrum

jejich piisobnosti dale zahrnuje inhibi¢ni vliv na dvou-komponentni regulaéni systém 86 &i réizné

bakteridlni enzymy jako transglykosylaza, ¥’ sortdza A, 38 D-alanin-D-alanin ligiza, %° L-alanin

dehydrogendza, lysin e-aminotransferdza, chorismat mutdza, pantothenat syntetdza °° nebo

acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza. °! Biologicka, respektive cytoxicka aktivita

salicylanilidii je zndma rovnéz v souvislosti s receptory epidermalniho rastového faktoru

(EGFR) podilejicich se na patogenezi ruznych nadorti epitelidlniho ptivodu (napt. prsu,

vaje¢niku ¢i karcinom plic

). 92
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3.3.2.4 Vztah mezi strukturou a antimykobakterialni aktivitou

3.3.2.4.1Salicylovy kruh

Odstranéni fenolické skupiny ze salicylového kruhu (pfi 3,5-bisCF3 obsazeni anilidového
cyklu) vedlo k celkové ztraté aktivity vii¢i mykobakterialnimu kmeni H37Rv (MIC >50 uM).
Pti odstranéni 5-Cl1 substituentu (MIC = 3,1 uM) se ucinnost snizila 2-4x (MIC = 6,3-13 uM),
zatimco jeho ndhrada za jiny halogen (F, Br ¢i I) mohla vést k mirnému poklesu aktivit (az 2x).
Substituce 5-methoxy skupinou vedla k MIC = 6,3-13 uM a 5-NO> pak pftinesla uplnou ztratu
ucinku (MIC >50 uM). Vysledky naznacily pozitivni vliv slabé elektron-akceptorni skupiny
na inhibi¢ni aktivitu. 8

Doposud ziskané SAR vysledky salicylového kruhu naznacuji, ze nejvyhodnéjsi substituce
je ClI vpoloze 4 nebo 5 a Br v poloze 5. Konkrétné¢ 5-brom-2-hydroxy-N-[4-
(trifluormethyl)fenyl]benzamid a  5-chlor-2-hydroxy-N-[4-(trifluormethyl)fenyl|benzamid
inhibujici rist M. tuberculosis pti koncentraci 1 az 2 pM patii k doposud nejucinnéj$im
zaznamenanym salicylanilidim. " 3 Zdvojnasobeni poétu bromovych & chlorovych
substituentli v polohdch 4 a 5 aktivitu zachovava (H37Rv MIC = 1-4 pM). 7 Zajimavym se jevi
zjisténi, Ze pfi umisténi NO2 skupiny do 4 polohy bylo pozorovano mirnéjsich, ale stale

vysokych aktivit vii¢i H37Rv s MIC >2 uM. 14

3.3.2.4.1.1 Shrnuti SAR pro salicylovy kruh
v" Fenolicka skupina v poloze 2

v" Slabé elektron-akceptorni atom Cl a Br v poloze 4 a/nebo 5

3.3.2.4.2 Anilidovy kruh

V této Casti se zda byt dllezita ptitomnost lipofilnéjsi a elektron-akceptorni skupiny (CFs,
Cl, Br atd.), zejména trifluormethylové v poloze 4. °-8? Srovnani inhibi¢nich aktivit vlivem této
skupiny pfi jejim rizném obsazeni anilinového kruhu (za 5-chlorsalicylové substituce) pfineslo
nasledujici vysledky. Hodnoty vii¢i mykobakteridlnimu kmeni H37Rv byly pfi poloze 2-CF;
(ortho poloha) MIC = 13-25 uM, 3-CF3 (meta poloha) MIC = 3,1-6,3 uM, 4-CF3 (para poloha)
MIC = 1,6-3,1 uM. Disubstituce odhalila klesajici t¢innost v fad¢: 3,4-bisCF; (MIC = 0,8-1,6
M) >3,5-bisCF; = 2,5-bisCF3; (MIC = 3,1 uM) >2,3-bisCF; (MIC = 6,3-13 uM). ¥
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3.3.2.4.2.1 Shrnuti SAR pro anilidovy kruh

v" Elektron-akceptorni skupina s vyssi lipofilitou jako CF3, Cl &i Br v poloze 3, 4, 5

3.3.2.5 Cytotoxicita a moznosti jeji redukce

Navzdory Sirokému spektru biologické aktivity charakterizuje bohuzel tyto slouceniny
nepfiznivy cytotoxicky profil, ktery zna¢né omezuje jejich 1écebny potencial. Cytotoxicita je
pripisovana fenolické skuping, kterd zaroven i urCuje aktivitu a Sifi jejich biologického
pusobeni. 3182

Nasi pracovni skupiné se na principu esterifikace fenolické skupiny salicylového kruhu
podaiilo Gspé$né redukovat toxicitu salicylanilidovych derivati. 3 %4 95 96 97. 98 Naptiklad
formou 4-substituovanych benzoatli, které inhibovaly mykobakterialni kmeny v rozsahu
MIC = 0,125-8 uM a zaroven nevykazovaly cytotoxicitu vic¢i lidskym bunkam jaterniho
karcinomu (HepG2) pti koncentraci 50 uM. *8

Salicylanilidovou esterifikaci tedy bylo dosaZeno nejen vysokych inhibi¢nich aktivit vii¢i
mykobakteridnim kmentim, véetné atypickych a rezistentnich, ale zaroven i vyrazné nizsich
hodnot cytotoxicit oproti vychozim salicylanilidim s volnou fenolickou skupinou. Proto jsme
v této esterifikaci pokraCovali s vyuZitim strukturdlnich fragmentd antituberkulotik prvni linie:
kyseliny isonikotinové a pyrazinkarboxylové. MySlenka spocivala v tvorbé zdvojeného
proléciva (mutual prodrug) s vyhodnéjsimi farmakologickymi vlastnostmi (biodostupnost,
fyzikaln¢é-chemické vlastnosti, cytotoxicita atd.), které po své bioaktivaci poskytne dvé ucinné

latky.

3.3.3 Triklosan
Triklosan znamy 1 jako irgasan (TRC; 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenol; Obrazek 22) je

lipofilni Sirokospektra antimikrobidlni latka obecné€ uZivana pti koncentracich 0,1-0,3 %, ktera
je soucasti domaciho vybaveni v podobé mydel, Cisticich prostfedkill, Samponii, zubnich past,
Gistnich vod, textilii ¢i deodorantti. °* '%° Tato Sirokospektra biocidni latka pronika bakterialni
bunécnou sténou a cili nékolik cytoplazmatickych a membranovych mist, véetné syntézy RNA
a tvorby makromolekul. Pfi vysokych koncentracich naruSuje syntézu bilkovin a lipidi ¢i
vyznamné poSkozuje bakteridlni membrany. Naopak pifi niz§ich koncentracich inhibuje

bakteridlni enoyl-ACP reduktdzu (Fabl) ve FAS II cyklu, zahrnujici naptiklad kromé
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mykobakterialni InhA 1 jeji dalsi homology v Bacillus subtilis, Helicobacter pylori, Escherichia
coli, Plasmodium falciparum, Pseudomonas aeruginosa & Staphylococcus aureus. °% 101102
Vice o triklosanu, jeho derivatech, SAR a antimykobakteridnich aktivitach je v nasledujici ¢asti
a naSem review. %2

OH Cl

Obrazek 22 Struktura triklosanu

3.3.3.1 Mechanismus pusobeni

Triklosanova inhibice InhA spociva v tvorbé komplexu s timto enzymem (Obrazek 23)
pfi usporadani, kdy je A-kruh TRC (Obrazek 22) v nevazebné n-w interakci s nikotinamidovym
kruhem (NAD") a zérovef jsou zachovany vodikové vazby mezi 2-hydroxylovou skupinou
rib6zy u NAD" a fenolickymi skupinami tyrosinu 158 (TYR-158) a triklosanu na A-kruhu.
Zbyvajici interakce maji hydrofobni charakter. Orientaci TRC v prostoru zajist'uje ortogonalni

postaveni jeho dichlorovaného B-kruhu (Obrazek 22) vici A-kruhu. 1%

Obrazek 23 Triklosan-InhA komplex '%*

V nedavné studii byl TRC popsan jako protonofor naruSujici chod mitochondrialniho
protonového transportu v eukaryotickych bunikach (ECso = 3,0-13,7 pM) bez vlivu

na cytotoxicitu. TRC déle snizoval degranulaci leukemickych potkanich bun¢k odvozenych

31



od linie bazofilnich mastocytli (rat basophilic leukaemia mast cells; RBL-2H3) a zaroven
zvysSoval jejich spotiebu kysliku. Methylaci fenolické skupiny A-kruhu, tj. odstranénim
ionizovatelného protonu, doslo ke ztraté této aktivity. % V souvislosti s dychacim fetézcem
byla dale popséana inhibi¢ni aktivita viici NADH oxidaze, sukcinat oxidaze, NADH-cytochrom
c reduktaze a sukcinat-cytochrom c reduktaze. '% Kromé téchto publikaci vzniklo v posledni
dob¢ 1 n€kolik pojednavajicich o protinadorovych vlastnostech TRC, konkrétné ve spojitosti

s retinoblastomem, '°7 rakovinou prsu ' a prostaty. 1%

3.3.3.2 Bezpecnost a toxicita

Lipofilni TRC (logP = 4,76) vzbuzuje neustalé¢ otazky z hlediska moZznych dopadi
na zivotni prostfedi a lidské zdravi vyplyvajici z jeho téméf vSudypfitomné expozice. Tento
antimikrobialni pfipravek hromadény v tukovych tkdnich byl detekovan v moci, matetském
mléce, plodové vodé& & krvi. Oviem dle rozséhlého review '% Ize jeho rozumné uZivéani
povazovat za bezpecné. Dosavadni systémové studie toxicity provedené na savcich zaroven
naznacily, Ze neni akutné toxicky, mutagenni, karcinogenni ¢i jinak nebezpecny pro vyvoj
jedince. Kazdopadné definitivni stanovisko toxicity TRC bude jeste trvat a vyzaduje detailné;si
studie, v€etné uplného popsani metabolizace v zivotnim prostiedi (O-methyltriklosan, dioxiny,
chlorované fenoly a chloroform), jeho biokumulace, vlivu na vodni ekosystém ¢i disruptivni
ovlivnéni endokrinniho systému (tj. strukturdlni podobnost s né¢kterymi androgeny, estrogeny
a hormony §titné zlazy). * 1'% Nové&jsi studie oviem naznaduji, Ze i pres protichidnost a
neuplnost ziskanych vysledkii TRC narusuje SirSim mechanismem ptsobeni endokrinni systém
s estrogenni aktivitou, tj. ovlivnéni metabolismu a funkce hormont, véetné jejich biosyntézy a
enzyml sni souvisejicich. Bohuzel vlivem rozdilnosti téchto studii, pouZitych zvifat a
experimentalnich podminek dosud nebylo dosaZeno shody ohledné Gi¢inkil a mechanism, které
vedou k naruSeni endokrinniho systému. Dale pak dosavadni epidemiologické studie jasné

neprokazaly vliv TRC na endokrinni systém ¢lovéka a je tedy zapotiebi dalsiho vyzkumu. '

3.3.3.3 Rezistence

Dtlezitou otazkou vzhledem k sou¢asnému rozSifeni TRC je riziko vzniku
rezistence. ' 112 Rezistenci vii¢i TRC a jeho zkiizenou rezistenci s antimikrobidlnimi 1é¢ivy
v laboratornich podminkach (mutace ¢i1 nadprodukce enoyl-ACP reduktdzy, zmény

propustnosti membrany ¢i eflux) se prokdzat podatilo, zatimco v klinickych/skute¢nych
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podminkach potiebné diikazy stale jesté chybi a jsou predmétem badani. Mozné vysvétleni
tohoto rozdilu spoc¢iva v laboratorni ¢istoté kultur a prostiedim bohatém na Ziviny, jez nejsou
zcela srovnatelné s béznym prostfedim. Dal§im aspektem je poddvand davka TRC,
tj. pii vyssich koncentracich je TRC mén¢ selektivni (= vznik rezistence je kvili poctu jeho
biologickych cili méné pravdépodobny), na rozdil od nizSich koncentraci (nejsou typickeé, viz
uzivané koncentrace, které jsou mnohondsobné¢ vyssi nez MIC bakterii a hub) a vyssi

selektivnosti (= vznik rezistence je vice pravdépodobny). ° 100 111 112

3.3.3.4 Prolécivo s triklosanovym zakladem

TRC je pfimym inhibitorem InhA. Nevyzaduje pro své plisobeni KatG, enzym, ktery je
nezbytny pro aktivaci INH, ale je bohuzel spojen i s Castym vyskytem rezistence vic¢i tomuto
antituberkulotiku prvni linie. Vyhodu pfimé inhibice InhA jsme chtéli dale podpofit tvorbou
proléciva s vyhodnéj$imi vlastnostmi. Fenolickou skupinu TRC jsme proto kondenzovali s $irsi
Skalou raznych kyselin karboxylového a (thio)karbamového typu zahrnujici alifaticky,
alicyklicky ¢i aromaticky zdklad. Cilem téchto obmén bylo ovliviiovani lipofility TRC
za ucelem lepSiho vstiebavani a transportu, redukce potencialni toxicity ¢1 zvySeni biologické

aktivity celkové.
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4 Metodicka ¢ast obecna

4.1 Chemikalie a pristrojové vvbaveni

Vychozi chemikdlie a rozpoustédla byly zakoupeny od spolecnosti Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Némecko) a Penta Chemicals (Praha, Ceska republika). Reakce a &istota produktii
byly monitorovany za pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) s vyuzitim desticek, které
byly potazeny 0,2 mm silikagelem Merck 60 F254 (Merck Millipore, Darmstadt, Némecko) a
vizualizovany UV zafenim (254 nm). Teplota tani byla stanovena na pfistroji Blichi Melting
Point B-540 (BUCHI, Flawil, Svycarsko) s pouzitim otevienych kapilar, vysledné hodnoty jsou
nekorigované.

Ptiprava vychozich salicylanilidi byla provadéna za pomoci mikrovinného reaktoru
(530 W, 600 rpm, MicroSYNTH Milestone). Infra¢ervena spektra byla méfena ATR metodou
spektrofotometrem Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) v rozmezi 600-4000 cm™'. Mé&feni 'H-NMR a “C-NMR spekter probihalo za laboratorni
teploty na piistrojich Varian Mercury-Vxbb 300 (300 MHz pro 'H a 75,5 MHz pro '*C; Varian
Comp., Palo Alto, Kalifornie, USA) a Varian VNMR S500 (500 MHz pro 'H a 125 MHz
pro 13C; Varian Comp., Palo Alto, Kalifornie, USA). Chemické posuny (J) jsou uvedeny v ppm
za pouziti tetramethylsilanu (TMS) jako vnitiniho standardu. Couplingova konstanta (J) je
uvedena v Hz.

Elementarni analyza (C, H, N) byla provedena na automatickém mikroanalyzatoru
CHNS-O CE (FISONS EA 1110, Milan, Italie). Hodnota ClogP, coZz je logaritmus
rozdélovaciho koeficientu oktan-1-ol/voda, byla stanovena za pomoci programu CS

ChemOffice Ultra (verze 15.0 a 17.0; Cambridge-Soft, Cambridge, Massachusetts, USA).

4.2 Metodiky biologického hodnoceni

4.2.1 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity
Testovani antimykobakterialni aktivity vybranych sloucenin bylo provedeno in vitro

ve Zdravotnim ustavu se sidlem v Ostravé pod vedenim RNDr. Jifiny Stolafikové.
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Antimykobakteriadlni aktivita piipravenych sloucenin byla testovana proti Mycobacterium
tuberculosis My 331/88 (H37Rv; fedéni kmene 107), M. avium My 330/80 (fedéni kmene
107%; rezistentni vii¢i INH, rifampicinu, ofloxacinu a ethambutolu), M. kansasii 235/80 (fedéni
kmene 10%) a M. kansasii 6509/96 (fedéni kmene 10#). Vybrané derivéty byly hodnoceny vici
Sesti MDR-TB kmentim (fedéni kmen® 1073; 7357/1998 je rezistentni vici INH, rifampicinu,
streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu a rifabutinu; 234/2005 je rezistentni vaci INH,
rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu a rifabutinu; 8666/2010 je rezistentni vaci INH,
rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu, klofamizinu a rifabutinu; 9449/2007 je
rezistentni vic¢i INH, rifampicinu, streptomycinu a rifabutinu; Praha 1 je rezistentni vici INH,
rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, klofamizinu a rifabutinu; Praha 4 je rezistentni vici
INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu, klofamizinu a rifabutinu) a
jednomu XDR-TB kmeni (fedéni kmene 107; Praha 131 je rezistentni vii¢i INH, rifampicinu,
streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu, gentamicinu, rifabutinu a amikacinu). Kmeny byly
ziskany z Ceské narodni sbirky typovych kultur (CNCTC, Brno, Ceska republika) Statniho
zdravotniho ustavu s vyjimkou M. kansasii 6509/96, ktery byl klinicky izolovan.
Antimykobakteridlni aktivita testovanych slou¢enin byla stanovena v Sulové semisyntetické
pidé (SEVAC, Praha, Ceska republika) mikrometodou pro stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) pii 37 °C po 14 a 21 dnech a po 7, 14 a 21 dnech pro M. kansasii. '3
Testované slouceniny byly pfiddvany do média jako DMSO roztoky, zatimco standard INH byl
pouzit ve formé¢ sterilniho vodného roztoku. Pouzité koncentrace testovanych sloucenin byly:
1000, 500, 250, 125, 62,5, 32, 16, 8, 4, 2, 1 a 0,5 uM. Vysledné hodnoty MIC reprezentuji

v v

ristu mykobakteridlniho kmene.

4.2.2 Hodnoceni antibakterialni aktivity
Antibakteridlni aktivita byla hodnocena na Katedfe biologickych a Iékaiskych véd
Farmaceutické fakulty UK mikrodilu¢ni bujénovou metodou. Vybrané bakteridlni kmeny byly
pro testovani ziskany z Ceské sbirky mikroorganismii (Czech Collection of Microorganisms)
Masarykovy univerzity v Brn€. In vitro antibakterialni aktivita byla testovana celkové na osmi
Gram-pozitivnich a Gram-negativnich kmenech: Staphylococcus aureus CCM 4516/08,
meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus H 5996/08 (MRSA), Staphylococcus epidermidis
H 6966/08, Enterococcus sp. J 14365/08, Escherichia coli CCM 4517, Klebsiella pneumoniae
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D 11750/08, ESBL-pozitivni Klebsiella pneumoniae J 14368/08 a Pseudomonas aeruginosa
CCM 1961.

Vsechny testované¢ kmeny byly kultivovany v Mueller-Hintonové bujonu upraveném
na pH 7,0. Testované slouCeniny byly rozpustény v DMSO (jeho konec¢nd koncentrace
nepiesahla 2,5 % a neovlivilovala tak rust bakterii, coz bylo potvrzeno kontrolou) a ptevedeny
do kone¢nych koncentraci v rozmezi od 500 do 0,49 uM. Bacitracin byl pouzit jako standard.
Pozadovana hustota bakterialni suspenze byla pfipravena prenesenim inokula do sterilniho
isotonického roztoku a upraveného na pozadovanych 0,5 McFarlandovy stupnice zakalu
(1,5 £ 10® CFU/ml). Minimalni inhibi¢ni koncentrace byly hodnoceny vizualng jako sniZeni
bakteridlniho ristu alespoit o 95 % (ICos) ve srovnani s kontrolou. Hodnoty MIC byly
stanovovany po 24 a 48 hodinach statické inkubace ve tmé pii 35 °C v humidni atmosféie

obsahujici 5 % CO,. 4

4.2.3 Hodnoceni antifungalni aktivity

Antifungélni aktivita byla méfena in vitro na Katedfe biologickych a lékatrskych véd
Farmaceutické fakulty UK proti ¢tyfem kmenim Candida (Candida albicans ATCC 44859,
Candida tropicalis 156, Candida krusei E28 a Candida glabrata 20/1), Trichosporon asahii
1188 a tfem kmenitim vlaknitych hub: Aspergillus fumigatus 231, Absidia corymbifera 272 a
Trichophyton mentagrophytes 445.

Mikrodiluéni bujonova metoda byla provedena v RPMI-1640 médiu s glutaminem
pufrovanym na pH = 7,0 za pomoci 0,165 M kyseliny 3-morfolinpropan-1-sulfonové. DMSO
(konec¢na koncentrace < 2,5 %) slouzil jako rozpoustédlo pro vSechny testované slouceniny.
U kvasinek byla kone¢na velikost inokula 5x10° = 0,2 CFU/ml a v piipadé plisni 0,5-5x10*
CFU/ml. Jako standard byl pouzit flukonazol. Hodnoty vyslednych MIC byly odecitany
vizualng¢ jako snizeni rlstu o alespoil 80 % (ICgo) nebo 50 % (ICso) ve srovnani s kontrolou.
Stanovovani probihalo 24 a 48 hodin od pocatku statické inkubace ve vlhké atmosféfe za tmy

pii 35 °C, u kmene Trichophyton mentagrophytes pak po 72 a 120 hodinach inkubace. ''°

4.2.4 Hodnoceni in vitro cytotoxicity

Cytotoxicita testovanych sloucenin byla stanovovdna na Katedfe farmakologie a

toxikologie Farmaceutické fakulty UK vii¢i bunééné linii lidského jaterniho karcinomu HepG2
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(ECACC, Salisbury, UK) za pouziti standardni kolorimetrick¢é metody spocivajici v méteni
redukce tetrazoliovych soli v zivych buiikach (CellTiter® 96 AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay, Promega G3580, Fitchburg, USA).

Bunky byly kultivovany pii 37 °C ve vlhké atmosféfe obsahujici 5 % oxidu uhli¢itého
v Minimum Essentials Eagle Medium doplnéného o 10 % fetalni bovinni sérum, 1 % roztok L-
glutaminu a roztok neesencidlnich aminokyselin. Testované slouceniny byly rozpusStény
ve velmi malém objemu DMSO a pfipraveny po tfech opakovénich pro osm zkousenych
koncentraci. Paralerné pro kontrolu byly pfipraveny vzorky pro stanoveni 100 % a 0 %
(inkubace s 10 % DMSO) zivotaschopnosti bun¢k, kontrola moZznych interakei testovanych
sloucenin s ¢inidly a kontrola nastaveni inkuba¢niho média.

Ziskané vysledky jsou prezentovany jako inhibi¢ni koncentrace (ICso), ktera vede
ke snizeni zivotaschopnosti bunék na 50 % oproti hodnoté¢ maximalni (kontrolni). ICso byla
vypoctena pro kazdou z testovanych latek za pomoci softwaru GraphPad Prism 6 (GraphPad

Software Inc., San Diego, Kalifornie, USA) a Microsoft Excel 2010.
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5 Komentare k publikacim a nepublikované

vysledky

Vétsina ziskanych vysledkd byla prezentovana na odbornych konferencich tstni nebo
plakatovou formou. N¢které znich byly dale publikovany v odbornych impaktovanych
veédeckych Casopisech.

Kapitola je rozdélena podle vychozi struktury dané molekuly na Ctyfi zakladni casti:
triklosanové, salicylanilidové, isoniazidové a p-aminosalicylové derivaty. Konkrétni ¢asti pak
mohou byt déale ¢lenény na komentéaie k publikacim ¢i prezentuji doposud nepublikované
vysledky. Publikace jsou v textu oznageny formou Clanek X (X = 1-4) a jejich originalni

podoba je umisténa v kapitole Piilohy.

5.1 Triklosanové derivaty

Triklosanové derivaty jsou €lenény do dvou zékladnich ¢asti. Tou prvni je publikované
review, které pojednava o doposud popsanych analozich TRC a jejich antimykobakterialnich
aktivitach. Zaroven se snaZi chronologicky i s ohledem na SAR popsat vyvoj téchto sloucenin.
Druhou ¢asti jsou doposud nepublikovana data esterovych a (thio)karbamatovych derivata
TRC, kter¢ byly podrobeny biologickému testovani zaméfeného na antimykobakteridlni,

antibakterialni a antifungalni hodnoceni.

5.1.1 Clanek 1 ,,Triclosan and its derivatives as antimycobacterial active

agents*

Schopnost pfimé inhibice enoyl-ACP reduktazy déla z triklosanu perspektivni slouc¢eninu
na poli vyvoje potencialnich antituberkulotik. Hodnoty MIC nejuc¢inngjSich publikovanych
derivath vaci M. tuberculosis H37Rv dokonce zacinaly od 0,156 pg/ml. Cilem této prace bylo
shrnuti vyvoje a soucasného stavu poznani této struktury v oblasti TB a vytvotfeni jakéhosi
souhrnného zakladu pro budouci optimalizaci strukturdlnich obmén vedouci k vyS$Sim
biologickym aktivitdm. Dale se prace snazi chronologicky diskutovat SAR ve vztahu k inhibici
InhA a faktory souvisejici s in vivo aktivitou.

38



5.1.1.1 Des-chlor-triklosanové derivaty

116 v roce 2006 jako jedna zprvnich zapocala

Pracovni skupina okolo Sullivana
s obménami triklosanu (konkrétné¢ 2-fenoxyfenolu) sumyslem zvySeni inhibice
mykobakteriadlni InhA. Vychazeli pfitom z mysSlenky, ze objemné¢jsi substituent na A-kruhu
(fenolicky kruh; Obrazek 24) mize ptispivat k lepSimu kontaktu s InhA v jeho vazebném miste.
V pripravené fadé 5-alkyl-2-fenoxyfenolil (alkyl = 2, 4, 5, 6, 8 a 14 uhlik(; Obrazek 24) byly
nejpreferovanégjsi alkyly s Sesti 1 (InhA ICso = 11 nM; H37Rv MIC = 7,8 uM) a osmi uhliky 2
(InhA ICso = 5,0 nM; H37Rv MIC = 6,4 uM) v porovnani s TRC (ICso = 1000 nM; MIC =43,1
uM). Ve vsech piipadech se jednalo o rychlé, reverzibilni a nekompetitivni inhibitory InhA,
které se pravdépodobné vazi na komplex InhA-NAD" stejné jako TRC (nezavisle na KatG
aktivaci). '

OH

0
@ 1: R = hexyl
R 2: R = oktyl

Obrazek 24 Vychozi 5-alkyl-2-fenoxyfenol a jeho dva nejucinnéjsi derivaty z této
116

série

Boyne a kolektiv v navazujici studii ' popsal pleiotropnéjsi i¢inky TRC vii¢i bakteriim
ve srovnani s derivaty 1 a 2. Tato dv€ analoga zvySovala hlavné odpovéd’ genli spojenych
s biosyntézou bunétné stény, zahrnujici fas, KAS operon, accD4, pksi3, pksl6, fadD32 a
rv0241c. Jinymi slovy cilila zejména na biosyntézu mastnych kyselin a produkty geni
podilejicich se na stavbé meromykolati ¢i arabinogalaktani. TRC naproti tomu indukoval
velké mnoZstvi genil zapojenych do S-oxidace. Transkripéni profil (tj. aktivované geny) dale
odhalil, Ze tyto alkylové modifikace A-kruhu zvySovaly selektivitu k InhA. Problémem vSak
byla jejich nedostatecna biodostupnost po peroralnim podani (mys$i model) a tedy nedostatecna
biologick4 odpovéd. 7

Spole¢nou vlastnosti téchto derivatl je kromé slibné in vitro aktivity i jejich omezena
in vivo Ucinnost, vysvétlovand nizkou rozpustnosti ve vodé spolu s ClogP >5. Na tomto
podkladu byla pfipravena nova tada polarngjSich derivati odvozenych od 1 s obménami
na B-kruhu. Tyto obmény spocivaly bud’ v ndhrad¢ fenoxy kruhu za izostericky dusikaty

heterocykl, nebo v jeho substituci (polohy ortho, meta i para) nitro, amino, amidovou ¢i
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piperazinovou skupinou. Zadna z téchto obmén oviem nevedla ve srovnani s 1 k nizsi ICso a
MIC. In vivo testy provedeny nebyly. '8

Za pomoci dokovacich vypoétl pfipravil Cinu a spol. ' derivaty 2-fenoxyfenolu
propojené prosttednictvim 5-aminomethylového mustku na A-kruhu se substituenty typu alkyl,

pyrrolidin, piperidin, 4-methylpiperidin, morfolin ¢i 4-methylpiperazin. OvSem ve srovnani

cvwr

V podobném trendu pokracoval i Kar se svym tymem '?°

s vychozi 4-(3-hydroxy-4-
fenoxyfenyl)-4-oxo-2-fenylbutanamidovou strukturou a jejim nejucinnéj§im analogem 3
(H37Rv MIC = 12,5 pg/ml; Obrazek 25). Pfipravené derivaty byly netoxické, v porovnani
s TRC méné lipofilni a s podobnou az horsi inhibic¢ni aktivitou. Autofi nijak nekomentovali
chiralitu jimi pfipravenych derivati s vlivem na biologickou aktivitu, kterd mtize byt u opticky

aktivnich latek u jednotlivych stereoizomert rozdilna.

s8R0

Obrazek 25 Nejucinnégjsi karboxamidovy analog 3 '

5.1.1.2 Chlor-triklosanové derivaty

Freundlich s jeho skupinou '*!

vychézeli z TRC obménéného v poloze 5 na A-kruhu
(Obrazek 26). V této praci dospéli k zavéru, ze hydrofobni substituenty typu alkyl, fenylalkyl,
cyklohexylmethyl ¢i pyridylmethyl maji vétsi inhibicni vliv na InhA nez ty hydrofilni jako
-COOH, -CONH: ¢i 2H-tetrazol-5-yl. Ziskané hodnoty byly srovnavany s TRC
(InhA ICso = 1100 nM a H37Rv MIC = 140 puM).

Inhibi¢ni aktivita alkylovych substituentii byla zavisla na jejich délce, coz pravdépodobné
souvisi s interakénim rozsahem inhibitoru v enzymové kapse. S rozvétvenim fetézce pak doslo
k poklesu aktivit a naznacilo jist4 sterickd omezeni vazebného mista. Tuto podobnou zéavislost
délky alkylového fetézce na inhibi¢ni aktivité popsal i Sullivan. ''® Ve vzijemném srovnani

121 oproti svym des-chlor protéjsktim ''° lepsi in vitro aktivitu,

vykazovaly chlor-TRC derivaty
ktera pravdépodobné souvisi se substituci B-kruhu a jeho vlivu na vazbu mezi inhibitorem a
enzymem. Z chlor-TRC alkylové fady dosahoval nejvy$siho inhibi¢niho ucinku butylovy

derivat 4 (InhA ICso = 55 nM; H37Rv MIC = 30 uM; Obrazek 26).
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O 4: R = butyl
5: R = fenyl-(CH,),
R Cl 6: R = fenyl-(CHy)3

Obrazek 26 Chlor-TRC derivaty publikovany Freundlichovou skupinou 2!

V ptipad¢ arylovych/heteroarylovych substituentti A-kruhu bylo zjisténo, Ze jejich piimé
napojeni bez spojovaciho mustku vede ke ztraté aktivity a nejspiSe souvisi se sterickymi
interakcemi s Phe149. Nejvyssiho inhibi¢niho vlivu na InhA v této fad¢ dosahoval derivat
s 2-fenylethylem 5 (InhA ICso = 21 nM; H37Rv MIC = 52 uM; Obrazek 26), ovSem jeho
3-fenylpropylovy analog 6 (InhA ICso = 50 nM; H37Rv MIC = 13 pM; Obrazek 26) mél nizsi
MIC, coz autofi zdivodiiuji rozdilnymi farmakokinetickymi vlastnostmi.

Tato tfi analoga (4, S a 6) byla ucinna i vici INH rezistentnim kmentim M. tuberculosis
(MIC >13 uM) svysSsimi hodnotami MIC u kmenti s naruSenou vazbou kofaktoru ci

nadprodukei InhA. 1!

5.1.1.3 Vztah mezi substituci B-kruhu a typem inhibice InhA

Podle novych studii je pro ucinnost 1é¢iva in vivo jednim z rozhodujicich faktord
rezidenc¢ni ¢as (tr) neboli doba spojeni inhibitoru s enzymem. Napiiklad INH je pomalu se
vazajici se inhibitor InhA s rezidencnim ¢asem 62 min. Studie provedend na Fabl z Francisella
tularensis poukdzala, Ze je tr dokonce lepSim ukazatelem in vivo uUCinnosti nezli
termodynamicka afinita inhibitoru k enzymu. U zvifeciho modelu nakaZeného tularemii navic
nebyla zjiSténa jakékoliv korelace mezi hodnotami K; (disocia¢ni konstanta komplexu
enzym-inhibitor), MIC ¢i in vivo aktivitou. Na stran€ druhé byla zjisté€na linearni korelace mezi
tr a aktivitou in vivo. 1%

Aktivni jednotka InhA je homotetramerni struktura. Vazebna kapsa je chranéna za pomoci
SBL (substrate-binding loop; aminokyselinové zbytky 196-219) a je delSi oproti jinym
enoyl-ACP reduktdzam, ¢imz vytvaii hlubsi prostor pro vazbu se substratem. SBL musi béhem
interakce se substratem piejit z oteviené do uzaviené konformace, jejiz stupenl uzavienosti je
zavisly praveé na strukturdlni povaze inhibitoru. Pomalu se véazajici inhibitory vykazuji delsi tr
s niz8i disociaci €i asociaci oproti rychle se vazajicim protéjSkiim. Mechanismus navazani
pomalu se vézajiciho inhibitoru se skladd ze dvou krokl (Obrazek 27). Prvni krok zahrnuje

rychlou tvorbu pocatecniho otevieného komplexu enzym-inhibitor (EI), nasledovany
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pomalej$im druhym krokem konformacni izomerizace vedouciho az ke koneénému
uzavienému komplexu enzym-inhibitor (EI*). 123 124

L

(@) E+ 1 =<=— ELtg=1/k,
k.

ky k,
(b) E+1 = El =<
-1 k_2

.

EI*; tg = 1/k

Obrazek 27 Kinetické srovnani rychlého inhibitoru (a) a pomalu se vazajiciho

inhibitoru (b)

Luckner a kolektiv '** na zikladé téchto dajii zkoumali zavislost typu inhibice
na interakcich mezi 1 (Obrazek 24) a 7 (Obrazek 28) s vazebnou kapsou enzymu InhA. Pomalu
se vazajici inhibitor 7 (Ki = 22 pM; tr = 24 min) s methylovou skupinou na B-kruhu mél
ve srovnani s rychlym protéjskem 1 (Ki = 9,4 nM; tr = 0,1 s) vyssi afinitu k enzymovému
komplexu InhA-NAD", ktera byla zdivodnéna pravé vlivem tohoto methylové substituentu,
jenz vytvaii dulezité van der Waalsovy interakce se tfemi aminokyselinami SBL (Alal198, Met
199 a I1e202). Uspotadani SBL pokryvajici vstup do vazebné kapsy tedy drzi inhibitor v této

duting, ¢imZz prodluzuje jeho tr.

OH R
o)
7:R = CHj
8:R=_Cl

Obrazek 28 Inhibitory s rizné¢ substituovanym B-kruhem

Skupina okolo Pana '* pokracovala v objastiovani vlivu B-kruhu na typ inhibice InhA.
Strukturné vychézeli z derivatu 1 a pfipravili fadu mono/disubstituovanych B-(hetero)kruht.
Prace potvrdila diileZitost hydrofobnich interakci mezi B-ortho-substituentem a InhA. Zadna
korelace mezi vazebnou afinitou a elektronegativitou substituentu ovSem pozorovana nebyla,
byl spise patrny vliv velikosti substituentu. Preferovany byly malé skupiny (F, Cl, Br ¢i CN),
zatimco ty objemné;jsi (I, CF3) a donory vodikovych vazeb (OH, NHb») plisobily v tomto ohledu
nepiiznivé se ztratou pomalé inhibice.

Disubstituovana (oba ortho, tj. 2, 6 pozice, nebo ortho, para, tj. 2, 4 pozice) analoga fenoxy

B-kruhu nedosahovala vyS$Sich inhibi¢nich aktivit oproti svym monosubstituovanym
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protéjSkiim. Tento fakt byl zdivodnén sterickymi vlivy, omezenou rotaci etherové vazby a
nepiiznivymi van der Waalsovymi interakcemi. '%°

Tteti série vychazejici z heteroaromatického B-kruhu pfinesla podobné SAR jako
u mono/disubstituovanych fenoxy protéjski, ale zaroven i niz§i MIC u svych nejucinnéjsich
pomalu se vazajicich inhibitori 9 a 10 (MIC = 0,313 pg/ml; Obrazek 29). 2-Substituovany-
pyridin-3-ylovy kruh byl i pfes podobné¢ hydrofobni interakce na I[le202 a Metl61
s 4-substituovanym-pyridin-3-ylovym cyklem preferovanéjsi. Diivodem byla pravdépodobné
tvorba vodikovych vazeb s amidovou skupinou Gly96. %

OH R

o AN
'8\ 9 R=CN
/ 10:R=F

Obrazek 29 Neju¢inngjsi substituovana B-kruh heteroaromatické analoga 9 a 10 '%°

Dulezitost pomalu se véazajici inhibice byla podpofena v navazujicich in vivo testech
na myS$im modelu tuberkulézy. Dva pomalu se vazajici ortho-monosubstituované inhibitory 7
a 8 (Obrazek 28) po intraperitonedlnim podani snizovaly CFU (colony forming units; jednotky
tvorici kolonie) ve sleziné na hodnoty 0,57 + 0,26 (7) a 0,69 + 0,22 (8) logio v porovnani
s neoSetfenou kontrolni skupinou. Rychly inhibitor 1 v téchto testech u¢inny nebyl a zaroven
7adny z derivatd neplsobil na plicni mykobakterialni loZiska infikovanych mysi. 12°

Nevyhodnou nizkou rozpustnost ve vod¢ spojujici prvni (1) 1 druhou generaci
2-fenoxyfenoll (7 a 8) se pokusil za pomoci metod farmaceutické technologie vytesit Knudson
s kolektivem. '?® Nejdfive netisp&sné podali derivaty 1 a 7 tuberkulézou infikovanym mysim
v davce 300 mg/kg v 5 % ethanolu, nebo v 1 % dimethylsulfoxidu. Nasledné byla tato analoga
za ucelem lepsi biodostupnosti a farmakokinetiky prevedena do kosolventniho (15 % ethanol,
20 % propylenglykol a 40 % polyethylenglykol) nebo samomikroemulgujiciho systému (40 %
Captex 200 P, 40 % Solutol HS15 a 20 % Capmul MCM NF) a opét podana infikovanému
mys$imu modelu. Kosolventné upravené derivaty 7 a 8 podavané jednou denné (200 mg/kg)
nem¢ély vyrazny vliv na redukci CFU v plicich a naopak vyznamny vliv ve slezing, tj. 0,99 logio
pro 7 a 1,47 logio pro 8. Samomikroemulgujici systém ptinesl fadu farmakokinetickych vyhod,
kdy po in vivo podani 1 doSlo ke zlepSeni n€kolika parametrii v podobé vysSiho AUC (area
under curve; biodostupnost vyjadiena plochou pod koncentracni kiivkou, ktera zndzornuje

casovy prubéh koncentrace podaného 1é¢iva v krevni plazmé) a s nim souvisejiciho prodlouzeni
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Tmax (¢as maximalni plazmatické koncentrace 1é¢iva) a Ti» (biologicky polocas eliminace
1é¢iva), coz obecné¢ piineslo zvySenou biologickou dostupnost a expozici [éCiva.
Samomikroemulgujici systém byl dale vyzkouSen v kombinovaném rezimu 1écby TB, kdy byly
provedeny in vitro a in vivo studie analog 7 a 8 s rifampicinem. Jejich aditivni G¢inek redukce

CFU se projevil zejména ve slezing, naopak v plicich byl nepatrny. '26

5.1.1.4 TRC pomalu se vazajici inhibitory

Vroce 2014 pokracoval Stec se svou skupinou v obménach triklosanové struktury
(Obrazek 30) v polohach 5 (A-kruh) a 4 (B-kruh) se substituenty typu triazol a isoxazol,
morfolin, alkyl/arylaminokarbonyl, acyl &i ptipadné sekundarni amin. 2’

Nejucinngj$im  derivatem byl  5-[(4-butyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl]-2-(2,4-
dichlorfenoxy)fenol (11; Obrazek 30) s H37Rv MIC = 1,5 uM (ve srovnani s TRC H37Rv
MIC =43 uM). Odstranénim butylového fetézce (12; H37Rv MIC = 15 uM; Obrazek 30) klesla
10x inhibi¢ni u€innost a pfi jeho nahrazeni fenylem doslo k uplné ztraté aktivity, coz naznacilo
limity vazebné kapsy. Dal§im poznatkem byla nezbytnost flexibilniho spojovaciho mistku
(methylenovy) mezi A-kruhem s jeho aromatickym substituentem v poloze 5 a naopak
neaktivita derivati s rigidni, polarni amidovou vazbou bez tohoto spojovaciho mustku.
Diivodem jsou pravdépodobné opét sterické stfety ve vazebné kapse enzymu. Rada substituentt
v poloze 4 B-kruhu pfinesla pon¢kud horsi vysledky, kdy pouze analog 13 (MIC = 14 uM;

Obrazek 30) vykazoval zajimavéjsi aktivitu.

OH Cl
© 11: R' = (4-butyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl R?=ClI
1 , 12: R' = (1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl R2=ClI
R R

13:R'=ClI R? = (hexylamino)methyl

Obrazek 30 Vychozi struktura pro derivaty 11, 12 a 13

Hodnocené derivaty majici zajimavou antimykobakteridlni aktivitu (MIC <45 uM)
bohuzel sdilely vi¢i Vero bunkdm nizky index selektivity (SI <3,3). Tyto nejucinnéjsi
slouceniny byly testovany proti rezistentnim kmentim, kde opét dosahoval derivat 11 (MIC od
0,3 do >4,8 pg/ml) nejlepSich vysledk. Tento analog 11 byl podroben i in vivo studii
pii jednorazové peroralni davce 100 a 300 mg/kg (BALB/c mys). Uspéchu viak dosazeno
nebylo, coz autofi ptisuzuji jeho velice nizké oralni biodostupnosti spojené pravdépodobné

s nizkou rozpustnosti ve vodé a rychlou 2. fazi metabolizace. '*’
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Celkovou efektivitu inhibitoru s tr ovliviiuje substituce obou kruhti, tj. A- 1 B-kruhu.
Zavedeni objemné RZ-triazolové skupiny spolu smethylem R!' (Obrazek 31) vedlo
k destabilizaci tranzitniho stavu pii SBL izomerizaci (tvorbé komplexu EI*) se slabsi celkovou

vazbou, oviem del$im tr na InhA. 28

Obrazek 31 Vychozi triklosanovy analog s prodlouzenym tranzitnim stavem

Tym védct okolo Spagnuola se zabyval kinetickou charakterizaci patnicti derivatii 5-(R>-
triazolmethyl)-2-fenoxyfenoli (Obrazek 31) a péti 5-hexyl-2-fenoxyfenolii (Obrazek 28). %3
Obecnym rozdilem téchto dvou tad je rozsah jejich interakci s aktivnim mistem. 5-Alkylové
substituenty jsou soucasti mnohocetnych hydrofobnich interakei uvnitt enzymové kapsy, ale i
piesto jsou interakce objemnych 5-(R2-triazolmethylovych) substituentli mnohem rozsahlejsi,
riznorodéjsi a SBL konformaci vice ovliviiuyjici. Tyto vlastnosti se pak odrazeji v délce tr, ktery
je u 5-(R*triazolmethylovych) oproti 5-alkylovym derivatiim mnohem delsi, i kdyz se
k enzymu vazi podobnou nebo dokonce mensi afinitou. Delsi reziden¢ni &as (tr) 5-(R%-
triazolmethylovych) analog je tedy vysledkem vyrazné pomalejSiho tranzitniho stavu
(~100-1000x pomalejsi).

Pfitomnost triazolmethylové c¢asti (A-kruh) pifind$i tadu vyhod v podobé
antimykobakterialni aktivity (MIC <12,5 pg/ml), metabolické stability, n—n interakci ¢i snizené
nezadouci lipofility oproti 5-alkyl-2-fenoxyfenolim. Pro R? substituci triazolového kruhu
(Obrazek 31) neni vyhodny pfili§ dlouhy a objemny substituent, jelikoz se pak kviili sterickym
vlivim ztraceji klicové interakce senzymovou kapsou. Derivaty sCN skupinou
na B-kruhu (R!; Obrazek 31) maji sniZzenou afinitu k InhA doprovézenou pomale;jsi rychlosti
tranzitniho stavu. Tato analoga dile postradaji vyhodné hydrofobni interakce svych R!
prot&jskii (Cl a CH3), projevujici se ov§em pouze mirnou az zadnou zménou tr oproti CHs (R')
se stejnym A-kruhem (R?). Pro antimykobakterialni aktivitu je vyhodna CN skupina B-kruhu
(R") v kombinaci s cykloalkylem/(brom)alkylem A-kruhu (R?) s hodnotami MIC v rozmezi
0,313 az 1,25 pg/ml.

Analog 14 (Obrazek 32) doséahl tr na InhA 220 + 49 min, coz bylo 3,5x vice nez adukt

v
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konstatovali, ze délka tr komplexu inhibitor-enzym je spise fizena interakcemi v tranzitnim

destabilizovaném stavu nez v jeho koneéném stabilizovaném (EI*). 123

OH Cl
N=N o
P WY
Obrazek 32 Analog 14

5.1.1.5 Triklosanové derivaty bez fenolické skupiny

Tato ¢ast vychazela z faktu, ze prave etherovy kyslik v difenyletherovych slouceninach je
zakladnim pozadavkem pro inhibici InhA, jelikoz je prioritni pfi tvorbé stabilniho komplexu
InhA-difenylether-NAD" a pii jeho nahrazeni atomem siry dochéazi ke ztraté inhibi¢ni
aktivity. 1*% Toto tvrzeni je ovSem v rozporu s pedchozi &asti, ktera pfisuzuje zasadni vyznam
pro InhA inhibici fenolické skuping. 9% 193

Kiniho skupina (2009) '* ptipravila sérii deseti difenyletheri obménénych v polohach
ortho, meta a para substitucnimi zdklady vychdazejicich z 1,2,4-triazolu, pyrazolinu, 1,2-
isoxazolu ¢i 1,3,4-oxadiazolu. Hodnoty H37Rv MIC téchto ptipravenych derivatl byly od 2,4
do 3,7 uM. Analog 15 (Obrazek 33) s navazanym pyrazolinovym cyklem byl nejucinné;si
s MIC = 2,4 uM vic¢i kmeni H37Rv. Potencialni mechanismus u¢inku téchto latek byl zkouman
za pomoci dokovacich a modelovych studii, '*° avak existuji uréité pochybnosti o spravnosti
vysledkll. Dokovaci studie byly totiZ provadény pouze za pouZiti enoyl-ACP reduktazy E. coli,
kterd neni identicka s enoyl-ACP reduktazou z M. tuberculosis. Naptiklad TRC je rychly a

reversibilni inhibitor M. tuberculosis s Ki = 0,2 uM, ale zaroven pomaly, pevné se vazajici

reversibilni inhibitor s K; =38 pM u E. coli. 10 116,124

Obrazek 33 Neju¢inngjsi inhibitor 15 1%

Rozdilnost téchto dvou reduktdz byla potvrzena i jejich naslednou rozSitujici studii
(2010), 1%° kde zjistili, Ze jsou derivaty in vitro prakticky neti¢inné vii¢i enoyl-ACP reduktaze
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z E. coli. Pti jednotné koncentraci 100 uM nevykazovalo sedm z deseti analog Zadnou inhibi¢ni
aktivitu (tj. mira inhibice <3 %) a nejucinnéjsi derivat, 5-(3-fenoxyfenyl)-3-fenylisoxazol,
inhiboval enzym v rozsahu 27 %. Neaktivitu vic¢i reduktdze z E. coli autofi pfisuzuji
nepiitomnosti 5-chlor skupiné na triklosanovém A-kruhu, kterd je dalezita pro tésnou a pomalu
se vazajici inhibici enzymu. Autoii dale spekuluji nad jinym mechanismem ucinku jimi
piipravenych derivati oproti TRC. Zavérem nutno dodat, Ze z publikovanych dat neni patrna
74dna korelace mezi dokovacimi skére (2009) '?° a experimentalné dolozenymi hodnotami
enzymové in vitro inhibice (2010). 13

Yang se svym tymem pfipravil sérii N-aryl/arylalkyl-2-(3-fenoxyfenyl)acetamidi
s hodnocenim jejich in vitro antimykobakteridlni aktivity proti kmeni H37Rv. MIC se
pohybovaly od 4 do 64 pg/ml s nejicinnéj$im derivatem 16 (Obrazek 34) a pravé pritomnost
N-(3,4-dichlorfenylového) substituentu se jevila jako vyznamna pro inhibicni aktivitu. Derivaty
s elektron-akceptorni (F, Br, CN, NO; a CF3) a elektron-donorovou (OCH3) skupinou
na N-fenylu vykazovaly jen mirnou inhibi¢ni aktivitu (MIC = 32-64 pg/ml). Halogenace fenoxy
kruhu (A-kruh; Obrazek 34), ptipadné jakakoliv zména délky methylenového miustku (tj.
nahrada kyseliny octové za kratsi: mravenci ¢i del$i: propanova a butanova) zlepSeni nepfinesla.
Me¢éteni cytotoxicity byla provedena na HepG2 a vSechny pfipravené derivaty sdilely nizkou
toxicitu pii jednotné koncentraci 20 pM. Derivat 16 byl vyzkouSen in vivo na mySim modelu
M. bovis BCG (Bacille Calmette Guerin: oslabeny zivy kmen odvozeny od M. bovis) infekce,
kdy pfi perordlnim podani (25 mg/kg jednou denn¢) vykazoval srovnatelnou redukci
bakterialniho poétu v plicich a sleziné stejné jako INH. !

0 H Cl

CL
Obrazek 34 Analog 16 1!

Telvekarova skupina nejdiive in silico navrhla a nasledné ptipravila fadu molekularnich
hybridli sestavajicich se ze dvou farmakoforli (benzothiazolu a difenyletheru) spojenych
prostfednictvim hydrazonového mistku. Pfipravené derivaty mély inhibiéni aktivity vaci
kmeni H37Rv v rozmezi 1,5-29,5 pg/ml s nejacinnéjSim derivatem 17 (Obrazek 35). 6-Chlor
substituce benzothiazolové ¢asti vedla obecné k vyssi inhibi¢ni G€innosti nasledovana jejim

nesubstituovanym analogem. Naopak pfitomnost CH3, OCH3; a NO: skupiny v této pozici
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(benzothiazol v poloze 6) inhibi¢ni t¢innost snizovala. V difenyletherové ¢asti v oblasti fenoxy
kruhu pak byla nejpreferovang;si 2,4-diCl substituce. Celkové byly MIC zde vytvoienych
slou¢enin oproti jejich vychozim farmakoforim nizsi, ¢imz byla potvrzena autorskd myslenka
ucinnéjsich hybrid. Bohuzel v textu chybi kromé cytotoxicity i enzymova aktivita derivati, ac

byly jako InhA inhibitory prvotné in silico modelovany. '3

/@o\Q\/ N Cl
| :
Cl Cl /N\”J\S

Obrazek 35 Derivat 17

Kar a spol. v ramci jedné prace '2° (viz 5.1.1.1) publikovali i 4-ox0-4-(3-fenoxyfenyl)-2-
fenylbutanamidy, tj. derivaty bez fenolické skupiny. Pouze dva z téchto pfipravenych derivata,
18 (R = 2-OCH3) a 19 (R = 4-F), (oba Obrazek 36), vykazovaly antimykobakterialni aktivitu
pti koncentraci 50 pg/ml, hodnoty MIC ostatnich derivatl presahovaly 100 pg/ml. Jak jiz bylo
v textu zminéno, chiralita pfipravenych derivati sohledem na biologickou aktivitu

komentovana nebyla.
CONH,

©/ 18: R = 2-OCHjg
19:R=4-F

Obrazek 36 Analoga 18 a 19

5.1.1.6 In silico modelované triklosanové derivaty

V roce 2015 navrhala skupina okolo Owona in silico fadu inhibitor enoyl-ACP reduktazy
(z M. tuberculosis a Plasmodium falciparum) na bazi TRC derivati. Vychazeli z ptfipravené 3D
knihovny patnacti InhA-TRC modela s in vitro publikovanymi vysledky. Z této série byl
vytvofen QSAR model (kvantitativni vztah mezi strukturou a aktivitou) pro design novych
derivati TRC a farmakoforni model na bézi ligandu (PH4) vychazejici z nejucinnéjSich
derivath této knihovny. PH4 model slouzil pro ovéfeni strukturdlnich vlastnosti navrzenych
derivat s modelové doloZenymi farmakoforickymi rysy nezbytnymi pro InhA inhibici.
Nejucinnéjsi in silico navrzeny derivat vykazoval InhA ICso = 7 nM [R! = (fenylamino)methyl,

R? = fenyl, R? = ethyl; Obrazek 37]. V obecné rovin& plati, ¢ R' aromaticky substituent

propojeny s 2-fenoxyfenolem kratkym alifatickym mistkem je vyhodny, nebot’ vytvaii ptiznivé
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n-m interakce s Tyr158. Méné vyhodna cyklohexylmethylova R! substituce postrada tyto m-m
interakce, ale zase dobfe vypliiuje hydrofobni kapsu InhA (ICso= 24 nM). Pro R? substituci je
preferovana methylaminova, sulfanylmethylova, isopropylova a zejména fenylovéa skupina,
kterd poskytuje vyhodné interakce s Phe97. V poloze R® se osvéd¢ila piitomnost methylové,
ethylové ¢i (di)methylaminové skupiny. Velkym nedostatkem této studie je ovSem absence
biologického hodnoceni. Veskeré ziskané inhibi¢ni a SAR vysledky stoji pouze na in silico

vypoétech. 13

Obréazek 37 Vychozi struktura pro obmény '3

5.1.1.7 Zavérecny komentar

Triklosan je pfimym inhibitorem mykobakterialni enoyl-ACP reduktazy bez ptedchozi
aktivace KatG enzymem. InhA je klicovy enzym pro syntézu mykolovych kyselin a jeho
inhibice vede k naruSeni biosyntézy a lyze Mycobacterium tuberculosis.

Cilem tohoto review bylo shrnout neddvné pokroky ve vyvoji TRC derivatl, jakoZto
potencidlnich antimykobakteridlnich struktur a je €lenéno do dvou casti: (1) fenoxyfenoly
s fenolickou skupinou na A-kruhu a (2) difenylethery bez fenolické skupiny.

(1) Studie s fenolickou skupinou na A-kruhu povaZzujici ji za klicovou pro interakci s InhA
jsou obsahlejsi a pfinaseji podrobnéjsi ditkkazy o antimykobakteridlni aktivité téchto derivati,
vcetné nékolika in vivo hodnoceni. Prozatim jsou derivaty obecné spojeny se zajimavou in vitro
a nedostacujici in vivo aktivitou. Autofi tento rozpor prisuzuji Spatné biodostupnosti a
nepiiznivé lipofilité. Pfimy vztah mezi enzymovou/bunécnou inhibici a ClogP vSak zatim
pozorovan nebyl, naopak jiz byly pfipraveny ucinné derivaty s hydrofiln€jSim i lipofilné€jSim
charakterem ve srovnani s TRC. Obecné dle in silico a in vitro studii je pro A-kruh pfiznivy
spiSe hydrofobni substituent v poloze 5. Pro B-kruh jsou pak ptiznivé malé substituenty (napf.
Cl, CHs v ortho poloze) ovlivitujici afinitu k enzymu a zplisob inhibice, tedy pomalu se vazajici
inhibici. Tento zpusob inhibice pfedstavuje posledni smér vyvoje inhibitora s lepsi afinitou,

delSim tr a v nékolika ptipadech i in vivo Gi¢innosti.

49



(2) Publikace bez fenolické skupiny, povazuji za dilezity ethericky kyslik, ptinasi vyborné
in vitro a jednou dokonce 1 in vivo vysledky. Nékde ovsem vzbuzuji mirné pochybnosti ohledné
interpretovanych vysledkd.

Celkovym problémem publikovanych triklosanovych derivati je jejich nesourodost a
informacni mezery, tj. n¢které studie publikuji pouze enzymovou (InhA) inhibici, jiné zas
pouze mykobakteridlni inhibici a stejn¢ tak v oblasti cytotoxicit, indexii selektivit atd. Budouci
vyvoj problematiky by mél tedy kromé dalSiho rozsifeni chemické knihovny pfinést i jistou
shodu v publikovanych datech, aby byly ziskany kvalitnéjsi podklady pro definovani vztahu
mezi strukturou a biologickou aktivitou. DalSim aspektem je pak optimalizace fyzikalng-

chemickych a farmakokinetickych vlastnosti pro usnadnéni in vivo pisobnosti.

5.1.2 Nepublikované triklosanové derivaty

V této ¢asti je popsana biologicka aktivita 34 derivati TRC zalozenych na bazi esteru ¢i
(thio)karbamatu, které byvaji diky své dobré hydrolyzovatelnosti s oblibou vyuzivany
pro tvorbu proléciv. U nékterych O-aromatickych (thio)karbamati byly dokonce popsany i
jejich  antimikrobni UC€inky, ptfikladem mize byt tolnaftit a tolciclat (oba
thiokarbamaty). %% 13% 135 Dalgim déivodem tohoto typu obmény fenolické skupiny bylo
ovlivnéni lipofility s vyhodné&jsi biodostupnosti ¢i absorpci, nizsi toxicitou a pfipadné vyssi
biologickou aktivitou. Pfipravené derivaty byly testovany in vitro viici mykobakteriim,
vybranym G+ a G- kmenlm bakterii, houbam, kvasinkam a dale byly provedeny zkouSky

na cytotoxicitu.

5.1.2.1 Priprava esterovvch a (thio)karbamatovvych derivatu triklosanu

5.1.2.1.1Prfimd acylace z chloridu kyseliny (Metoda A)

cl cl
cl cl
o Et;N
Ly e O
o R™ >Cl Cl
Cl OH

CH,CI, O\fo

R
Schéma 1 Piiprava triklosanovych derivath vychazejici z chloridu kyseliny (Et:N =

triethylamin; R = viz Chemicka charakterizace piipravenych derivati)
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I mmol Triklosanu a 1,5 ekvivalentu triethylaminu (Et:N) byly rozpustény v 5 ml
dichlormethanu vysusené¢ho CaCl,. Reak¢ni smés se michala 5 min za laboratorni teploty a poté
bylo ptidano 1,3 ekvivalentu chloridu kyseliny. Reakce se ponechala michat 2 hod
do kompletni konverze na produkt (monitorovano pomoci TLC; soustava n-hexan/ethyl-acetat
4:1). Nasledné byla reak¢éni smés odpaiena do sucha, pfidan ethyl-acetat, nerozpustny podil
(ENH'CI) byl odfiltrovan, filtrat vytiepan s 10 % roztokem Na,COs, 0,IM HCI, 5 %
roztokem NaCl a vysuSen stanim nad bezvodym Na>SO4. V pfipadé necistot byla provedena

sloupcova chromatografie za pouziti mobilni faze hexan/aceton 12:1.

5.1.2.1.2Steglichova esterifikace vychdzejici z kyseliny (Metoda B)

Cl Cl
Cl Cl EDAC
o DMAP

Mo o °
o R” “OH CH,Cl, Cl 0._0
cl OH hd
R
Schéma 2 Ptiprava triklosanovych esterti za pritomnosti karbodiimidu (EDAC = 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid; DMAP = 4-(dimethylamino)pyridin; R = viz Chemicka

charakterizace pfipravenych derivatl)

1 mmol Kyseliny, 1 mmol triklosanu a 0,1 mmol 4-(dimethylamino)pyridinu (DMAP)*
byly rozpustény v 5 ml suchého CH>Clz, smés byla chlazena ledem na 0 °C, a pak byl najednou
pfidan 1,5 ekvivalentu  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu  (EDAC)/
1,2 ekvivalentu DCC (N,N'-dicyklohexylkarbodiimid) v ptipad¢ pfipravy analoga 23 (Schéma
3, b). Po 1 hodin€ bylo chlazeni pferuseno a smés byla ponechdna reagovat dalSich 24 hod
za laboratorni teploty. Monitorovani reakce probihalo za pomoci TLC, soustava n-hexan/ethyl-
acetat 4:1. Reakéni smés byla odpafena do sucha, byl pfidan ethyl-acetat s naslednym
vytfepanim 10 % roztoku Na>COs, 0,1 M HCI, 5 % roztoku NaCl a vysuSena bezvodym

NaxSOs. V piipadé necistot byla provedena sloupcova chromatografie (hexan/aceton 12:1).

* DMAP nebyl ptidavan v ptipadé reakce triklosanu s kyselinou propynovou (Schéma 3)
pfi pfipravé 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-propynoatu (23, viz b), jinak (i za pfitomnosti
jinych tercidrnich bazi) probihala nukleofilni adice '’ za vzniku 5-chlor-2-(2,4-

dichlorfenoxy)fenyl-3-[5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenoxy]akrylatu (45, viz a).
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a) Cl
0
Cl 0
Cl Cl o EDAC \g
DMAP

Cl
. — 0 Cl
0 HO)\\\ CH,Cl, :©/
45
|
Cl
o
23

O

Cl OH

Cl
Cl Cl
0 DCC o)

o)
C
+ _—
0 HO)\\\ CH.Cl, Cl
of OH ﬂ‘//

Cl
@)

Schéma 3 Reakce triklosanu s kyselinou propynovou provedend v pfitomnosti (a) a bez (b)
pritomnosti terciarni baze (EDAC = 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid; DCC =
N,N'-dicyklohexylkarbodiimid; DMAP = 4-(dimethylamino)pyridin)

5.1.2.2 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity

Tabulka 3 znazorfiuje minimalni inhibi¢ni koncentrace vii¢i mykobakterialnim kmentim

véetné atypickych.

Tabulka 3 Minimalni inhibi¢ni koncentrace TRC derivati vii¢i mykobakteridlnim kmentim

Cl Cl
@)
Cl O.
R
MIC [uM]
Kéd  Ester kyseliny (R) M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii ClogP
331/88 (H37Rv) 330/88 235/80 6509/96
14d 21d 14d 21d 7d 14d 21d 7d 14d 21d
20 Octova 62,5 62,5 125 125 32 62,5 62,5 32 62,5 62,5 4,83
21 Propionova 32 32 62,5 62,5 16 32 32 16 32 32 5,49
22 Propenova (Akrylova) 32 62,5 62,5 125 16 32 62,5 16 32 62,5 5,51
23 Propynova (Propiolova) 32 32 62,5 62,5 16 32 32 16 32 32 5,21
24 Hexanova 32 62,5 62,5 125 16 32 62,5 16 32 62,5 6,74
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25 Palmitova 500 500 1000 1000 250 500 1000 500 500 500 10,91
26 Sorbova 32 32 62,5 62,5 16 32 32 16 32 32 6,40
27 Cyklopropankarboxylova 32 32 62,5 62,5 16 32 62,5 16 32 32 5,55
28 Undecylenova 32 62,5 125 125 32 62,5 62,5 32 32 62,5 8,55
29 Benzoova 32 32 62,5 62,5 16 32 32 16 32 32 6,73
30 4-CF;-Benzoova 32 32 32 32 16 32 32 16 16 32 7,65
31 4-Br-Benzoova 16 32 62,5 62,5 16 32 32 16 16 32 7,56
32 3-Br-Benzoova 32 32 62,5 62,5 16 32 32 16 32 32 7,56
33 2-Br-Benzoova 32 32 62,5 62,5 16 32 32 16 32 32 7,56
34 4-NO,-Benzoova 32 32 62,5 62,5 16 32 32 16 32 32 6,78
35 4-CHO-Benzoova 32 32 62,5 62,5 32 62,5 62,5 16 32 32 6,48
36 4-CH;0-Benzoova 32 62,5 62,5 62,5 32 32 62,5 32 62,5 62,5 6,60
37 Acetylsalicylova 32 32 32 62,5 16 32 32 16 16 32 6,31
38 Furan-2-karboxylova 32 62,5 62,5 62,5 16 32 32 16 32 5,34
39 Furan-3-karboxylova 16 32 32 32 16 32 32 16 16 5,29
40 i;;g:)f;‘gj:z 32 32 32 32 16 32 32 8 16 16 5,84
41 Pyrazinkarboxylova 16 32 32 62,5 16 32 16 16 32 4,48
42 Nikotinova 32 32 32 32 16 32 32 8 16 16 5,39
43 Isonikotinova 32 32 32 32 16 32 8 8 16 5,39
44 Rhodanin-3-octova 16 32 32 62,5 16 32 16 16 32 4,90
45 T-T* 62,5 125 125 125 32 62,5 125 32 62,5 125 10,11
(Thio)karbamat (R)
46 Dimethylkarbamat 500 1000 500 1000 125 500 1000 125 500 1000 497
47 Diethylkarbamat >1000 >1000 >1000 >1000 500 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 5,65
48 Dimethylthiokarbamat 250 500 250 500 125 250 500 250 500 1000 5,96
49 Diethylthiokarbamat >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 6,64
50 Difenylkarbamat >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 8,30
51 Pyrrolidin-1-karboxylat >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 5,29
52 Piperidin-1-karboxylat >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 5,71
53 Morfolin-4-karboxylat >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 4,58
Triklosan 16 32 32 32 8 16 32 8 8 8 4,86
INH 0,5 1 >250 >250 >250 >250 >250 4 8 8 -0,64
PAS 62,5 62,5 32 125 125 1000 >1000 32 125 500 0,40
EMB 1 2 16 16 1 2 2 1 2 2 0,06

*3-[5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenoxy]akrylova kyselina

Z Tabulka 3 vyplyva, Ze estery kyselin (20-45) byly obecné u€inngjsi nez (thio)karbamaty
(46-53). Nékteré estery se svymi inhibi¢nimi hodnotami vii¢i testovanym kmeniim piiblizovaly
¢i vyrovnaly standardu triklosanu, Zadny ho ov§em nepiekonal. Naproti tomu inhibi¢ni aktivity
PAS byly estery vétSinou piekonany. Vuci kmeni H37Rv se MIC 20-45 pohybovaly nej€asté;ji
vrozmezi 16-62,5 uM a nedosahovaly hodnot INH a EMB. Nejucinngjs$i derivaty byly
odvozené od 4-brombenzoové (31), furan-3-karboxylové (39), pyrazinkarboxylové (41) a
rhodanin-3-octové kyseliny (44). Naopak ester kyseliny palmitové (25) s inhibi¢nimi
koncentracemi >250 uM proti vSem testovanym kmentim byl v celé této 20-45 sérii nejméné

ucinnym derivatem. Atypické kmeny M. avium (330/88) a M. kansasii (235/80) byly
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piipravenymi 20-45 estery oproti INH obecné 1épe inhibovany s koncentracemi nejcastéji mezi
8-62,5 uM. M. kansasii (235/80) byl ve srovnani s M. avium (330/88) citlivéjSim kmenem.
Kmen M. kansasii (6509/96) byl pak inhibovan nejucinnéj$imi derivaty 38, 39, 40, 42 a 43
v koncentracich podobnych INH. V celkovém hodnoceni 20-45 derivati vykazovaly nejlepsi
inhibi¢ni aktivity kyseliny s heterocyklickym kruhem (38-44). Mezi kyselinami s fenylovym
kruhem (29-37 a 45) a alifatickym fetézcem (20-28) nebyl pozorovan vyrazny inhibi¢ni rozdil.

Hodnoty (thio)karbamatti (46-53) se v zadném méieni nevyrovnaly a ani nepfiblizily
hodnotdm standardii v podobé TRC, INH a EMB. Nejnizsi inhibi¢ni koncentrace derivati

zaCinaly od 125 uM.

5.1.2.3 Hodnoceni antibakterialni aktivity

Ptikladem problémovych patogenti jsou naptiklad methicilin-rezistentni Staphylococcus
aureus (MRSA), vankomycin-rezistentni Enterococcus faecium ¢i multirezistentni G- bakterie
jako Pseudomonas aeruginosa. '3’ Tabulka 4 reportuje vysledné inhibiéni koncentrace viici

témto vybranym bakterialni kmentim.

Tabulka 4 MIC esterovych a (thio)karbamatovych derivat viici vybranym kmentim bakterii

Cl Cl
0]
Cl O. R
MIC [puM]

Koéd Staphylococcus ~ Staphylococcus — Staphylococcus — Enterococcus Escherichia Klebsiella Klebsiella Pseudomonas

aureus aureus epidermidis sp. coli pneumoniae pneumoniae aeruginosa

(G+) (MRSA; G+) (G+) (Gt) (G-) (G-) (ESBL; G-) (G-)

Ester 24 h 48h 24 h 48h 24 h 48h  24h  48h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
20 - - - - - - - - - - - - - - - -
21 - - - - - - - - - - - - - - - -
22 - - - - - - - - - - - - - - - -
23 0,49 0,49 049 0,49 0,49 0,49 62,5 62,5 31,25 31,25 62,5 62,5 500 500  >500 >500
24 - - - - - - - - - - - - - - - -
25 - - - - - - - - - - - - - - - -
26 15,62 15,62 1,95 1,95 15,62 15,62 62,5 625 3,9 3,9 15,62 15,62 125 125 >125 >125
27 - - - - - - - - - - - - - - - -
28 - - - - - - - - - - - - - - - -
29 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
30 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
31 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
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32 >500  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
33 >500  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
34 125 125 >125 >125 62,5 62,5 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
35 >500  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
36 >500  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
37 125 125 500 500  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
38 31,25 31,25 62,5 62,5 500 500  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
39 - - - - - - - - - - - - - - - -
40 15,62 15,62 31,25 31,25 7,81 15,62 15,62 15,62 15,62 31,25 15,62 62,5 31,25 62,5 >500 >500
41 1,95 39 1,95 7,81 1,95 7,81 31,25 625 7,81 31,25 781 31,25 1562 62,5 >500 >500
42 1,95 7,81 39 1562 1,95 7,81 >500 >500 15,62 62,5 15,62 31,25 31,25 125 >500 >500
43 0,98 1,95 098 39 0,98 39 15,62 31,25 15,62 31,25 7,81 31,25 15,62 62,5 >500 >500
44 0,98 1,95 098 39 0,98 39 31,25 31,25 31,25 31,25 15,62 125 15,62 125  >250 >250
45 >500  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
(Thio)karbamat

46 - - - - - - - - - - - - - - - -
47 - - - - - - - - - - - - - - - -
48 39 39 39 15,62 3,9 781 >500 >500 >500 >500 125 >500 125 >500 >500 >500
49 250 250  >500 >500 125 125 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
50 >500  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
51 62,5 62,5 125 125 62,5 62,5 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
52 125 >500 500 >500 250  >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500  >500
53 - - - - - - - - - - - - - - - -
Triklosan 0,49 0,49 0,98 098 7,81 15,62 31,25 62,5 15,62 62,5 1,98 1,98 7,81 31,25 >500 >500
Bacitracin 15,62 31,25 15,62 31,25 15,62 31,25 31,25 31,25 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

- nepodafilo se rozpustit v testovacim médiu
ESBL: Sirokospektr¢ f-laktamazy
MRSA: Methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Hodnocené derivaty (Tabulka 4) byly porovnavany se dvéma standardy: bacitracinem a
vychozim triklosanem. V rdmci tohoto srovnavani bylo v nékterych piipadech dosazeno
podobnych ¢i lepsich inhibi¢nich koncentraci, zejména u esterovych analog (20-45), ktera byla
zaroven oproti (thio)karbaméatovym 46-53 slouceninam vyrazné u¢innéjsi. Testovanim bylo
pokryto skoro celé spektrum bakterii kromé vyjimky v podobé Pseudomonas aeruginosa, kde
nebyl u¢inny Zadny derivat a ani standard. Analoga karboxylovych kyselin s heterocyklickym
kruhem 5-nitrofuran-2-karboxylova (40), pyrazinkarboxylovd (41), nikotinova (42),
isonikotinova (43) a rhodanin-3-octova (44) spolecné s estery kyseliny propynové (23) a
sorbové (26) byly nejucinnéjSimi inhibitory a ¢asto se minimaln¢ vyrovnaly svym standardiim.
Naopak estery aromatickych kyselin (29-37) byly vétSinou bez aktivity. Zvlasté zajimavych
hodnot dosahl 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-propynoét 23 proti stafylokokovym kment,
vcetné MRSA, s jednotnou inhibi¢ni koncentraci 0,49 uM, ¢imz nékolikanasobné piekonal
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bacitracin (MIC = 15,62-31,25 uM) i triklosan (MIC = 0,49-15,62 uM). V G- casti prekonal
oba sv¢ standardy pouze S-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-sorbat 26 u kmene Escherichia
coli s MIC = 3,9 uM, kde triklosan inhiboval v rozmezi 15,62-62,5 uM.

(Thio)karbamaty 46-53 v téchto méfeni antibakteridlni aktivitu spiSe nevykazovaly.
Vyjimkou byl O-[5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]-dimethylthiokarbamat 48 vaci G+
stafylokokovym kmentim (véetné MRSA) s hodnotami od 3,9 do 15,62 uM.

5.1.2.4 Hodnoceni antifungalni aktivity

Rizika spojend s houbovymi infekcemi a jejich rezistencemi jsou taktéz nezanedbatelnym
rizikem, spolu se socioekonomickym kontextem. !*® Proto jsme vramci biologického
hodnoceni pfipravené derivaty testovali 1 vO¢i vybranému spektru hub, viz

Tabulka 5.

Tabulka 5 MIC testovanych derivatl viici vybranym fungalnim patogeniim

Cl Cl
0]
Cl O. R
MIC [pM]

Kod Candida Candida Candida Candida Trichosporon Aspergillus Absidia Trichophyton

albicans tropicalis krusei glabrata asahii fumigatus corymbifera  mentagrophytes
Ester 24h 48h  24h  48h  24h  48h  24h  48h 24h 48h  24h  48h  24h  48h 24 h 48 h
20 - - - - - - - - - - - - - - - -
21 - - - - - - - - - - - - - - - -
22 - - - - - - - - - - - - - - - -
23 31,25 31,25 62,5 62,5 31,25 31,25 625 62,5 31,25 31,25 62,5 62,5 31,25 31,25 15,62 15,62
24 - - - - - - - - - - - - - - - -
25 - - - - - - - - - - - - - - - -
26 >125  >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
27 - - - - - - - - - - - - - - - -
28 - - - - - - - - - - - - - - - -
29 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
30 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 62,5 62,5
31 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 31,25 31,25
32 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 31,25 31,25
33 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 125 125
34 >125  >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
35 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 15,62 15,62
36 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 15,62 15,62




37 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 31,25 31,25
38 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 15,62 15,62
39 - - - - - - - - - - - - - - - -
40 >500 >500 >500 >500 250 250  >500 >500 62,5 62,5 31,25 31,25 15,62 1562 781 7,81
41 250 250 125 125 >500 >500 250 250 31,25 31,25 62,5 625 15,62 15,62 781 7,81
42 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 250 250  >500 >500 >500 >500 31,25 31,25
43 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 31,25 31,25
44 >250  >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 31,25 31,25
45 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 250 250
(Thio)karbamat
46 - - - - - - - - - - - - - - - -
47 - - - - - - - - - - - - - - - -
48 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 500 500
49 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
50 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
51 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
52 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 250 250
53 - - - - - - - - - - - - - - - -
Triklosan 15,62 15,62 62,5 62,5 62,5 625 625 62,5 31,25 31,25 62,5 62,5 31,25 31,25 39 7,81
Flukonazol 0,24 0,24 >500 >500 125 250 62,5 250 250 500 >500 >500 >500 >500 7,81 125

- nepodafilo se rozpustit v testovacim médiu

Pro hodnoceni antifungélnich aktivit byly jako standardy vybrany flukonazol a triklosan.
Esterové slouceniny 20-45 1 v tomto méfeni dosahovaly lepSich inhibi€nich vysledkli nez
(thio)karbamatové derivaty 46-53 (Tabulka 5). (Thio)karbamatové 46-53 slouceniny dokonce
v téchto testech nevykazovaly zddnou aktivitu (MIC >500 uM). V 20-28 ¢asti dosahl nejlepsich
vysledkti 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-propynoat 23 pii koncentracich 15,62-62,5 uM
vici celému testovanému spektru, ¢imzZ se podobal triklosanu (MIC = 3,9-62,5 uM) a piedcil
flukonazol (MIC = 0,24 az >500 pM). Byl to jediny ucinny derivat z celé pfipravené série
pusobici proti kvasinkdm, Zadny jiny derivat vii¢i témto organismim zfetelnou aktivitu
nevykazoval. Derivaty kyselin s heterocyklickou (38 a 40-44) a fenylovou (30-32 a 35-37) ¢asti
mély aktivitu zejména proti houbé Trichophyton mentagrophytes. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace estert heterocyklickych kyselin (38-44) zacinaly od hodnoty 7,81 uM, konkrétné
S-nitrofuran-2-karboxylova (40) a pyrazinkarboxylova (41) kyselina, ¢imZ se vyrovnaly
triklosanu (MIC = 3,9-7,81 uM) a po 48 hodinach ptred¢ily flukonazol (MIC = 7,81-125 uM).
Inhibi¢nich koncentraci od 15,62 do 62,5 uM vici Trichophyton mentagrophytes dosahovala
analoga kyselin obsahujicich benzenové jadro (30-32 a 35-37). Krom¢ analoga 23 piisobily
podobné jako triklosan proti spektru testovanych hub bez kvasinek pouze chlor-2-(2,4-
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dichlorfenoxy)fenyl-5-nitrofuran-2-karboxylat 40 a 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-
pyrazin-2-karboxylat 41, vSichny tfi s rozmezim MIC = 7,81-62,5 uM, ¢imz piekonaly

flukonazol.

5.1.2.5 Hodnoceni cytotoxicity

Nejucinngjsich dvacet derivatt (18 esterti, 1 thiokarbaméat a 1 karbamat) bylo vybrano
pro testovani cytotoxicity na HepG2 buiikach neboli bunécné linii izolované z lidskych bunék
jaterniho karcinomu. U hodnocenych derivati byl rovnéz vypocitan index selektivity

(SI'=1Cs0/MIC H37Rv po 21 dnech).

Tabulka 6 Prehled vybranych derivati s jejich hodnotami ICso a indexti selektivit

Kod ICso SI
Ester [M]
21 19,78 0,62
22 7,89 0,13
23 1,66 0,05
26 28,42 0,89
27 34,45 1,08
30 61,88 1,93
31 109,60 3,42
32 63,62 1,99
33 62,18 1,94
34 24,25 0,76
35 22,46 0,70
37 73,78 2,31
39 48,45 1,51
40 21,95 0,69
41 9,74 0,30
42 31,21 0,98
43 22,11 0,69
44 25,84 0,81
(Thio)karbamat
48 176,80 0,35
51 108,40 0,11
Triklosan 10,63 0,33

Ziskané vysledky (Tabulka 6) ukazuji spiSe cytotoxicky charakter pfipravenych latek.
Hodnoty SI se zhruba pohybovaly okolo 1 s vyjimkou 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-4-

brombenzoatu (31; SI = 3,42). Obecné tak lze konstatovat, ze jsou podobné své vychozi

58



struktuie triklosanu, ktery mél SI = 0,33. TRC bez ohledu na publikovanou literaturu a jeho

relativni bezpecnost %% 119 yykazal v téchto testech vyssi cytotoxické vlastnosti.

5.1.2.6 Zavérecny komentar

Z celkového poctu 34 pripravenych derivatil (26 estert, 6 karbamatt a 2 thiokarbamaty)
meély vyssi inhibi¢ni aktivitu estery (20-45) oproti (thio)karbamatim (46-53). Zajimavych
vysledkti dosahovaly pfevazné estery heterocyklickych kyselin (38-44), z alifatickych kyselin
estery kyseliny propynové (23) a sorbové (26). Nutno dodat, ze 5-chlor-2-(2,4-
dichlorfenoxy)fenyl-propynoat 23 vykazoval celkové vyssi aktivitu i v ptipadech, kde ostatni
nepusobily (viz kvasinky) a 1ze ho povazovat za nejuc¢innéjsi derivat z pripravené série. Naopak
derivaty (thio)karbamatové kyseliny nemély celkové vyraznou biologickou aktivitu. Vyjimkou
byl pouze derivat O-[5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]-dimethylthiokarbamat (48) vici G+
stafylokokim, kde ptekonal i standard bacitracin. Hodnoty SI se pfiblizn€ rovnaly vychozimu

TRC a slouceniny byly cytotoxické.

5.1.2.7 Chemicka charakterizace pripravenvch derivatu

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-acetat '* (20)

Zluta kapalina; Metoda A; Vytézek: 68 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3000, 1778, 1473, 1226, 1176; '"H NMR
(500 MHz, CDCl3) 6 7.46 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 7.20-7.15 (m, 3H), 6.87 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 6.83 (d, J =
8.8 Hz, 1H), 2.23 (s, 3H); *C NMR (126 MHz, CDCl;) § 168.27, 150.94, 146.70, 141.68, 130.37,
129.53, 129.20, 128.13, 126.96, 125.94, 124.40, 120.42, 120.09, 20.42; Anal. Calcd. pro CisHoCl30;
(331.58): C, 50.71; H, 2.74. Nalezeno: C, 50.82; H, 2.44.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-propionat '* (21)

Zluta kapalina; Metoda B; Vytézek: 59 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 2982, 2943, 1770, 1473, 1266, 1121,
807; 'H NMR (500 MHz, CDCl5) 6 7.45 (d, J= 2.5, 1H), 7.20 (d, J= 2.5, 1H), 7.18-7.15 (m, 2H), 6.86
(d,J=8.8 Hz, 1H), 6.84 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 2.50 (q,J = 7.5 Hz, 2H), 1.17 (t, J = 7.6 Hz, 3H); *C NMR
(126 MHz, CDCls) 6 171.83, 151.11, 146.54, 141.93, 130.35, 129.35, 128.09, 126.88, 125.72, 124.47,
120.37, 120.04, 116.57, 27.26, 8.93; Anal. Calcd. pro CisH;iCl303 (345.61): C, 52.13; H, 3.21.
Nalezeno: C, 52.33; H, 3.36.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-akrylat 4% 141 (22)

Bila kapalina; Metoda B; Vytézek: 59 %; Anal. Caled. pro CisHoCl305 (343.59): C, 52.44; H, 2.64.
Nalezeno: C, 52.32; H, 2.61. Neuvedena spektroskopicka charakterizace byla v souladu s diive
publikovanymi hodnotami.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-propyonat (23)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 83.1-84.8 °C; Vytézek: 42 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3255, 3095,
1727, 1489, 1267, 1198, 862, 753; 'H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.48 (d, J=2.5 Hz, 1H), 7.25 (d, J =
2.5 Hz, 1H), 7.22 (dd, /= 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.20 (dd, /= 8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.94 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 6.78
(d,J=8.8 Hz, 1H), 3.09 (s, 1H); *C NMR (126 MHz, CDCls) § 150.30, 149.66, 146.85, 140.05, 130.55,
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130.20, 128.92, 128.26, 127.74, 126.69, 123.93, 121.33, 119.31, 77.70, 73.40; Anal. Calcd. pro
CisH5Cl303 (341.57): C, 52.75; H, 2.07. Nalezeno: C, 52.82; H, 2.24.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-hexanoat (24)

Zluta kapalina; Metoda A; Vytézek: 67 %; IR (cm, ATR-Ge): 2958, 2872, 1770, 1488, 1266, 1099,
809; 'H NMR (500 MHz, CDCl;) § 7.44 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.18-7.15 (m,
2H), 6.85 (s, 1H), 6.84 (s, 1H), 2.46 (t, J="1.5 Hz, 2H), 1.69-1.59 (m, 2H), 1.34-1.22 (m, 4H), 0.89-0.82
(m, 3H); 3C NMR (126 MHz, CDCl3) 8 171.19, 151.09, 146.52, 141.95, 130.33, 129.35, 129.32, 128.08,
126.87,125.69, 124.47, 120.34, 120.02, 33.80, 31.06, 24.44,22.22, 13.80; Anal. Calcd. pro CigHi7C1303
(387.68): C, 55.77; H, 4.42. Nalezeno: C, 55.60; H, 4.53.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-palmitat (25)

Bezbarva kapalina; Metoda B; Vytézek: 72 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3096, 2939, 2864, 1727, 1490, 1290,
884; 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.44 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.18-7.15 (m,
2H), 6.85 (d,J=3.2 Hz, 1H), 6.84 (d, J=3.1 Hz, 1H), 2.46 (t,J= 7.4 Hz, 2H), 1.66-1.60 (m, 2H), 1.36-
1.21 (m, 24H), 0.88 (t, J= 6.9 Hz, 3H); 3*C NMR (126 MHz, CDCl5) 6 171.18, 151.08, 146.56, 141.96,
130.34, 129.35, 129.33, 128.09, 126.87, 125.76, 124.47, 120.30, 120.09, 33.86, 31.92, 29.69, 29.66,
29.65,29.58,29.50,29.40, 29.35,29.20,29.12, 28.93, 24.78, 22.68, 14.15; Anal. Calcd. pro C,sH37C1303
(527.95): C, 63.70; H, 7.06. Nalezeno: C, 63.90; H, 7.38.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-sorbat (26)

Cervena kapalina; Metoda A; Vytézek: 74 %; IR (cm™, ATR-Ge): 2967, 1745, 1473, 1266, 1100, 809;
"H NMR (500 MHz, CDCl5) § 7.42 (d, J = 2.5, 1H), 7.27 (s, 1H), 7.25 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.20-7.14
(m, 2H), 6.88 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.24-6.19 (m, 2H), 5.84 (d, J= 15.35 Hz,
1H), 1.89 (d, J= 5.1 Hz, 3H); '*C NMR (126 MHz, CDCls) & 164.31, 151.26, 147.76, 146.70, 141.86,
141.45,130.27,129.59, 129.30, 129.22, 128.02, 126.75, 125.78, 124.62, 120.43, 120.18, 116.61, 21.02;
Anal. Calcd. pro CisHi3Cl303 (383.65): C, 56.35; H, 3.42. Nalezeno: C, 56.44; H, 3.31.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-cyklopropankarboxylat (27)

Bezbarva kapalina; Metoda B; Vytézek: 51 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 1756, 1473, 1266, 1126, 1094, 809;
"H NMR (500 MHz, CDCl3)  7.46 (d, J = 2.5, 1H), 7.22 (d, J= 2.5, 1H), 7.20-7.12 (m, 2H), 6.87 (d, J
= 8.8 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 1.78-1.71 (m, 1H), 1.11-1.05 (m, 2H), 1.00-0.95 (m, 2H); *C
NMR (126 MHz, CDCIl3) ¢ 172.28, 151.19, 146.52, 141.92, 130.31, 129.37, 129.24, 128.03, 126.83,
125.68, 124.57, 120.51, 119.93, 12.60, 9.42 (2x); Anal. Calcd. pro CisH1:1C1303 (357.61): C, 53.74; H,
3.10. Nalezeno: C, 53.80; H, 3.22.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-undec-10-enoat (28)

Bezbarva kapalina; Metoda B; VytéZzek: 63 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 2962, 2854, 1769, 1488, 1266, 1101,
809; 'H NMR (500 MHz, CDCl;) § 7.44 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.18-7.14 (m,
2H), 6.85 (d, J=3.3 Hz, 1H), 6.84 (d, /= 3.1 Hz, 1H), 5.86-5.76 (m, 1H), 5.03-4.90 (m, 2H), 2.47 (t, J
= 7.4 Hz, 2H), 2.07-1.99 (m, 2H), 1.68-1.59 (m, 2H), 1.40-1.23 (m, 10H); *C NMR (126 MHz, CDCl5)
0 171.16, 151.07, 146.55, 141.94, 139.13, 130.34, 129.34, 129.32, 128.09, 126.87, 125.73, 124.46,
120.29, 120.08, 114.13, 33.83, 33.75, 29.21, 29.12, 29.02, 28.90, 28.87, 24.76; Anal. Calcd. pro
C2H,5Cl130;5 (455.80): C, 60.61; H, 5.53. Nalezeno: C, 60.72; H, 5.65.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-benzoat '3? (29)

Bil4 krystalicka latka; Metoda A; t. t. 63.5-65.2 °C; Vytézek: 46 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3088, 2928,
1741, 1487, 1265, 1058, 711; '"H NMR (300 MHz, CDCI3)  8.09-8.01 (m, 2H), 7.67-7.58 (m, 1H), 7.51-
7.42 (m, 2H), 7.35 (d, J=2.5 Hz, 1H), 7.33 (d, /= 2.5 Hz, 1H), 7.22 (dd, J= 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.15 (dd,
J=18.8,2.5Hz, 1H), 6.93 (d, J=2.6 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 2.6 Hz, 1H); *C NMR (75 MHz, CDCI;) §
164.01, 151.08, 146.80, 141.85, 133.88, 130.29, 130.22 (2x), 129.40, 129.29, 128.53 (2x), 128.39,
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128.04, 127.02, 125.92, 124.63, 120.39, 120.36; Anal. Calcd. pro C;oH11Cl305 (393.64): C, 57.97; H,
2.82. Nalezeno: C, 57.87; H, 2.65.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-4-(trifluormethyl)benzoat (30)

Bila krystalicka latka; Metoda A; t. t. 51-52.6 °C; Vytézek: 60 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3078, 1744, 1475,
1103, 1080, 865; '"H NMR (500 MHz, CDCI5) 6 8.19 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.38-
7.34 (m, 2H), 7.25 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.20 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 8.8 Hz, 1H),
6.91 (d,J= 8.8 Hz, 1H); ®*C NMR (126 MHz, CDCls) 5 162.88, 150.81, 146.72, 141.40, 135.43, 131.65,
130.61, 130.59 (2x), 130.50, 129.70, 129.29, 128.13, 127.35, 126.05, 125.59 (2x), 124.41, 120.55,
120.16; Anal. Calcd. pro C20H10Cl3F303 (461.64): C, 52.04; H, 2.18. Nalezeno: C, 52.32; H, 2.30.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-4-brombenzoat (31)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 85.4-87.1 °C; Vytézek: 61 %; IR (cm™, ATR-Ge): 2922, 1746,
1489, 1263, 1069, 862, 748; 'H NMR (500 MHz, CDCl5) § 7.89 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 7.61 (d, /= 8.5 Hz,
2H), 7.35(d,J=2.5 Hz, 1H), 7.33 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 7.22 (dd, J= 8.8, 2.8 Hz, 1H), 7.15 (dd, J = 8.6,
2.5 Hz, 1H), 6.92 (s, 1H), 6.90 (s, 1H); 3*C NMR (126 MHz, CDCls) § 163.34, 150.98, 146.71, 141.62,
131.95 (2x), 131.65 (2x), 130.36, 129.53, 129.30, 129.27, 128.08, 127.32, 127.21, 125.94, 124.52,
120.39, 120.35; Anal. Calcd. pro CioHi10BrCl303 (472.54): C, 48.29; H, 2.13. Nalezeno: C, 48.44; H,
2.20.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-3-brombenzoéat (32)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 56.5-58 °C; Vytézek: 65 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3091, 1740, 1471,
1241, 1058, 739; 'H NMR (500 MHz, CDCl5) & 8.13 (t,J = 1.8 Hz, 1H), 7.98 (d, J= 7.8, Hz, 1H), 7.76-
7.73 (m, 1H), 7.38-7.32 (m, 3H), 7.22 (dd, /= 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.16 (dd, J= 8.7, 2.5 Hz, 1H), 6.92 (d,
J=8.8Hz, 1H), 6.91 (d, /= 8.8 Hz, IH); *C NMR (126 MHz, CDCl;) § 162.72, 150.99, 146.69, 141.53,
136.86, 133.10, 130.42, 130.31, 130.11, 129.61, 129.36, 128.78, 128.12, 127.28, 125.97, 124.50,
122.62, 120.39, 120.37; Anal. Calcd. pro CioH0BrCl;0s3 (472.54): C, 48.29; H, 2.13. Nalezeno: C,
48.13; H, 2.21.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-2-brombenzoat (33)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 66.3-68.2 °C; Vytézek: 60 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3091, 1752,
1471, 1290, 1021, 752; '"H NMR (500 MHz, CDCls) 6 7.91-7.86 (m, 1H), 7.72-7.68 (m, 1H), 7.41-7.35
(m, 4H), 7.22 (dd, /= 8.9, 2.5 Hz, 1H), 7.17 (dd, J= 8.7, 2.5 Hz, 1H), 6.94 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 6.88 (d,
J=28.8 Hz, 1H); *C NMR (126 MHz, CDCl3) § 163.15, 150.89, 146.74, 141.49, 134.66, 133.47, 131.97,
130.35, 130.06, 129.57, 129.25, 128.17, 127.26, 127.24, 126.03, 124.48, 122.56, 120.53, 120.05; Anal.
Calcd. pro Ci9H0BrCl:0s (472.54): C, 48.29; H, 2.13. Nalezeno: C, 48.30; H, 2.26.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-4-nitrobenzoat (34)

Bil4 krystalické latka; Metoda B; t. t. 175.8-177.6 °C; Vytézek: 43 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3111, 3080,
1742, 1491, 1259, 1083, 805, 713; '"H NMR (500 MHz, CDCl5) & 8.33 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 8.25 (d, J =
9.0 Hz, 2H), 7.38-7.35 (m, 2H), 7.26 (d, J=9.2 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 8.8 Hz,
1H), 6.92 (d, J = 8.8 Hz, 1H); *C NMR (126 MHz, CDCl;) & 162.23, 151.02, 150.69, 146.63, 141.19,
133.77, 131.35 (2x), 130.44, 129.84, 129.34, 128.18, 127.54, 126.07, 124.29, 123.68 (2x), 120.59,
120.12; Anal. Calcd. pro CioH;oCIsNOs (438.64): C, 52.03; H, 2.30; N, 3.19. Nalezeno: C, 52.18; H,
2.41; N, 3.27.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-4-formylbenzoat (35)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 112.5-114.1 °C; Vytézek: 39 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 2926, 2853,
1748, 1473, 1264, 1060, 715; '"H NMR (500 MHz, CDCl;) & 10.14 (s, 1H), 8.22 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
7.99 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.37 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.25 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz,
1H), 7.18 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.8 Hz, 1H); *C NMR (126
MHz, CDClIs) & 191,38, 163.06, 150.88, 146.69, 141.47, 139.75, 133.31, 130.82, 130.70 (2x), 130.39,
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129.67, 129.56 (2x), 128.14, 127.36, 126.02, 124.43, 120.49, 120.27; Anal. Calcd. pro CyoH;;Cl304
(421.65): C, 56.97; H, 2.63. Nalezeno: C, 56.80; H, 2.75.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-4-methoxybenzoat (36)

Bila kapalina; Metoda A; Vytézek: 61 %; IR (cm!, ATR-Ge): 2840, 1737, 1472. 1253, 1056, 787; 'H
NMR (500 MHz, CDCls) 6 7.99 (d, /= 9.0 Hz, 2H), 7.35 (d, /= 2.5 Hz, 1H), 7.34 (d, /= 2.5 Hz, 1H),
7.22 (dd, J= 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.15 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.98-6.90 (m, 4H), 3.89 (s, 3H); *C NMR
(126 MHz, CDCl3) & 164.15, 163.70, 151.30, 146.81, 141.11, 132.41 (2x), 130.27, 129.38, 129.23,
128.02, 126.87, 125.80, 124.80, 120.66, 120.58, 120.20, 113.83 (2x), 55.53; Anal. Calcd. pro
CH13Cl1304 (423.67): C, 56.70; H, 3.09. Nalezeno: C, 56.82; H, 3.19.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-2-acetyloxybenzoat (37)

Cervena kapalina; Metoda B; Vytézek: 70 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 1749, 1488, 1265, 1192, 1036, 752;
"H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 8.02 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.65-7.59 (m, 1H), 7.38-7.12 (m, 6H),
6.91 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 2.28 (s, 3H); *C NMR (75 MHz, CDCl;) § 171.16,
169.42, 161.67, 151.26, 150.86, 146.87, 141.31, 134.87, 134.54, 132.20, 130.37, 129.63, 129.18,
128.08, 127.18, 126.12, 124.28, 121.55, 120.72, 119.97, 20.91; Anal. Calcd. pro C1H3C1305 (451.68):
C, 55.84; H, 2.90. Nalezeno: C, 55.93; H, 2.87.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-furan-2-karboxylat (38)

Bila kapalina; Metoda B; VytéZzek: 66 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3141, 1745, 1471, 1292, 1266, 1084, 763;
"H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.66-7.64 (m, 1H), 7.38 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 2.5 Hz, 1H),
7.29-7.25 (m, 1H), 7.20 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.16 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 8.8 Hz,
1H), 6.86 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.56 (dd, J = 3.5, 1.7 Hz, 1H); *C NMR (75 MHz, CDCls) § 155.62,
150.86, 147.58, 146.99, 14291, 140.89, 130.27, 129.63, 129.12, 128.14, 127.23, 126.17, 124.48,
120.83, 120.13, 120.01, 112.23; Anal. Calcd. pro Ci7HoCI304 (383.61): C, 53.23; H, 2.36. Nalezeno: C,
53.46; H, 2.38.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-furan-3-karboxylat (39)

Zluta kapalina; Metoda A; Vytézek: 58 %; IR (cm™', ATR-Ge): 3151, 1750, 1488, 1266, 1159, 1100,
958, 873, 749; 'TH NMR (500 MHz, CDCls) & 8.07-8.06 (m, 1H), 7.47-7.45 (m, 1H), 7.38 (d, J= 2.5 Hz,
1H), 7.31 (d, J=2.5 Hz, 1H), 7.20 (dd, /= 8.7, 2.5 Hz, 1H), 7.15 (dd, /= 8.9, 2.5 Hz, 1H), 6.89 (d, J =
8.8 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.75 (d, J = 1.9 Hz, 1H); 3C NMR (126 MHz, CDCI3) § 160.08,
151.08, 148.97, 146.79, 144.09, 141.32, 130.31, 129.45, 129.31, 128.07, 127.08, 126.48, 125.92,
124.62,120.35, 117.71, 109.93; Anal. Calcd. pro Ci7HoCI304 (383.61): C, 53.23; H, 2.36. Nalezeno: C,
53.39; H, 2.45.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-5-nitrofuran-2-karboxylat (40)

Cervena kapalina; Metoda B; Vytézek: 42 %:; IR (cm™', ATR-Ge): 3138, 2923, 2851, 1756, 1473, 1265,
1182, 1101, 812, 750; 'H NMR (300 MHz, CDCl5) & 7.43-7.37 (m, 3H), 7.32 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 7.26-
7.18 (m, 2H), 6.96 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 8.8 Hz, 1H); 1*C NMR (75 MHz, CDCls) & 154.07,
152.96, 150.28, 146.83, 143.04, 140.02, 130.46, 130.23, 129.04, 128.33, 127.87, 126.49, 124.00,
121.29, 120.67, 119.49, 111.46; Anal. Calcd. pro Ci7HsCI3NOs (428.60): C, 47.64; H, 1.88; N, 3.27.
Nalezeno: C, 47.76; H, 2.01; N, 3.43.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-pyrazin-2-karboxylat (41)

Bil4 krystalicka latka; Metoda B; t. t. 69-70.5 °C; Vytézek: 30 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3067, 1752, 1492,
1279, 1116, 827; "H NMR (500 MHz, CDCl;) 4 9.38 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.84 (d, J= 2.4 Hz, 1H), 8.79
(dd, J=2.4, 1.5 Hz, 1H), 7.40-7.36 (m, 2H), 7.24 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.19 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz,
1H), 7.00 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 8.8 Hz, 1H); *C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 161.41, 150.47,
148.35, 146.95, 146.82, 144.69, 142.10, 140.96, 130.39, 130.04, 129.10, 128.26, 127.61, 126.47,
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124.15, 121.26, 119.53; Anal. Calcd. pro C17HoCI3sN,05 (395.62): C, 51.61; H, 2.29; N, 7.08. Nalezeno:
C, 51.80; H, 2.41; N, 7.19.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-nikotinat 4> (42)
Bila kapalina; Metoda A; VytéZzek 53 %; IR (cm’, ATR-Ge): 3089, 1753, 1473, 1266, 1082, 732.
Neuvedena spektroskopicka charakterizace byla v souladu s diive publikovanymi hodnotami.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-isonikotinat (43)

Biléa kapalina; Metoda A; t. t. 63.4-65.1 °C; Vytézek: 49 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3042, 3010, 1750, 1486,
1263, 800; '"H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 8.82 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 7.86 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 7.35 (d, J
= 2.5 Hz, 1H), 7.34 (d, /= 2.5 Hz, 1H), 7.24 (dd, J= 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.17 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H),
6.92 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 8.8 Hz, 1H); 3*C NMR (75 MHz, CDCl;) § 162.67, 150.74 (2x),
146.66, 141.12, 135.69, 130.57, 130.45, 129.83, 129.26, 128.15, 127.50, 126.12, 124.24, 123.13 (2x),
120.34, 120.05; Anal. Calcd. pro CisHioClsNOs (394.63): C, 54.78; H, 2.55; N, 3.55. Nalezeno: C,
54.91; H, 2.40; N, 3.75.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-2-(4-oxo-2-thioxothiazolidin-3-yl)acetat (44)

Zluta krystalicka latka; Metoda B; t. t. 144.6-145.7 °C; Vytézek: 70 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3058, 2982,
2942, 1741, 1487, 1328, 1188, 812; 'H NMR (500 MHz, CDCl;) § 7.49 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.26 (d, J
=2.5Hz, 1H), 7.22-7.17 (m, 2H), 6.85 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 4.92 (s, 2H), 4.07
(s, 2H); PC NMR (126 MHz, CDCls) § 199.79, 172.64, 163.63, 150.60, 146.44, 140.85, 130.54, 129.83,
129.10, 128.18, 127.52, 126.20, 124.05, 120.59, 119.80, 44.44, 35.63; Anal. Calcd. pro Ci7HoCI3NO4S,
(462.74): C, 44.13; H, 2.18; N, 3.03. Nalezeno: C, 44.35; H, 2.26; N, 3.18.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-3-(5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenoxy)akrylat (45)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 92.4-94.1 °C; Vytézek: 34 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3090, 2924,
2852, 1727, 1652, 1488, 1269, 1117, 1089, 825; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) 6 7.77 (d, J = 12.2 Hz,
1H), 7.47 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.22-7.15 (m, 5H),
6.89-6.82 (m, 4H), 5.56 (d, J = 12.2 Hz, 1H); *C NMR (126 MHz, CDCl;) § 163.83, 161.10, 151.11,
150.25, 146.80, 145.63, 145.60, 141.55, 130.73, 130.34, 130.03, 129.63, 129.44, 129.26, 118.17,
128.12, 126.91, 126.68, 126.22, 125.89, 124.62, 121.51, 120.50, 120.38, 120.26, 120.23, 100.79; Anal.
Calcd. pro C»7H14ClsOs (631.10): C, 51.39; H, 2.24. Nalezeno: C, 51.61; H, 2.11.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-dimethylkarbamat (46)

Bezbarva kapalina; Metoda A; VytéZzek: 36 %; IR (cm™', ATR-Ge): 1733, 1458, 1381, 1155, 749; 'H
NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.45 (d, J=2.5 Hz, 1H), 7.29 (d, J=2.5 Hz, 1H), 7.17 (dd, J= 8.7, 2.5 Hz,
1H), 7.15 (dd, J= 8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.92 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 6.85 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 2.92 (s, 3H), 2.89
(s, 3H); ®C NMR (126 MHz, CDCls) § 153.33, 151.68, 146.40, 142.89, 130.10, 129.61, 128.77, 127.96,
126.37, 125.14, 124.99, 121.08, 119.44, 36.77, 36.28; Anal. Calcd. pro Ci;sHi2CIsNO; (360.62): C,
49.96; H, 3.35; N, 3.88. Nalezeno: C, 50.13; H, 3.46; N, 3.76.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-diethylkarbamat (47)

Zluta kapalina; Metoda A; Vytézek: 28 %; IR (cm™', ATR-Ge): 2975, 2931, 1726, 1473, 1267, 1150,
1100, 750; '"H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.43 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.16 (dd, J
= 8.8, 2.6 Hz, 1H), 7.14 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 8.8 Hz, 1H),
3.31-3.23 (m, 4H), 1.14-1.06 (m, 6H); 3C NMR (126 MHz, CDCl53) § 152.76, 151.65, 146.26, 143.11,
130.65, 130.11, 129.65, 128.62, 127.93, 126.24, 124.98, 121.06, 119.09, 42.45, 42.01, 13.84, 13.10;
Anal. Calcd. pro Ci7HisCIsNOs (388.67): C, 52.53; H, 4.15; N, 3.60. Nalezeno: C, 52.47; H, 4.24; N,
3.75.
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O-[5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]-dimethylthiokarbamat (48)

Bila kapalina; Metoda A; Vytézek: 36 %; IR (cm™, ATR-Ge): 2931, 1733, 1539, 1472, 1266, 1115,
1100, 864, 798; 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.44 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.21
(dd, J= 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.17 (dd, J = 8.8 2.5 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.84 (d, J= 8.7 Hz,
1H), 3.39 (s, 3H), 3.20 (s, 3H); 3*C NMR (126 MHz, CDCl;) & 186.40, 151.08, 147.11, 144.63, 130.13,
129.33, 128.95, 128.08, 126.90, 125.81, 125.67, 120.75, 120.03, 43.42, 38.65; Anal. Calcd. pro
CisH12CI:NO,S (376.68): C, 47.83; H, 3.21; N, 3.72. Nalezeno: C, 47.76; H, 3.18; N, 3.50.

O-[5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl]-diethylthiokarbamat (49)

Bila krystalicka latka; Metoda A; t. t. 80.5-82.3 °C; Vytézek: 40 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 1749, 1684,
1576, 1570, 1521, 1473, 1096, 669; '"H NMR (500 MHz, CDCl;) § 7.43 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.24 (d, J
= 2.5 Hz, 1H), 7.18 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H), 7.16 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 8.8 Hz, 1H),
6.83 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 3.86-3.78 (m, 2H), 3.62-3.55 (m, 2H), 1.28-1.19 (m, 6H); *C NMR (126 MHz,
CDCl3) 6 185.50, 150.97, 147.11, 144.67, 130.11, 129.21, 128.91, 128.04, 126.77, 125.72, 125.67,
120.57,119.90, 48.54,44.37, 13.17, 11.51; Anal. Calcd. pro Ci7H1sCIsNO-S (404.73): C, 50.45; H, 3.98;
N, 3.46. Nalezeno: C, 50.60; H, 3.87; N, 3.39.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-difenylkarbamat (50)

Zelena kapalina; Metoda A; Vytézek: 63 %; IR (cm™, ATR-Ge): 1735, 1489, 1473, 1339, 1267, 1031,
756, 696; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.47 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.33-7.19 (m, 11H), 7.17 (dd, J = 8.8,
2.5 Hz, 1H), 7.10 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.90 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 8.8 Hz, 1H); *C NMR
(126 MHz, CDCl3) 6 151.79, 151.40, 146.16, 142.56 (2x), 130.73, 130.27, 129.63 (4x), 129.01, 128.88,
128.03, 126.77 (5x), 125.11, 124.76, 120.87 (3x), 119.22; Anal. Calcd. pro C,sH;6C13NO; (484.76): C,
61.94; H, 3.33; N, 2.89. Nalezeno: C, 61.83; H, 3.40; N, 2.71.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-pyrrolidin-1-karboxylat (51)

Bila krystalicka latka; Metoda A; t. t. 99.8-101.6 °C; Vytézek: 29 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3099, 2981,
2877, 1729, 1487, 1386, 1266, 1048, 838, 746; 'H NMR (500 MHz, CDCls3) § 7.43 (d, J= 2.5 Hz, 1H),
7.31(d, J=2.5Hz, 1H), 7.17 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.14 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.95 (d, J= 8.7
Hz, 1H), 6.84 (d, J= 8.9 Hz, 1H), 3.40-3.34 (m, 2H), 3.31-3.25 (m, 2H), 1.92-1.81 (m, 4H); '*C NMR
(126 MHz, CDCls) 6 151.76, 151.52, 146.28, 142.87, 130.01, 129.70, 128.60, 127.93, 126.31, 125.07,
124.93, 121.30, 119.24, 46.52, 46,19, 25.66, 24.86; Anal. Calcd. pro Ci7H14CI3NO; (386.65): C, 52.81;
H, 3.65; N, 3.62. Nalezeno: C, 52.93; H, 3.64; N, 3.71.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-piperidin-1-karboxylat (52)

Bila krystalicka latka; Metoda A; t. t. 74.2-76 °C; Vytézek: 33 %; IR (cm™, ATR-Ge): 2922, 2857, 1730,
1471, 1285, 809; 'H NMR (500 MHz, CDCls) 6 7.44 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 7.29 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 7.17
(dd, J= 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.14 (dd, J= 8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.95 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 6.81 (d, /= 8.8 Hz,
1H), 3.42-3.34 (m, 4H), 1.61-1.43 (m, 6H); *C NMR (126 MHz, CDCls) § 152.09, 151.79, 146.15,
143.09, 130.10, 129.76, 128.53, 127.91, 126.31, 125.07, 124.82, 121.33, 118.97, 45.55, 45.30, 25.55,
25.35, 24.12; Anal. Calcd. pro CisHisCIsNOs (400.68): C, 53.96; H, 4.03; N, 3.50. Nalezeno: C, 53.93;
H, 4.34; N, 3.66.

5-Chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-morfolin-4-karboxylat (53)

Bila krystalicka latka; Metoda A; t. t. 116.1-118.9 °C; Vytézek: 38 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 2990, 2916,
2860, 1733, 1489, 1216, 1054, 883, 815; '"H NMR (500 MHz, CDCl;) § 7.46 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.29
(d, J=2.5Hz, 1H), 7.19 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 7.15 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 6.82 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 3.75-3.41 (m, 4H); '>*C NMR (126 MHz, CDCls) 6 152.10, 151.61, 146.16,
142.63, 130.23, 129.82, 128.84, 128.01, 126.69, 124.97, 124.92, 121.28, 119.13, 66.46, 66.20, 48.82,
46.55; Anal. Calcd. pro Ci7H14C13NO4 (402.65): C, 50.71; H, 3.50; N, 3.48. Nalezeno: C, 50.62; H, 3.33;
N, 3.29.
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5.2 Salicvlanilidové derivaty

Tato kapitola zabyvajici se tématikou salicylanilidii obsahuje komentafe ke dvéma
publikacim a je dale doplnéna o doposud nepublikované vysledky. Antimykobakterialni
aktivitu ve vztahu k substituci halogeny na salicylovém kruhu fesi prvni publikace. Druha pak
pojednava o aktivit¢ salicylanilid v konjugaci s peptidovym nosi¢em jakozto DDS (drug
delivery system) systémem za Ucelem lepSiho «cileni a efektivn€jsi penetrace
do mykobakteridln¢ infikovanych monocyti. Nepublikovand ¢éast se zabyva potencidlem
zdvojenych 1é¢iv neboli mutual prodrugs, kdy jsou salicylanilidy esterifikovany dvéma

vychozimi kyselinami antituberkulotik prvni linie: isonikotinovou a pyrazinkarboxylovou.

5.2.1 Clanek2 ,Novel salicylanilides from 4,5-dihalogenated salicylic acids:

Synthesis, antimicrobial activity and cytotoxicity*

Zamé&rem této prace bylo srovnavani antimykobakterialnich aktivit dihalogenovanych (Cl
nebo Br) salicylanilidi s jejich monosubstituovanymi protéjsSky na salicylovém kruhu.
Konkrétné se jednalo o polohy 4 nebo 5 na salicylové casti molekuly (Obrazek 38)
pii nasledujici anilidové substituci: 4-Br, 3,4-diCl, 4-CF3, 3,5-diCF3. Z hlediska SAR je
piitomnost slab& elektron-akceptorniho substituentu pro antimykobakterialni aktivitu vyhodna
s potencidlem velmi nizkych hodnot MIC <1 uM. 3! Jejim nahrazenim silnou elektron-
akceptorni skupinou NO2 pak dochézi ke sniZeni inhibi€nich aktivit. OvSem pfi umisténi NO>
skupiny v poloze 4 salicylového kruhu je  pokles inhibice  mirngjsi
(H37Rv MIC = 2-32 pM). ¥ Cilem této prace bylo studium vlivu mono/dihalogenové
substituce salicylového kruhu na antimykobakterilni aktivitu salicylanilidi vcetné kment

rezistentnich.

e
R2
N
L]
OH

Obrazek 38 Obecna struktura salicylalinidu slozend ze salicylové (modrd) a anilidové (Cervend)

¢asti
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5.2.1.1 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity

Pti monohalogenové substituci salicylového kruhu se pohybovaly hodnoty MIC vici
kmeni H37Rv v rozsahu 1-16 uM. Pfi totozné poloze v salicylové a identické anilidové Casti
byly brom derivaty oproti svym chlorovanym protéjskiim u¢innéjsi, coz mize byt dano jejich
vyssi lipofilitou (ClogP). V anilidové ¢asti se ukézala nejvyhodnéjsi CF3 skupina v poloze 4.
Nejucinn€jsSimi monohalogenovymi derivaty (Obrazek 39) z této série byly 5-brom-2-hydroxy-
N-[4-(trifluormethyl)fenyl]benzamid (57), 4-brom-N-(3,4-dichlorfenyl)-2-hydroxybenzamid
(54) a 4-brom-2-hydroxy-N-[(4-(trifluormethyl)fenyl)|benzamid (55) s podobnymi hodnotami
H37Rv MIC (1-2 uM) jako u INH (H37Rv MIC = 0,5-1 uM). Inhibice netuberkul6znich kment
byla rovnéz vysokd, ovSem s Sir§Sim rozpétim hodnot MIC. Zejména u kmene M. avium
s rozsahem 1-32 pM, kde byl nejucinnéjsi analog 57. Inhibi¢ni hodnoty pro kmeny M. kansasii
byly podobné. Derivat 56 mél ovsem u kmene 235/80 MIC 1 uM, ¢ehoz u kmene 6509/96
nedosahl Zadny analog. Inhibi¢ni koncentrace zbylych testovanych sloucenin pro oba tyto
kmeny se pohybovaly podobn¢ v rozmezi 2 az 16 uM. Lécivo druhé linie PAS bylo ve srovnani
s testovanymi derivaty u vSech kment vyrazné¢ mén¢ ucinn¢ (MIC = 32 az >1000 uM).

Zavedenim druhého halogenu na salicylovou ¢ast se u kmene H37Rv projevilo oproti
monosubstituci celkovym zuZenim inhibi¢nich koncentraci v rozmezi MIC = 1-4 uM.
Disubstituce tedy pfinesla podobné inhibi¢ni koncentrace bez zavislosti na ClogP (vlivem
druhého Br/Cl doslo k jeho zvySeni). Pfitomnost 4-CF3 substituentu na anilidové ¢asti se 1 zde
ukdzala tou nejvyhodnéjsi. Nejucinnéj§imi analogy vici kmeni H37Rv byly 4-brom-5-chlor-2-
hydroxy-N-[4-(trifluormethyl)fenyl]benzamid (58) a  5-brom-4-chlor-2-hydroxy-N-[4-
(trifluormethyl)fenyl]benzamid (59), oba s MIC = 1-2 pM. Inhibi¢ni hodnoty u M. avium
pfinesly oproti monohalogenovanym protéjskiim zvySeni MIC (16-62,5 uM). Inhibice obou
kmenti M. kansasii pak byla podobna s rozmezim MIC 4-16 pM.

54:R'=Br R®=H R?®=23,4-diCl
55:R'=Br R®=H R®=4-CF,

o) s 56 R'=H R2=Cl R®=4-CF,
Rﬂ " ST:RT=H RP-Br RO-4CFy
58:R'"=Br R2=Cl R%= 4-CF4
OH
59:R'=Cl R?=Br R3=4-CF,
Obrazek 39 Nejucinnéjsi pfipravené salicylanilidové derivaty s mono- a dihalogenovou

substituci v salicylové ¢asti
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5.2.1.2 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity proti 1ékoveé-rezistentnim

kmentim
Nejperspektivnéjsi derivaty z obou skupin (s 4-CF3 substituentem na anilidové ¢asti) byly
dale testovany vuci rezistentnim kmenim (pét MDR-TB: 234/2005, 9449/2007, 242/2015,
Praha 1 a Praha 4; jeden XDR-TB: Praha 131). Jejich inhibi¢ni koncentrace byly v rozmezi
MIC =0,5-4 uM bez vyraznéjsiho vlivu substituce salicylové Casti na aktivitu. NejefektivnéjSim
inhibitorem vU¢i vSem Sesti vystavenym rezistentnim kmentim byl 5-chlor-2-hydroxy-N-[4-

(trifluormethyl)fenyl|benzamid (56) s MIC = 0,5 uM.

5.2.1.3 Hodnoceni cytotoxicity

Toto hodnoceni na HepG2 buiikach spolu s vypoctem SI obecné odhalilo toxické vlastnosti
testovanych derivati. Cytotoxicita je zfejme spojena i s piitomnosti volné fenolické skupiny,
ktera je bohuzel zaroven i nositelem biologické aktivity téchto slou¢enin. Obecné dihalogenova
substituce salicylového kruhu pfinesla mirné ptiznivéjsi hodnoty SI v rozmezi 1,27-6,21,
ptitomnost dvou CF; skupin na anilidovém kruhu v této série vSak pokazdé vedla k vyssi
toxicité pii hodnotach H37Rv MIC = 2-4 uM. Nejlepsich hodnot SI ovS§em dosahla analoga

s halogenovou monosubstituci na salicylovém kruhu 54 a 55 s 8,84 a 7,52.

5.2.1.4 Zavérecny komentar

Celkové bylo pfipraveno a antimykobakteridln€ hodnoceno 32 salicylanilidovych derivati
s mono- a dihalogenovanou (CI ¢i Br) substituci v salicylovém kruhu. Srovnani inhibi¢nich
aktivit téchto dvou sérii neptineslo patrnéjsi rozdil. Ten byl spiSe pozorovan v jejich celkovém
rozmezi MIC a byl ve prospéch dihalogenované série (,,mono-série“: H37Rv MIC = 1-16 uM
a ,,di-série: H37Rv MIC = 1-4 uM). Dle tohoto uzsiho rozsahu lze tedy povazovat pfidani
druhé slabé elektron-akceptorni skupiny na salicylové jadro za vyhodnéj$i. Vybrané
salicylanilidy s 4-CF3 anilidovou ¢asti vykazovaly vysokou inhibi¢ni aktivitu viéi vSem
testovanym multirezistentnim kmeniim s MIC 0,5-4 uM. Problémem téchto salicylanilidovych

sloucenin ovSem bohuzel nadale zistava toxicita, kterd znacné omezuje jejich dalsi pouZiti.
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5.2.2 Nepublikované salicylanilidové derivaty

Obsahem této ¢asti je biologické hodnoceni 12 salicylanilidovych derivatt, pficemz Ctyfi
znich jsou vychozi salicylanilidy, které byly pifevedeny na Ctyfi pyrazinoaty a Ctyfi
isonikotinaty, viz Tabulka 7. Esterifikace salicylanilidové fenolické skupiny byla provedena
za ucelem tvorby proléciva, tj. slouceniny, od které¢ se ocekava vyssi biologicka aktivita ¢i
biodostupnost, lepsi fyzikalné-chemické vlastnosti jako je lipofilita a v neposledni fadé nizsi
toxicita, ktera je Casto limitujicim faktorem pro podani l1éciva. Esterifikaci salicylanilidi jiz
bylo dosazeno vysokych in vitro aktivit vuci lékové-citlivym, rezistentnim, pfipadné
netuberkuléznim kmeniim mykobakterii s minimalnimi inhibi¢nimi koncentracemi
za¢inajicimi od <0,5 uM pii sou¢asné nizkych hodnotéach cytotoxicit. 8!+ %

Modifikované salicylanilidy vychazejici z SAR osvédcené antimykobakteridlni substituce
(salicylovy kruh: mald elektron-akceptorni skupina Cl/Br; anilidovy kruh: elektron-akceptorni
skupina CF3 ¢i Br; Tabulka 7) byly esterifikovany isonikotinovou a pyrazinkarboxylovou
kyselinou, coZ jsou strukturalni fragmenty ziskané hydrolyzou antituberkulotik prvni linie, INH
(hydrazid kyseliny isonikotinové) a pyrazinamidu. Kondenzace byla provedena za tUcelem
tvorby mutual prodrugs (po biotransformaci vznikaji dvé biologicky Uc¢inné latky). Testovani

derivath probihalo vii¢i Iékovée citlivym 1 rezistentnim formam mykobakterii.

5.2.2.1 Ptiprava salicylanilidovych derivatu

5.2.2.1.1Prvni krok: pfiprava anilidi z chloridu salicylové kyseliny

O

0
R o HoN . PCl R @Rz
+ — N
R hhea H
OH OH

Schéma 4 Salicylanilidova syntéza derivati 60-63 (Ph-Cl = chlorbenzen; R!=Cl/Br; R?>=3,5-
diCF3/4-Br-3-CF3)

Substituovana salicylova kyselina a pfisluSny anilin (oba 0,01 mol) byly suspendovany
v 50 ml chlorbenzenu a byl pfidan chlorid fosfority (5 mmol). Smés byla poté vlozena
do mikrovlnného reaktoru (450 W) a po dobu 22 minut pfi teploté 110 °C intenzivné michéna.
Po skonceni zahtivani nasledovala fitrace za horka a ziskany filtrat byl ponechan stat pti teploté

+4 °C 24 hod. Vznikly produkt byl piefiltrovan a filtrat vakuové odparen do sucha. Ziskané
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podily produkti byly v piipadé neéistot krystalizovany z vodného ethanolu. Cistota produktt

byla monitorovana tenkovrstvou chromatografii (toluen/ethyl-acetat 4:1).

5.2.2.1.2Druhy krok: esterifikace salicylanilidd

5.2.2.1.2.1 Pfiprava isonikotinatl z chloridu kyseliny

0 ( E
2
O » R? N R
R . R BN H
OH

THF/MeCN

Schéma 5 Reakce salicylanilidi s chloridem isonikotinové kyseliny za vzniku esterti 64-67
(EtsN = triethylamin; MeCN = acetonitril; THF = tetrahydrofuran; R! = CI/Br; R? = 3,5-
diCF3/4-Br-3-CF3)

Salicylanilid (I mmol) byl za ptfidani triethylaminu (3 mmol) rozpustén
v kombinaci rozpoustédel tetrahydrofuranu a acetonitrilu (1:1; V/V), nasledovalo ptidani
hydrochloridu chloridu kyseliny isonikotinové (1,3 mmol). Smés se ponechala michat
za laboratorni teploty po dobu 24 hod a byla vakuov€ odpatfena do sucha. Zbytek byl
suspendovan v ethyl-acetatu a vytiepan s 5 % NaHCOs, 0,1 M HCI, 5 % roztokem NaCl a
vysuSen bezvodym Na>SOs. V piipad¢ necistot byl produkt piekrystalizovan ze smési ethyl-
acetat/hexan. Reakce byla monitorovana tenkovrstvou chromatografii s mobilni fazi

toluen/ethyl-acetat 4:1.

5.2.2.1.2.2 Steglichova esterifikace vychazejici z pyrazinkarboxylové kyseliny
ol ey

Schéma 6 Ptiprava pyrazinkarboxylovych esterti salicylanilidi 68-71

(DCC = N,N"-dicyklohexylkarbodiimid; R! = CI/Br; R? = 3,5-diCF3/4-Br-3-CF3)
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Pyrazinkarboxylova kyselina s danym salicylanilidem (oba 1 mmol) byly rozpustény

v suSeném (CaCly) dichlormethanu (10 ml), ochlazeny na 0 °C a po tfech ¢astech béhem 1 hod

byl pridan N,N'-dicyklohexylkarbodiimid (1,2 mmol). Nasledovalo 2 hod michani pfi stejné

teploté¢ (0 °C) a pak dalSich 24 hod pfi teploté laboratorni. Po uplynuti této doby byla

odflitrovana vznikla srazenina N,N'-dicyklohexylmocoviny a filtrat vakuové odpaiten do sucha.

Ziskany produkt byl krystalizovan ze smési ethyl-acetat/hexan. Pro sledovani reakce byla

vyuzita tenkovrstva chromatografie (toluen/ethyl-acetat 4:1).

5.2.2.2 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity a cytotoxicity

Tabulka 7 shrnuje vysledné hodnoty MIC, ICso a SI testovanych salicylanilidovych

derivatu.

Tabulka 7 Ptipravena salicylanilidova analoga a jejich MIC, ICso, SI a ClogP

O
R! R®
N
H
Q
RS
MIC [pM]
i . 5 5 M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii 1Cso
Kéd R R R 331/88 330/88 235/80 6509/96 vy St ClogP
14d 2l1d 14d 21d 7d 14d  21d 7d 14d 21d
60 Cl  3,5-diCF; H 4 8 32 32 8 16 16 8 16 16 10,2 1,28 4,85
4-Br,
61 Cl H 4 4 32 32 16 16 16 8 8 16 4,7 1,18 4,76
3-CF;
62 Br  3,5-diCF; H 2 2 16 16 4 8 8 4 8 8 7,8 3,90 5,12
4-Br,
63 Br H 2 2 32 62,5 4 8 8 4 8 8 4,1 2,05 5,03
3-CF;
64 Cl  3,5-diCF; Isonikotinoyl 2 2 16 32 8 8 8 4 8 8 2,7 1,35 5,39
4-Br, o
65 Cl 3.CF Isonikotinoyl <1 <1 16 32 4 8 8 4 8 8 5,7 5,70 5,29
-CF;
66 Br  3,5-diCF;  Isonikotinoyl 2 2 16 32 8 8 8 4 8 8 38 1,90 5,66
4-Br, L.
67 Br 3.CF Isonikotinoyl <1 <1 16 32 4 8 8 4 ] ] 3,0 3,00 5,56
-CF;
68 Cl  3,5-diCF; Pyrazinoyl <1 2 32 32 4 8 8 4 8 8 32 1,60 4,47
4-Br, .
69 Cl 1-CF Pyrazinoyl <1 2 32 32 4 8 8 4 8 8 5,1 2,55 4,38
- 3
70 Br  3,5-diCF; Pyrazinoyl <1 2 32 32 4 8 8 4 8 8 2,8 1,40 4,74
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4-Br,

71 Br 3-CF, Pyrazinoyl <1 2 32 32 4 8 8 4 8 8 5,1 2,55 4,65
INH 0,5 1 >250 >250 >250 >250 >250 4 8 8 -0,64
PAS 62,5 62,5 32 125 125 1000 >1000 32 125 500 0,4
EMB 1 2 16 16 1 2 2 1 2 2 0,06

Esterifikace salicylanilidli (64-71; Tabulka 7) pfinesla az ctyfnasobné zvyseni inhibi¢nich
aktivit oproti jejich vychozim strukturam (60-63), a to zejména u kmene H37Rv. Vysledky dale
potvrdily doposud ziskané SAR, kdy substituci salicylového (Br/Cl) a anilidového (CF3 a Br)
kruhu bylo dosazeno vysokych inhibi¢nich hodnot za¢inajicich dokonce na <1 uM. Ziskané
koncentrace prevySovaly standard PAS. V ptipadé¢ EMB byly podobné u kmeni H37Rv a M.
avium 330/88, nebo horsi u M. kansasii. Ve vztahu s INH byly MIC pfipravenych derivati
srovnatelné s H37Rv a M. kansasii 6509/96 a v ptipadé M. avium 330/88 s M. kansasii 235/80
dokonce i nizsi. Nejcitlivejsi kmen byl H37Rv s MIC od <1 uM a naopak nejméné citlivym byl
M. avium 330/88 s inhibicnimi hodnotami zacinajicimi na 16 pM. Ve srovnani
neesterifikovanych salicylanilidi (60-63) byla na salicylovém kruhu preferovanéjsi 5-Br
substituce s az 4x niz§i hodnotou MIC oproti Cl protéjSku, tento rozdil po esterifikaci zmizel
(64-71). Naopak vliv anilidové substituce (3,5-diCF3 nebo 4-Br-3-CF3) nebyl vyrazny. Analog
62 dosahl v neesterifikované tadé¢ (60-63) nejlepSich inhibi¢nich aktivit vi¢i celému
testovanému spektru mykobakterii a zaroveinl byl i nejicinngj$im z celé piipravené série latek
(60-71) proti atypickym kmeniim. Ve srovnani aktivit esterové fady (64-71) isonikotinati a
pyrazinkarboxylatli nebyl patrny vyrazny rozdil v namétenych hodnotach, ov§em isonikotinaty
byly u kmene H37Rv v ptipadé¢ 65 a 67 mirn€ G€inn&jSimi s MIC <1 puM 1 po 21 dnech.
U kmene M. avium 330/88 zacinaly inhibi¢ni koncentrace isonikotinati na 16 pM, ¢imzZ i zde
pfekonaly pyrazinkarboxylaty s MIC =32 uM. Vztah mezi lipofilitou a inhibi¢ni aktivitou
pozorovan nebyl.

Dle ziskanych hodnot cytotoxicit ICso a z nich vypocitanych SI je patrny neptiznivy
toxicky profil. Vliv esterifikace fenolické skupiny na jeho snizeni se v této praci bohuzel
nepotvrdil. Pfipravené derivaty mély hodnoty SI od 1,18 do 5,70. Nejvyhodné;jsi selektivitu mél
isonikotinovy analog 65, 2-{[4-brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorofenyl-

isonikotinat.
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5.2.2.3 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity proti 1ékoveé-rezistentnim

kmenim

Vysledné hodnoty MIC proti multirezistentnim kmentim znazoriiuje Tabulka 8.

Tabulka 8 Minimalni inhibicni koncentrace vybranych salicylanilidovych derivati proti

rezistentnim kmenum M. tuberculosis

(0]
R’ @RZ

N
H

Q
R3
MIC [uM]
Kod PRAHA 1 PRAHA 4 PRAHA 131 9449/2007 234/2005 7357/1998 8666/2010

14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d

62 8 16 16 16 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16
63 4 4 8 4 8 4 4 4 8 4

65 4 4 8 4 8 4 4 4 4 8 4

67 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16
68 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16 16 16 8 16
69 8 16 8 16 8 16 4 8 4 8 8 16 8 16
70 16 32 16 32 16 32 16 32 8 16 16 32 16 32
71 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16
MDR kmeny:

7357/1998 je rezisentni vic¢i INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu a rifabutinu;

234/2005 je rezistentni vici INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu a rifabutinu;

8666/2010 je rezistentni vic¢i INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu, klofamizinu a rifabutinu;
9449/2007 je rezistentni vuci INH, rifampicinu, streptomycinu a rifabutinu;

Praha 1 je rezistentni vic¢i INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, klofamizinu a rifabutinu;

Praha 4 je rezistentni vici INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu, klofamizinu a rifabutinu.

XDR kmen:

Praha 131 je rezistentni vi¢i INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu, gentamicinu, rifabutinu a amikacinu.

Ziskané inhibi¢ni hodnoty vii€i vSem testovanym rezistentnim kmentim byly v rozmezi
4-32 uM, pfiCemZ nebyla pozorovana jejich zavislost na vliv substituce salicylového a
anilidového kruhu, ptipadné esterifikaci (65-71) ¢i neesterifikaci (62-63) salicylanilidové ¢asti.
Vysledky dale odhalily celkové vyssi hodnoty MIC oproti 1€kove citlivému kmeni H37Rv
(MIC od <1 do 8 uM), tedy bez vlivu kyseliny (isonikotinova a pyrazinkarboxylové kyselina)
pouzité pro esterifikaci za uGc¢elem tvorby mutual prodrug. Relativné nejucinnéjsi analoga
ztohoto  méfeni  byla  2-{[-brom-3-(trifluormethyl)fenyl)]karbamoyl}-4-chlorofenyl-
isonikotindt  (65) sMIC 4-8 uM a neesterifikovany  5-brom-N-[4-brom-3-

(trifluormethyl)fenyl]-2-hydroxybenzamid (63) se stejnym rozmezim inhibi¢nich koncentraci.
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5.2.2.4 ZavéreCny komentar

Pripravend série vychazela ze ctyt salicylanilidovych analog, kterd byla esterifikovana
kyselinami isonikotinovou a pyrazinkarboxylovou za ziskani celkového poctu 12 derivati.
Ptipravené slouceniny byly hodnoceny proti mykobakterialnim kmentim vcetné rezistentnich.
Rozdil aktivit v zavislosti na esterifikaci byl patrny zejména u H37Rv kmene s nepatrné
ucinnéj§imi isonikotinovymi derivaty: 2-{[4-brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-
chlorfenyl-isonikotinat (65) a 4-brom-2-{[4-brom-3-(trifluormethyl)fenyl)]karbamoyl}fenyl-
isonikotinat (67) s MIC <1 uM. U multirezistentnich kment pozitivni vliv esterifikace vymizel
a pfinesl mirné zhorseni inhibi¢nich koncentraci oproti Iékové-citlivému kmeni H37Rv. Tyto
hodnoty se pohybovaly vrozsahu od 4 do 32 uM s nejucinnéjSim isonikotinovym 65 a
neesterifikovanym 63 derivatem (MIC = 4-8 uM). Ziskané poznatky bohuzel zcela teorii
kondenzace dvou ucinnych latek za vzniku mutual prodrugs s niz§imi inhibi¢nimi

koncentracemi a vyhodnéjsi cytotoxicitou nepotvrdily.

5.2.2.5 Chemicka charakterizace piipravenych derivatu

N-[3,5-bis(trifluormethyl)fenyl]-5-chlor-2-hydroxybenzamid (60) ™ 82
Bila krystalicka latka; t. t. 169-170 °C [literatura: 172-173 °C]; Vytézek: 62 %. Neuvedena
spektroskopicka charakterizace byla v souladu s dfive publikovanymi hodnotami.

N-[4-brom-3-(trifluormethyl)fenyl]-5-chlor-2-hydroxybenzamid (61) !4+ 143

Bila krystalicka latka; t. t. 236-238 °C [literatura: 238-240 °C]; Vytézek: 76 %; IR (cm™!, ATR-Ge):
3318, 3144, 1692, 1550, 1442, 1137, 896, 820, 682; *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 165.45, 156.62,
138.34, 135.61, 133.32, 128.84, 128.64, 125.55, 124.04, 122.94, 120.13, 119.76, 119.20, 112.70; Anal.
Calcd. pro Ci4HsBrCIF;NO; (394.57): C, 42.62; H, 2.04; N, 3.55. Nalezeno: C, 42.50; H, 2.08; N, 3.30.
Neuvedena spektroskopicka charakterizace byla v souladu s diive publikovanymi hodnotami.

N-[3,5-bis(trifluormethyl)fenyl]-5-brom-2-hydroxybenzamid (62) 7 8
Bild krystalickd latka; t. t. 201-202 °C [literatura: 194-195 °C]; Vytézek: 83 %. Neuvedena
spektroskopicka charakterizace byla v souladu s diive publikovanymi hodnotami.

5-brom-N-[4-brom-3-(trifluormethyl)fenyl]-2-hydroxybenzamid (63)

Bila krystalicka latka; t. t. 224.5-226.1 °C; VytéZzek: 82 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3216, 1630, 1589, 15438,
1419, 1124, 1023, 895, 819, 702, 680; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 11.51 (s, 1H), 10.64 (s, 1H),
8.28 (d, J=2.5 Hz, 1H), 7.97 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.92-7.84 (m, 2H), 7.57 (dd, J = 8.8, 2.6 Hz, 1H),
6.96 (d, J = 8.8 Hz, 1H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 165.39, 157.01, 138.36, 136.13, 135.64,
131.51, 130.45, 128.59, 128.55, 125.59, 124.07, 121.89, 119.78, 112.71; Anal. Calcd. pro
C14HsBr,F3NO; (439.03): C, 38.30; H, 1.84; N, 3.19. Nalezeno: C, 38.62; H, 1.67; N, 3.21.

2-{[3,5-bis(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl} -4-chlorfenyl-isonikotinat (64) '

Bil4 krystalicka latka; t. t. 178.1-180 °C; Vytézek: 48 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 1753, 1688, 1379, 1276,
1185, 1128, 889, 700; *C NMR (126 MHz, aceton-ds) & 164.21, 164.09, 151.80 (2), 148.09, 141.55,
137.07, 135.33, 133.11, 132.67, 132.41, 132.15, 131.12, 129.96, 126.29, 125.33, 123.77 (2), 121.92,
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120.66, 117.86; Anal. Calcd. pro C,H1CIFsN,Os (488.77): C, 51.61; H, 2.27; N, 5.73. Nalezno: C,
51.42; H, 2.17; N, 5.44. Neuvedena spektroskopicka charakterizace byla v souladu s dfive
publikovanymi hodnotami.

2-{[4-brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl} -4-chlorfenyl-isonikotinat (65)

Bila krystalicka latka; t. t. 179.3-181.2 °C; Vytézek: 52 %; IR (cm™, ATR-Ge): 1743, 1552, 1481, 1414,
1382, 1275, 1197, 1126, 1099, 889, 827, 714; '"H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.03 (s, 1H), 8.83 (dd,
J=4.4,1.7Hz, 2H), 8.18 (d, /=2.6 Hz, 1H), 7.98 (dd, J=4.3, 1.7 Hz, 2H), 7.94-7.89 (m, 2H), 7.77 (d,
J=8.8Hz, 1H), 7.71 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 8.7 Hz, 1H); '*C NMR (126 MHz, aceton-
ds) 6 163.35, 163.00, 151.10 (2), 146.84, 138.66, 135.96, 135.72, 132.20, 130.80, 130.31, 129.32,
128.55, 125.62, 124.86, 123.08 (2), 121.77, 119.10, 112.52; Anal. Calcd. pro CxH;iBrCIF;N,O;3
(499.67): C, 48.08; H, 2.22; N, 5.61. Nalezeno: C, 48.24; H, 2.27; N, 5.76.

2-{[3,5-bis(trifluormethyl)fenyl |karbamoyl } -4-bromfenyl-isonikotinat (66)

Bila krystalicka latka; t. t. 178.1-180 °C; Vytézek: 52 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 1753, 1683, 1378, 1276,
1185, 1126, 889, 697; 'H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.25 (s, 1H), 8.83 (dd, J = 4.3, 1.6 Hz, 2H),
8.34 (s,2H), 8.11 (d,/J=2.4 Hz, 1H), 7.98 (dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 2H), 7.88 (dd, /= 8.7, 2.5 Hz, 1H), 7.74
(s, 1H), 7.50 (d, J= 8.7 Hz, 1H); *C NMR (126 MHz, aceton-ds) 8 164.15, 163.99, 151.81 (2), 148.62,
141.55, 137.06, 136.15, 132.94, 132.86, 132.67, 132.41, 132.15, 131.37, 126.59, 125.33, 123.79 (2),
120.64, 119.75, 117.79; Anal. Calcd. pro C1H11BrF¢N»O; (533.22): C, 47.30; H, 2.08; N, 5.25. Nalezno:
C,47.42; H,2.17; N, 5.34.

4-brom-2-{[4-brom-3-(trifluormethyl)fenyl [karbamoyl } fenyl-isonikotinat (67)

Bila krystalicka latka; t. t. 176.3-178.2 °C; Vytézek: 58 %; IR (cm™, ATR-Ge): 1742, 1551, 1481, 1275,
1195, 1125, 1088, 1061, 888, 827, 772, 713; '"H NMR (500 MHz, aceton-ds) 8 10.05 (s, 1H), 8.83 (dd,
J=473,1.6 Hz, 2H), 8.18 (d, /= 2.6 Hz, 1H), 8.05 (d, /= 2.5, 1H), 7.97 (dd, /= 4.3, 1.6 Hz, 2H), 7.91
(dd, 7= 8.8, 2.6 Hz, 1H), 7.85 (dd, J= 8.7, 2.4 Hz, 1H), 7.76 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.47 (d, J= 8.7 Hz,
1H); *C NMR (126 MHz, aceton-ds) 8 164.12, 163.64, 151.80 (2), 148.56, 141.51, 139.57, 137.08,
136.42, 132.78, 131.68, 130.54, 130.30, 126.50, 125.32, 123.79 (2), 120.02, 119.68, 113.64; Anal.
Calcd. pro CooH11BroF3sN2O3 (544.12): C, 44.15; H, 2.04; N, 5.15. Nalezeno: C, 44.30; H, 2.16; N, 5.18.

2-{[3,5-bis(trifluormethyl)fenyl |karbamoyl } -4-chlorfenyl-pyrazin-2-karboxylat (68)

Bila krystalicka latka; t. t. 138.8-141.5 °C; Vytézek: 32 %; IR (em™!, ATR-Ge): 1766, 1673, 1562, 1472,
1379, 1280, 1187, 1124, 940, 884, 699; "H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.38 (s, 1H), 9.40 (d,J=1.3
Hz, 1H), 8.97 (d, J= 2.2 Hz, 1H), 8.84-8.81 (m, 1H), 8.43 (s, 2H), 8.08 (d, /= 2.6 Hz, 1H), 7.79-7.76
(m, 2H), 7.61 (d, J = 8.8 Hz, 1H); *C NMR (126 MHz, aceton-ds) & 163.54, 162.48, 149.72, 148.00,
147.98, 146.64, 145.56, 143.50, 141.54, 133.32, 132.88, 132.34, 132.28, 130.73, 130.02, 126.09,
125.38, 123.21, 120.96, 117.89; Anal. Calcd. pro C20H10CIF¢N303 (489.76): C, 49.05; H, 2.06; N, 8.58.
Nalezeno: C, 48.88; H, 2.19; N, 8.40.

2-{[4-brom-3-(trifluormethyl)fenyl |karbamoyl} -4-chlorfenyl-pyrazin-2-karboxylat (69)

Bila krystalicka latka; t. t. 148.6-150.1 °C; Vytézek: 30 %; IR (cm™', ATR-Ge): 1755, 1671, 1532, 1478,
1413, 1321, 1176, 1137, 1019, 820, 662; '"H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.16 (s, 1H), 9.40 (d, J =
1.5 Hz, 1H), 8.96 (d, /= 2.5 Hz, 1H), 8.90-8.85 (m, 1H), 8.26 (d, /= 2.6 Hz, 1H), 8.03 (d, J=2.6 Hz,
1H), 7.99 (dd, J=8.7,2.6 Hz, 1H), 7.81 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.75 (dd, /= 8.7, 2.7 Hz, 1H), 7.66 (d, J =
8.7 Hz, 1H); 3C NMR (126 MHz, aceton-ds) & 163.10, 162.37, 149.57, 148.75, 147.84, 145.58, 143.38,
139.44, 136.27, 132.98, 132.10, 130.38, 130.18, 125.93, 125.57, 124.82, 122.65, 120.21, 113.58; Anal.
Calcd. pro Ci9HioBrCIF3N3;O3 (500.66): C, 45.58; H, 2.01; N, 8.39. Nalezeno: C, 45.69; H, 2.11; N,
8.52.
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2-{[3,5-bis(trifluormethyl)fenyl |karbamoyl } -4-bromfenyl-pyrazin-2-karboxylat (70)

Bila krystalicka latka; t. t. 140.3-141.8 °C; Vytézek: 32 %; IR (cm™, ATR-Ge): 1764, 1674, 1557, 1474,
1380, 1276, 1180, 1127, 889, 682; 'H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.41 (s, 1H), 9.40 (d, J= 1.5 Hz,
1H), 8.97 (d, J=2.4 Hz, 1H), 8.83 (dd, J=2.4, 1.5 Hz, 1H), 8.43 (s, 2H), 8.22 (d, /= 2.5 Hz, 1H), 7.91
(dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.61 (d, J = 8.7 Hz, 1H); 3C NMR (126 MHz, aceton-ds) &
163.38, 162.32, 149.59, 148.68, 147.38, 146.53, 143.38, 140.80, 138.00, 136.21, 132.75, 132.26,
131.96, 130.26, 126.27, 123.09, 121.76, 120.13, 118.74, 117.71; Anal. Calcd. pro CiH1oBrFsN3Os3
(534.21): C,44.97; H, 1.89; N, 7.87. Nalezeno: C, 44.88; H, 1.79; N, 7.82.

4-brom-2-{[4-brom-3-(trifluormethyl)fenyl |karbamoyl} fenyl-pyrazin-2-karboxylat (71)

Bila krystalicka latka; t. t. 154.4-156 °C; Vytézek: 35 %; IR (cm!, ATR-Ge): 1759, 1662, 1479, 1444,
1320, 1289, 1171, 1130, 1106, 882, 828, 765; 'H NMR (500 MHz, aceton-ds) 8 10.19 (s, 1H), 9.39 (d,
J=1.5Hz, 1H), 8.96 (d, /= 2.4 Hz, 1H), 8.89-8.84 (m, 1H), 8.26 (d, /=2.6 Hz, 1H), 8.17 (d,J=2.5
Hz, 1H), 7.98 (dd, J=8.7,2.6 Hz, 1H), 7.90 (dd, J= 8.7, 2.5 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.60 (d,
J = 8.7 Hz, 1H); *C NMR (126 MHz, aceton-ds) 8 163.06, 162.33, 149.55, 148.70, 147.33, 145.58,
143.39, 139.45, 136.27, 135.99, 133.42, 131.19, 130.38, 126.22, 125.57, 122.65, 120.22, 119.65,
113.56; Anal. Calcd. pro Ci9H10Br2F3N303 (545.11): C, 41.86; H, 1.85; N, 7.71. Nalezeno: C, 41.80; H,
1.77; N, 7.94.

5.2.3 Clanek 3 ,,In vitro biological evaluation of new antimycobacterial

salicylanilide-tuftsin conjugates*

Drug delivery system (DDS) neboli systém fizeného uvolnovani 1é¢iva nachazi uplatnéni
v soucasném preklinickém 1 klinickém vyzkumu a podle druhu ptinasi fadu vyhod, mezi jinymi
zvySenou rozpustnost a biodostupnost navazanych hydrofobnich 1é¢iv, cileni neboli targeting
1é¢iva, prodlouzeni biologického polocasu, zlepSeni terapeutického indexu ¢i moznost fizeného
uvoliiovani 1é¢iva spolu se sniZenou imunogenicitou a toxicitou. 72

Salicylanilidy a jejich derivaty maji komplexni mechanismus uc¢inku, kdy inhibuji
dvouslozkové regulacni systémy bakterii, coz jsou signalni cesty nutné k virulenci i k udrZeni
homeostazy, * ¢&i byla popsana jejich inhibice nékterych mykobakterialnich enzym jako napf.
isocitrat lydzy a methionin aminopeptidazy. ®° Jejich vysok4 in vitro antimykobakterialni
aktivita je vSak do jisté miry zastinéna cytotoxickymi vlastnostmi v sav¢ich bunikach (lidské
monocyty a hepatocyty), nizkou rozpustnosti, omezenym bunéénym vychytadvanim
infikovanymi hostitelskymi buiikami ¢i celkovou biodostupnosti. 7 81- 9698, 147

Publikace se zabyva zvySovanim bunécného vychytavani a vyssi intracelularni dostupnosti
1é¢iva za pomoci cileného smétovani v podobé selektivnich peptidovych nosict konjugovanych
s méné biologicky dostupnym lé¢ivem. Jako selektivni nosice byly pouZity derivaty tuftsinu
s amidovym C-koncem, piipadné volnou karboxylovou skupinou (je-li v textu oznaceno
piiponou -OH; Obrazek 40): tetramer [TKPKG]s (OT20), heterotrimer TKPR-[TKPKG]>

(TKPR-OT10), dimer [TKPKG], (OT10), monomer TKPKG (T5), TKPR a tuftsinovy
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antagonista TKPPR. Zaroven byly néckteré tyto nosice modifikovany na lysinovém (K)
postrannim fetézci zavedenim palmitové, dekanové ¢i maselné kyseliny za vzniku amidové
vazby. Tyto Gpravy byly provedeny za ucelem zvySeni jejich lipofility, membranové afinity a
enkapsulace. Konjugovatelné (acetylované ¢i formylované) salicylanilidy byly pfipojeny
k peptidovym nosi¢iim pomoci oximové vazby (chemicky stabilni pfi pH 3-8) s vyuzitim
2-(aminooxy)octové kyseliny (Aoa; Obrazek 40) a to bud’ pfimo nebo vlozenim spojovaciho
mustku (tzv. spacer), tj. enzymaticky Stépitelného tetrapeptidu GFLG lysozomalni cysteinovou

proteazou, katepsinem B.

SAL-Aoa-GFLG-[ PEPTID ],-NH, X= H  7adn& modifikace
/ '/ l i -OH \(.U;\/Mbutanoyl (but)
. - . HN
salicylanilid spacer  jednotka: ~Sx h g
(nemusi byt) QKL; s O N-dekanoyl (dec)
TKPR \n/\/\/\/\/\/\/\/
TKPPR o ,
postranni modifikace N-palmitoyl (pal)

Lys e-amino skupiny
-Aoa-SAL

salicylanilid

Obrazek 40 Schéma strukturalnich obmén peptidového nosic¢e s C-koncem peptidu ve formé

amidu karboxylové kyseliny (-NH>) nebo volné karboxylové skupiny (-OH)

5.2.3.1 Vychozi struktura SAL konjugatd a jejich in vitro hodnoceni

antimykobakterialni aktivity

Salicylanilidy (SALI1, 2 a 3; Tabulka 9) a jejich peptidové konjugaty byly hodnoceny
in vitro vu¢i dvéma kmenum M. tuberculosis, 1€kové-citlivému H37Rv a multirezistentnimu

A8 MDR (rezistence na INH a rifampicin), a proti rychle rostoucimu kmeni M. abscessus.

Tabulka 9 Minimalni inhibi¢ni koncentrace vychozich salicylanilidi vic¢i testovanym

mykobakteridlnim kmeniim

MIC [uM]
Kod H37Rv A8 MDR M. abscessus
28d 28d 7d
SALI1 8,6 17,3 34,5
SAL2 7,5 15 59,8
SAL3 25,9 64,7 129,4
INH 1,17 7,3 291,8
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Pro oximové propojeni s peptidovym nosicem musely byt salicylanilidy nejdiive
strukturné upraveny (Schéma 7). SAL1-2 byly v anilidové ¢asti acetylovany se salicylovou
substituci C1 ¢i Br. SAL3 byl naopak na salicylovém kruhu formylovan s anilidovou substituci

C

Fs.
0
NO)

o @O 0 0 /@J\N ~Apermio

R + —— R
N .0

\©\)J\H HoN \)J\PEPTID \©\)LH

OH OH

SAL1 (Cl) SAL1-2-PEPTID
SAL2 (Br)
CF

0 CF3 (o) 0 /@/ 3

/©/ 0 PEPTID)J\/O\N Z N

H H,oN PEPTID OH

OH

SAL3 SAL3-PEPTID

Schéma 7 Vychozi salicylanilidy a jejich peptidova konjugace [R = C1 (SAL1)/Br (SAL2)]

Po konjugaci téchto SAL1 s peptidovymi nosi¢i klesla jejich in vitro aktivita na rozmezi
H37Rv MIC = 20,3-186,5 uM. Tento mirny pokles aktivity po konjugaci je vSak typicky a neni
to znamka nefunkc¢nosti pristupu. NejucinnéjSimi konjugaty byly kratké SAL2-Aoa-TKPPR-
OH (H37Rv MIC = 20,3 uM) a SAL2-Aoa-T5 (H37Rv MIC = 21,8 uM). VlozZeni enzymové
Stépitelného GFLG spaceru nemélo Zadny vliv na antimykobakteridlni aktivitu konjugat
s jednou tuftsinovou jednotkou, a naopak v pfipadé ctyt tuftsinovych jednotek ptitomnost
GFLG spaceru aktivitu dokonce snizovala (SAL2-A0a-OT20 s MIC H37Rv = 81,5 uM; SAL2-
A0a-GFLG-OT20 s MIC = 141,5 pM). Pfitomnost zbytki mastnych kyselin v postrannim
fetézci mela vyssi vliv spiSe u kratSich konjugati, kde vedla k vyraznému snizeni aktivity.

Kratké tuftsinové derivaty s vyssi inhibi¢ni G€innosti proti kmeni H37Rv byly otestovany
viaci  rezistentni formé M. tuberculosis A8 MDR s2-5x snizenim aktivity,
MIC =73,5-112,4 uM.

Vicit M. abscessus plisobily testované konjugaty v rozmezi MIC = 40,8-224,8 uM a zde
byla naopak delsi peptidova analoga uc¢inngjsi oproti t€ém kratSim (MIC = 146,9-224,8 uM),
konkrétné¢ SAL1-Ao0a-OT20 (MIC = 41,5 uM), SAL2-A0a-OT20 (40,8 uM) a SAL3-Aoa-
OT20 (41,2 uM). Obmeény téchto tetrameri v podobé druhého (dalsiho) SALu v molekule,
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mastné kyseliny v postrannim fetézci ¢i  spaceru inhibi¢ni aktivitu sniZzovaly

(MIC = 70,4-79,3 pM).

5.2.3.2 Hodnoceni cytotoxicity

In vitro cytotoxicita byla stanovovédna na lidské monocytarni bunécné linit MonoMac6 a
na lidskych bunkach jaterniho karcinomu HepG2 po 24 h inkubaci za pouziti 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu neboli MTT. Buiikky MonoMac6 jsou
povazovany za in vitro model makrofagovych bun¢k. Builkky HepG2 predstavuji model
pro hepatotoxicitu. Cytotoxicka aktivita byla navic hodnocena na mySich makrofazich
pochazejicich z kostni dfen¢ (BMM®) za pomoci MTT testu po 48 h inkubaci. BMM@® buiiky
tvoti makrofagovy model primarni bunééné kultury a rovnéz obsahujici tuftsinové receptory.
SI je pomér ICso ku H37Rv MIC po 4 tydnech.

Vétsina kontrolnich acetylovanych peptidovych nosic¢t (fragment SAL-Aoa nahrazen
acetylem) neméla cytostatickou aktivitu viici MonoMac6 a HepG2 buiikdm ani pii nejvyssich
métenych koncentracich (200 pM). Naopak nosice obsahujici v postrannim fetézci kyselinu
palmitovou mély cytostaticky u¢inek na oba typy téchto bunck (ICso = 26,6-77,0 uM; samotna
kyselina palmitova vi¢i MonoMac6 ICso = 178,1 uM). SAL1-3 vykazovaly cytostatické
vlastnosti na oba typy bun¢k v rozmezi ICso 7,9-21,5 uM a S10,7-2,5.

5.2.3.2.1MonoMacé6 bunky

SAL konjugaty s jednou tuftsinovou jednotkou bez mastné kyseliny spolu s jejich
spacerovymi proté¢jSky nemély vii€éi MonoMac6 buiikam cytostaticky efekt (ICso >200 uM; SI
>3.1). Podobné bez cytostatického Uc¢inku tomu bylo 1 u konjugiti se dvéma a Ctyfma
tuftsinovymi jednotkami neobsahujici mastnou kyselinu, ovSem s vyjimkou spacerového
SAL2-A0a-GFLG-OT20 konjugéatu, ktery ji viici MonoMac6 buitkam mél (ICso = 86,6 uM;
SI=0,6). Cytostatické u¢inky v nosici se dale projevovaly pii ptitomnosti dvou molekul SAL.
Konjugéty s mastnou kyselinou (dekanova a palmitova) v postrannim fetézci mély vyznamny
cytostaticky efekt na MonoMac6 buiiky (ICso = 16,5-72,6 uM; SI = 0,2-0,4), coz bylo ¢astecne
v rozporu s kontrolni acetylovanou fadou nosi¢ii, kdy pfi pfitomnosti dekanové kyseliny
cytostdiza patrnd nebyla a stejné tak u 1 volné dekanové kyseliny (pro oboji bylo

ICs0 >200 uM).
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5.2.3.2.2HepG2 buriky

Cytostaticky efekt hodnoceny vi¢i HepG2 buikam nebyl na vyjimky pozorovan
u postranné nemodifikovanych konjugatt (tj. bez mastné kyseliny, spaceru nebo druhého SAL).
Opak nastal u nosict se spacerem s rozsahem ICso = 58-162,6 uM a SI = 0,8-5,3 a déle pak
u konjugatli obsahujicich dvé molekuly SAL ¢i mastné kyseliny v postrannim fetézci

(ICs0 =23,2-113,3 uM; SI =0,1-2,7).
5.2.3.2.3BMM® buriky
Vliv konjugati na BMM@ buiiky odhalil podobné zakonitosti jako u HepG2 bungk, tj.

inkorporace spaceru a mastné kyseliny do nosice vede ke zvySeni toxicity.

5.2.3.3 Hodnoceni in vitro MonoMac6 intracelularni antimykobakterialni aktivity

V tomto testovani byla métfena intracelularni inhibi¢ni aktivita peptidovych konjugatt se
SAL (pii 125 a 250 uM) vuci bunikam lidskych monocyti linie MonoMac6 infikovanych
kmenem H37Rv.
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Obrazek 41 In vitro aktivity SAL a jejich peptidovych konjugati proti mykobakteridlnimu

kmeni H37Rv intracelularné infikovanému v MonoMac6 buiikach 73

INH ani SAL (Obréazek 41) nedosahovaly Zadnych inhibi¢nich aktivit oproti vétSiné
konjugat, které v zavislosti na pouzité koncentraci vyznamné redukovaly CFU

intracelularnich mykobakterii kmene H37Rv ve srovnani s jejich neosetienou linii.
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Pfi nizs$i koncentraci 125 pM nebyl tolik patrny vliv délky nosici na jejich inhibicni
aktivitu. Opak nastal pti 250 uM, kde byl v SAL2 tadé nejicinngjSim analogem bez mastné
kyseliny kratky monomer SAL2-Aoa-T5 nasledovany dlouhym tetramerem SAL2-Ao0a-OT20.
Ptitomnost spaceru GFLG vliv na aktivitu spiSe neméla. Zdvojeni poc¢tu SAL v OT20 vedlo
k nizsi aktivité oproti ptivodnimu SAL2-Ao0a-OT20.

Pfitomnost mastné kyseliny dekanové/palmitové obecné vedla k vysSim aktivitam. OT20
modifikované konjugaty s mastnou kyselinou dekanovou/palmitovou dosahovaly dokonce
mimotadnych inhibi¢nich hodnot pfi obou meéfenych koncentracich, ¢imz piekonaly i
monomerni TS5 nosi€e mastnych kyselin, které ovSem i tak byly ucinnéjs$i oproti svému
vychozimu SAL2-Aoa-T5. Inhibi¢ni aktivita nejmenSich metabolitlh ziskanych bcéhem
lysozomalni degradace (SAL2-Aoa-Thr-OH a SAL2-Ao0a-Gly-OH) nebyla zavisla na pouzité
koncentraci.

Intracelularni inhibi¢ni aktivity konjugatl a jejich cytostatické vlastnosti mohou byt
vzajemné propojeny, bereme-li v potaz zde pouzité koncentrace (125 a 250 uM) a hodnoty ICso
niz8i nez 125 uM u nekterych derivatl. Zaroven mohou byt pii separa¢nim kroku tyto usmrcené
monocyty spolu s bakteriemi za poklesu CFU odstranény. Avsak volné SAL majici pii téchto
koncentracich cytostatickou aktivitu CFU neredukovaly, a proto nemiiZe byt inhibi¢ni aktivita
konjugath pfipisovana pouze jejich toxicité viici hostitelské bunice. Ziskané hodnoty CFU jsou
tedy dané spiSe vlivem lepsi bunécné dostupnosti konjugatti oproti SAL nezli potencialni

toxicitou.

5.2.3.4 ZavéreCny souhrn

Perspektivu salicylanilidl zastifiuje jejich cytotoxicita. V ptipadé nékterych salicylanilid-
tuftsinovych konjugatl propojenych skrze oximovou skupinu antimykobakterialni aktivita
zUstava zachovana a je zaroven i1 bez cytotoxické odezvy, coZ miiZe znacit pravé lepsi
selektivitu téchto konjugati k mykobakteriim. Obecnym znakem téchto ¢innych konjugati je
jedna tuftsinova jednotka (monomer), ktera mize byt doplnéna o ptipadny GFLG spacer.

Vsechny testované konjugaty intracelularn€ snizovaly CFU bakterii, zatimco volné SAL
byly vtéchto testech neufinné. Tato intracelularni inhibi¢ni uCinnost konjugati je
pravdépodobné dana jejich lepSim bunéénym vychytavanim. Bohuzel konjugaty s nejvyssi
mirou bunééného vychytavani a intracelularnich inhibi¢nich aktivit vykazovaly zaroven i
nezanedbatelny stupenn toxicity. Toto se tykalo hlavné konjugati s mastnou kyselinou
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(dekanova a palmitova) v postrannim fetézci. Z necytostatickych analog vykazujicich zaroven
1 zajimavou intracelularni aktivitu byly nejslibnéj$imi kratké monomerni konjugaty SAL2-Aoa-
T5, SAL2-A0a-GFLG-T5 a SAL2-Aoa-TKPR-OH.

Ptima spojitost lipofility s intracelularni inhibi¢ni u¢innosti v této praci nalezena nebyla.
Prikladem je intracelularni inaktivita lipofilnich SAL oproti jejich ucinnym lipofilnim
konjugatim. Avsak dle ziskanych poznatkli maji lipofiln€jsi konjugaty v podobé postranni
modifikace kyselinou dekanovou ¢i palmitovou vétsi vliv na miru bunécného vychytavani,
intracelularni aktivitu a i cytotoxicitu. Vstup konjugati do bun¢k je pravdépodobné spojen
s fagocytozou ¢i receptory fizenou endocytézou. U lipofiln€ji modifikovanych konjugata se
pak mlze projevovat i nespecificky transport pfes bunéénou membranu v podobé difiize.

Test stability vici pasobeni jaternimu lysosomalnimu homogenatu z potkana odhalil, ze
konjugéaty s GFLG spacerem podléhaji nejdiive enzymatickému $tépeni. Pfitomnost dekanové
kyseliny zvysuje, zatimco pfitomnost palmitové kyseliny snizuje rychlost St€peni nosice a
zéaroven stabilita kratSich peptida je vEtsi oproti t€ém del§im. Oximové skupina spojujici SAL

s nosnym peptidem zlstala nedotCena.

5.3 Isoniazidové derivaty

53.1 Clanek 4 ,New lipophilic isoniazid derivatives and their
1,3.,4-oxadiazole analogues: Synthesis, antimycobacterial activity and

investigation of their mechanism of action*
Isoniazid patii mezi nejvyznamnéjsi antituberkulotika prvni linie a hraje podstatnou roli
v celosvétové 16cbé TB. Nevyhodou a rizikem pii dlouhodobé 1é¢bé je neustéle se rozvijejici
rezistence. Ptikladem mohou byt dve nejcastéji se vyskytujici INH rezistence v katG a inh genu.

Tato prace '*

se zabyvala slouceninami strukturné¢ vychézejicimi z INH: N-alkyl-2-
isonikotinoylhydrazin-1-karboxamidy (72-79) a jejich cyklickymi analogy N-alkyl-5-(pyridin-
4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy (80-82). Hydrofobni alkylovy fetézec byl do téchto sloucenin
inkorporovéan za ucelem jejich vyssi penetrace do lipofilni mykobakterialni bunééné stény.
Dal$im divodem funkcionalizace hydrazidové skupiny byla jeji ochrana pied inaktivaci

N-arylaminoacetyl transferdzou s potencidlem snizeni rizika rezistence. Mezi jiz

publikovanymi obménami lze napiiklad zminit kondenzaci hydrazidové ¢asti na N? 4% 159 nebo
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ISL152 &i obou dusikd !> této skupiny do heterocyklu. V druhém kroku nasi

umisténi jednoho
prace byla hydrazidova cast inkorporovana do heterocyklického 1,3,4-oxadiazolového kruhu
s 2-amino mustkem dale pokracujiciho v rtizné dlouhy alkylovy fetézec. Tato publikace
navazuje a ¢astecné i rozviji problematiku slibnych oxadiazoli, které se jako soucast nékterych

praci prezentovaly velmi vysokymi antimykobakterialnimi aktivitami. '3% 153156, 157

5.3.1.1 Hodnoceni antimykobakteridlni aktivity
N-Alkyl-2-isonikotinoylhydrazin-1-karboxamidy (72-79; Obrazek 42) a jejich cyklicka
analoga N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy (80-82; Obrazek 43) byly in vitro

testovany proti M. tuberculosis 331/88 (H37Rv) a tfem atypickym kmentim: M. avium 330/88,
M. kansasii 235/80 a klinickému izolatu 6509/96.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace nékterych pfipravenych analog dosahovaly slibnych
hodnot pocinajicich od 0,5 uM (72, 73, 74 a 82). H37Rv byl nejcitlivéjsim kmenem
s MIC >0,5 uM pro N-alkyl-2-isonikotinoylhydrazin-1-karboxamidy (72-79) a MIC >4 uM
pro N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy (80-82). M. avium byl naopak nejméné
citlivym s MIC >32 uM pro 72-79 a >8 uM pro 80-82. Oba kmeny M. kansasii dosahovaly
podobnych inhibi¢nich koncentraci zacinajicich od 4 uM u 72-79 a 8§ uM u 80-82.

V karboxamidové fadé 72-79 se vi¢i H37Rv ukdzala vyhodnéj$i nizsi lipofilita
(ClogP <0) téchto analog spojend s pfitomnosti kratkého alkylového fetézce (methyl, ethyl,
propyl; 72-74). Tato analoga dosahovala MIC <2 uM a byla nasledovana butylovym (75) a
pentylovym (76) analogem s minimalni koncentraci 8 uM. S vy$si homologii této fady inhibi¢ni
aktivita nerostla a spiSe se drzela v rozmezi 32 az 62,5 pM. V piipad€é M. avium se naopak zdal
vyhodnéjsi delsi alkylovy fetézec s 11 aZ 16 uhliky a MIC <125 pM. Nejucinnéjsi dodecylovy
analog 78 mél MIC = 32-62,5 pM. Kmeny M. kansasii byly nejvice inhibovany
2-isonikotinoyl-N-propylhydrazin-1-karboxamidem 74 s MIC = 4-16 pM, nasledovanym
undecylovym (77), tridecylovym (79) a ethylovym (73) derivatem s rozsahem MIC 16-125 uM.

N
N
| =
72: R = methyl 76: R = pentyl
H “ 73: R = ethyl 77: R = undecyl
O~ °N’ \[( ‘R 74: R = propy! 78: R = dodecyl
H o 75: R = butyl 79: R = tridecyl

Obrazek 42 Série N-alkyl substituovanych 2-isonikotinoylhydrazin-1-karboxamidf
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Cyklizace na lipofilné;jsi oxadiazolova analoga 80-82 aktivitu nezvysila. Nejzajimavéjsich
inhibi¢nich vlastnosti doséhly derivaty se sttedn¢ dlouhym decylovym (80), undecylovym (81)
a dodecylovym (82) fetézcem. N-Dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin 82 byl
nejucinnéjsi proti kmentim H37Rv s MIC =4-8 uM a M. avium s MIC = 8-16 pM, zatimco jeho
decylovy 80 homolog nejvice inhiboval obé formy M. kansasii pii MIC = 8-16 uM.

N ~
NN | 0] 80: R = decyl
| )—NH 81: R = undecyl
N-N R

82: R = dodecyl

Obrazek 43 Rada derivati vychazejici z N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminu

5.3.1.2 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity proti 1ékoveé-rezistentni kmenum

Nejucinngjsi derivaty z prechozi ¢asti N-alkyl-2-isonikotinoylhydrazin-1-karboxamidy 72
(methyl)/73 (ethyl)/74 (propyl) s H37Rv MIC <2 uM a N-dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-
oxadiazol-2-amin 82 s H37Rv MIC <8 uM byly testovany vici rezistentnim mykobakterialnim
kmentim, tj. ¢tyfem MDR-TB a jednomu XDR-TB.

Aktivita karboxamidovych analog 72-74 se pohybovala v rozmezi MIC = 16-125 uM a
byla oproti lékové-citlivému kmeni H37Rv méné ucinnd. VSechny derivaty 72-74 navic
inhibovaly rezistentni kmeny pfi jednotné koncentraci bez zavislosti na konkrétnim typu
rezistence. 2-Isonikotinoyl-N-propylhydrazin-1-karboxamid 74 byl z této fady nejefektivnéjsi
s MIC = 16 uM. Vysledky bohuZel naznacily zkiiZenou rezistenci karboxamidové série 72-74
s vychozim INH.

Naopak inhibi¢ni koncentrace viici rezistentnim formam byly u N-dodecyl-5-(pyridin-4-
yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminu (82) 4-8 uM a neliSily se od kmene H37Rv, ¢imZ naznalily
mechanismus ucinku na INH nezévisly ¢i schopnost obejit mechanismus rezistence vztazeny
k INH. Dle vysledkt je déale pravdépodobné, ze oxadiazol 82 nesdili zkiizenou rezistenci
s bézné€ pouzivanymi antituberkulotiky (INH, rifampicin, ethambutol, streptomycin, ofloxacin,
klofazimin ¢i aminoglykosidy). Soucasn¢ analog 82 bez ohledu na pfitomnost dvandcti
uhlikatého fetézce splnil Lipinského pravidlo péti (Obrazek 44), definujici rozsah Ctyf
fyzikalng-chemickych parametri (molekulovd hmotnost <500, logP <5, pocet donoril
H-vazby <5 a pocet akceptorti H-vazby <10). Parametry koreluji s piijatelnou rozpustnosti

ve vod¢ a stfevni permeabilitou pozadovanou pro peroralni biologickou dostupnost.
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N-N Molekulova hmotnost: 330,48
— 2R Donor H-vazby: 1
N N /) O)\N P U U U UaYaN Akceptor H-vazby: 5
H CLogP: 4,94

Obrazek 44 Sloucenina 82 dle Lipinského pravidel péti '3

5.3.1.3 Hodnoceni cytotoxicity

Cytotoxicita pfipravenych sloucenin byla métena za pouziti standardniho in vitro modelu
rakovinné linie HepG2 bunck. Pouzity test CellTiter 96 je zaloZzen na kolorimetrickém
stanoveni redukce tetrazolového barviva MTS na formazan (fialovd) v Zivych buikéch.
Redukce MTS souvisi s dostupnosti NADH ¢i NADPH, kdy pokles hladin téchto metabolicky
diilezitych molekul v buiice vede ke snizené tvorbé formazanu (tj. ¢im vice zivych bunék, tim
intenzivngj$i fialové zbarveni).

Karboxamidové derivaty 72-79 a jejich oxadiazolova analoga 80-82 obecné sdilely nizkou
cytotoxicitu pii koncentracich, kdy se je podafilo v testovacim médiu rozpustit. Zadny
z derivat nebyl toxicky pii koncentraci 50 uM a ve srovnani karboxamidovych analog 72-79
s vychozim INH se jejich cytotoxicity podobaly. Dle vypocitanych indexu selektivit vysSich

nez 10 vykazovala analoga pfijatelnou toxicitu.

5.3.1.4 Mechanismus uc¢inku

2-Isonikotinoyl-N-methylhydrazin-1-karboxamid 72 a N-dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-

oxadiazol-2-amin 82, jenZ doséhly nejlepSich hodnot inhibice ristu kmene H37Rv, cytotoxicit
a indext selektivit (72 SI >5000, 82 SI >6,25), byly podrobeny dvéma testim, které zkoumaly
jejich mechanismu ucinku.

V prvnim testu byly vybrany dva kmeny M. tuberculosis H37Ra, které se liSily
obsazenim vektoru (nosi¢ genetické informace) pMV261. Prvni prazdny a druhy obsazeny
(pMV261-InhA) projevujici se nadmérnou tvorbou InhA. V principu tohoto testovani by mél
byt vii¢i inhibitoru InhA odolnéjsi kmen s nadprodukci proteinového cile InhA oproti normalné
produkujicimu. Kapkovy test (drop dilution method) odhalil, Ze viici karboxamidu 72 je kmen
s nadprodukci InhA opravdu vyrazné odolngj$i, ¢imz zaroven i potvrdil, Ze je InhA
molekularnim cilem 72 uvnitf mykobakterii. Naopak u dodecylového oxadiazolu 82 byly

inhibice kmenti podobné, coZ naznacilo jiny, na InhA nezavisly mechanismus G¢inku.
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Inhibice produkce mykolovych kyselin a s nimi souvisejicich glykolipidia (TMM, TDM)
byla sledovana u M. tuberculosis (H37Ra) v druhém testu a probihala na principu
metabolického znadeni radiouhlikem (*4C izotop). INH byl pouzit jako standard. P¥i hodnoceni
glykolipidové inhibice byly tyto slouceniny z mykobakterii nejdiive extrahovany, poté¢ TLC
rozdéleny a autoradiograficky detekovany. Ze ziskanych vysledkt bylo patrné, Ze inhibice
syntézy trehal6za-monomykolati a trehaldoza-dimykolatd methylovym karboxamidem 72
probihala podobné jako u INH. Dalsi analyzou byla inhibice syntézy mastnych kyselin (do 24
uhlik®) z FAS I cyklu a z ného vychdzejici syntéza mykolovych kyselin (do 90 uhlikd) neboli
FAS 1I faze. Tyto kyseliny byly nejdiive saponifikovany, poté esterifikovany jodmethanem
na odpovidajici estery mastnych (FAME; fatty acid methyl ester) a mykolovych kyselin
(MAME; mycolic acid methyl ester), extrahovany, separovany za pomoci TLC a
autoradiograficky vizualizovany. Analog 72 i zde jako INH inhiboval syntézu vSech typt
mykolovych kyselin (alfa-, methoxy- a keto-) z FAS II cyklu, zatimco FAS I faze v podobé
syntézy mastnych kyselin narusena nebyla.

U dodecylovan¢ho oxadiazolu 82 pies zevrubnou TLC analyzu extrahovanych
glykolipidt, mastnych a mykolovych kyselin neodhalily radiouhlikové znacené metabolické
testy zadny rozdil mezi kontrolni a oSetfenou kulturou. Mechanismus uc¢inku tedy zlstava
neobjasnén. Dle vysledkli se ovSem zda, ze 82 necili drahy vedouci k syntéze komponent

mykobakteridlni stény.

5.3.1.5 Zavérecny komentar

Dvé pfipravené fady po sedmnacti derivatech: N-alkyl-2-isonikotinoylhydrazin-1-
karboxamidy (72-79) a jejich cyklicka analoga N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-
aminy (80-82) byly testovany proti mykobakteridlnim kmenim zahrnujici 1 ty Iékové
rezistentni. Hodnoty MIC nejucinnéjsich karboxamidovych sloucenin 72, 73 a 74 vic¢i kmeni
H37Rv byly podobné INH. Z oxadiazolové tady dominoval dodecylovy 82 analog
s hodnotami H37Rv MIC = 4-8 uM. Vici rezistentnim kmeniim byla pozorovéana zkiiZena
rezistence s INH u necyklickych analog 72-74 a naopak na INH nezavisly Gc¢inek oxadiazolu
82. Vyhodou vétSiny ptipravenych sloucenin byly jejich in vitro netoxické vlastnosti na HepG2
bunééné linii.

U nejperspektivngjS§ich  H37Rv  inhibitorGi  2-isonikotinoyl-N-methylhydrazin-1-
karboxamid (72) a N-dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin (82) byl zkouman jejich
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mechanismu ucinku. V téchto testech se zjistilo, ze 72 inhibuje InhA a syntézu mykolovych
kyselin vcetné jejich glykolipidii podobné jako INH. U cyklického oxadiazolu 82 mechanismus
ucinku odhalen nebyl. Lisi se od mechanismu INH a pfedstavuje tak moznd novou a potencialné

slibnou skupinu latek s antimykobakteridlnim G¢inkem.

5.4 Derivaty kyseliny para-aminosalicylové

Ptedkladana nepublikovand ¢ast pojednava o biologické aktivité a vzédjemném srovnani
fady derivati kyseliny p-aminosalicylové a jejich methylesterii. PAS je v soufasné dobé
soucasti druhé linie 1é¢iv s antituberkulotickou aktivitou, a pravé jeji obmény mohou byt
moznosti zvysSeni inhibi¢nich aktivit a celkového potencialu vyuziti 1é¢iva v celosvétové 1écbé

TB.

5.4.1 Nepublikované para-aminosalicylové derivaty

Dvé fady derivati PAS sriznymi lipofilnimi substituenty byly pfipraveny formou
kondenzace = 4-aminosalicylové  skupiny s  danymi  isokyanaty za  vzniku
N-alkyl/cykloalkyl/aryl/arylalkyl diamidu kyseliny uhli¢ité (modoviny). Rozdilnost téchto
dvou tad spocivala v esterifikaci karboxylové skupiny: volna karboxylova kyselina (83-108) a
jeji methylester (109-134; oba Tabulka 10). Celkové bylo timto zplisobem ziskdno 52 derivati,
po 26 v kazdé tad¢. Slouceniny proSly hodnocenim jejich biologické aktivity, zahrnujici
bakterialni G+ a G- kmeny, mykobakterie ¢i houby. Vzijemnym porovnanim vysledkii byla

snaha o ziskani a formulovani SAR.
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5.4.1.1 Priprava derivata PAS

5.4.1.1.1Priprava methylmocoviny z 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl-methylkarbamatu
(Metoda A)

0 0 O
o) R
R DIPEA .
o + (0] (0]
HoN OH H o NN OH

Schéma 8 Priprava methylmocoviny PAS a jejiho methylesterového protéjsku v piitomnosti

Hunigovy baze (DIPEA = N, N-diisopropylethylamin; MeCN = acetonitril; R = H/CH3)

PAS nebo methyl-p-aminosalicylat (1 mmol), N,N-diisopropylethylamin (2 mmol) a
2,5-dioxopyrrolidin-l-yl-methylkarbamat (1,5 mmol) byly rozpustény v suchém acetonitrilu
(8 ml). Nasledovalo michéni reakce pii laboratorni teploté po dobu 24 hodin. Vysledné krystaly
byly odfiltrovany a v pfipadé potieby rekrystalizovany z ethyl-acetitu. Reakce byla
monitorovana za pomoci TLC (PAS: dichlormethan/methanol 4:1; methyl-p-aminosalicylat:

toluen/methanol 9:1).

5.4.1.1.2 Priprava derivdti mocoviny vychdzejici z PAS a komercné dostupného

R-isokyanadtu (Metoda B)

0 (0]
oy . N=c=0 _ EtN _ 0 OH
R CHCl, R. J\
H,N OH NN OH

Schéma 9 Reakce PAS s danym isokyanatem (EtsN = triethylamin; R = viz Tabulka 10
s vyjimkou analog s 1, 10, 13 a 15 uhliky)

1 mmol PAS spolu s 1,5 mmolu triethylaminu byly rozpustény v 8 ml vysuSeného (CaCl,)
dichlormethanu. Reakéni smés byla za stdlého michani pfivedena k 60 °C, byl pfidan 1 mmol
isokyanatu a pii stejné teploté nasledovalo michéni po dobu 5-6 hod. Poté byla reakéni smés
michana 12 hod pfi laboratorni teploté a po uplynuti tohoto Casu byla vytfepana dvakrat
s destilovanou vodou (30 ml) a jednou s 5 % roztokem hydrogenuhlic¢itanu sodného (30 ml).

Spojené vodné vrstvy byly nasledné okyseleny kyselinou chlorovodikovou do zietelné kyselé
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reakce za vzniku srazeniny. Srazenina byla odfiltrovana a promyta hexanem a diethyletherem.
Vznikly produkt byl v piipad¢ pfitomnosti necistot krystalizovan ze smési ethyl-acetat/hexan.

Monitorovani reakce probihalo za pomoci TLC soustavy dichlormethan/methanol 4:1.

5.4.1.1.3Priprava derivati mocoviny vychazejici z methyl-4-aminosalicyldtu a

R-isokyandtu (Metoda C)

0 0]
o .+ _N=c=0 0 o
R cHcl,  Rr.
H,N OH NN OH

Schéma 10 Reakce methyl-p-aminosalicylatu s R-isokyanatem (R = Tabulka 10 s vyjimkou
analog s 1, 10, 13 a 15 uhliky)

1 mmol Methyl-4-aminosalicylatu byl v 8 ml vysuSeného (CaClz) dichlormethanu
za stalého michani zahiat na 60 °C. Nasledovalo ptfidani 1 mmol daného R-isokyanatu a
pfi zachovani teploty byla smés michana po dobu 5-6 hod. Poté se reakéni smés ponechala
michat 12 hod pfi laboratorni teploté. Po odpateni rozpoustédla za sniZzeného tlaku byl ziskany
produkt krystalizovan ze smési ethyl-acetat/hexan. Cistota produktii byla monitorovana na TLC

za pomoci mobilni faze toluen/methanol 9:1.

5.4.1.1.4Priprava R-isokyandtu in situ a ndslednd tvorba derivati mocoviny

vychdzejici z PAS/methyl-4-aminosalicyldtu (Metoda D)

0 (C13C0),CO O
' EtsN _R!
O/ R + H2N_ R2 O O
CH,Cl, r2 L
H,N OH NN OH

Schéma 11 Reakce s R%-isokyandtem piipravenym in situ [(Cl3CO).CO = trifosgen neboli
bis(trichlormethyl)-karbonat; EtsN = triethylamin; R!' = H/CHs; R? = decyl, tridecyl a
pentadecyl]

Trifosgen (0,4 mmol) byl v dusikové atmosféie rozpustén v bezvodém dichlormethanu

(5 ml) a po kapkach byl pfiddvan R2-amin (1 mmol) rozpustény v bezvodém dichlormethanu

88



(3 ml). Smés se ponechala michat 30 minut pfi laboratorni teplot¢ a nasledovalo ptidani
triethylaminu (2 mmol) suspendované¢ho bezvodym dichlormethanem (3 ml). Po dalSich 30 min
michani byl pfidan PAS/methyl-p-aminosalicylat (1 mmol). Reakéni smés se poté nechala
v dusikové atmosféfe pii laboratorni teplot¢ michat po dobu 10 hod a nasledné byla odpaiena
do sucha. Ziskany produkt byl krystalizovan ze smeési ethyl-acetat/hexan a Cistota byla
monitorovana za pomoci mobilni soustavy PAS: dichlormethan/methanol 4:1 a methyl-p-

aminosalicylat: toluen/methanol 9:1.

5.4.1.2 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity

Vysledky antimykobakteriadlniho testovani znazoriiuje Tabulka 10.

Tabulka 10 Minimalni inhibi¢ni koncentrace pfipravenych analog para-aminosalicylové

kyseliny vii¢i mykobakteridlnim kmentim

O O
o) OH o) o~
R. N J\ N OH R. N J\ N OH
83-108 : : 109-134
MIC [uM]
M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
Kéd R 331/88 (H37Rv) 330/88 235/80 6509/96 ClogP
14d 21d 14d 21d 7d 14d 21d 7d 14d 21d
83 8 8 125 125 62,5 62,5 62,5 32 62,5 62,5 0,02
109 methyl 1000 1000 >1000 >1000 62,5 125 250 1000 1000 >1000 0,28
84 32 32 1000 >1000 125 250 250 125 125 125 0,36
110 cthyl >1000 >1000  >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 0,62
85 500 500 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 0,84
111 propy! >1000 >1000  >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1,10
86 125 125 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 1,26
112 buty! >1000 >1000  >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 1,52
87 500 500 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 1,68
113 pentyl 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 1,94
88 hexy] 250 250 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 500 1000 1000 2,09
114 16 32 500 500 16 32 62,5 32 32 62,5 2,36
89 heptyl 125 125 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 500 1000 1000 2,51
115 16 32 500 500 16 32 62,5 32 32 62,5 2,77
920 okyl 125 125 >1000 >1000 250 500 1000 250 500 1000 2,93
116 4 8 250 250 4 8 16 8 8 16 3,19
91 250 250 1000 1000 250 500 1000 250 500 1000 3,34
117 nonyl 2 4 250 250 2 4 8 4 8 16 3,61
92 decyl 125 125 500 1000 62,5 125 500 125 125 250 3,76
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118 2 4 250 250 2 4 8 4 8 16 4,03
93 125 125 500 500 62,5 125 500 125 125 250 4,18
undecyl
119 1 2 125 250 1 2 4 2 4 8 4,44
94 250 250 500 500 250 500 500 250 500 500 4,60
dodecyl
120 1 2 125 250 1 2 4 2 4 8 4,86
95 62,5 62,5 500 500 125 250 500 250 250 500 5,01
tridecyl
121 2 4 250 250 1 2 4 1 2 4 5,28
96 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 5,43
tetradecyl
122 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 5,69
97 125 125 500 500 500 500 500 500 500 500 5,85
pentadecyl
123 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 6,11
98 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 6,27
hexadecyl
124 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 6,53
99 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 7,10
oktadecyl
125 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 7,36
100 fenvl 250 250 >1000 >1000 125 250 500 250 500 500 1,68
en
126 Y 16 32 500 500 32 32 32 16 32 32 1,94
101 b | 250 250 >1000 >1000 250 500 1000 250 500 1000 1,75
enz
127 Y 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 2,01
102 250 250 >1000 >1000 500 1000 1000 250 500 1000 2,03
fenylethyl
128 500 500 500 500 X X X 250 500 500 2,29
103 62,5 62,5 >1000 >1000 32 62,5 125 62,5 125 250 2,45
fenylpropyl
129 500 500 500 500 X X X 250 500 500 2,71
104 32 62,5 >1000 >1000 32 62,5 62,5 32 62,5 125 2,86
fenylbutyl
130 32 62,5 500 500 X X X 16 32 62,5 3,13
105 250 250 >1000 >1000 500 1000 1000 1000 1000 1000 1,56
cyklohexyl
131 32 62,5 500 500 X X X 62 125 250 1,83
106 32 32 1000 1000 16 32 62,5 32 62,5 125 1,98
cykloheptyl
132 4 8 125 250 X X 32 62,5 125 2,24
107 250 250 >1000 >1000 62,5 125 250 32 62,5 125 1,99
cyklohexylmethyl
133 16 32 500 500 X X X 16 32 62,5 2,26
108 8 16 >1000 >1000 8 16 32 16 32 62,5 1,84
adamantyl
134 1 2 500 500 X X X 16 32 32 2,11
Kyselina p-aminosalicylova 62,5 62,5 32 125 125 1000 >1000 32 125 500 0.4
Methyl-p-aminosalicylat 250 250 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 0,66
INH 0,5 1 >250 >250 >250 >250 >250 8 8 8 -0,64
EMB 1 2 16 16 1 2 2 1 2 2 0,06

X z divodu zmény testovanych kment (resp. ziZeni) nebylo méfeno

Ob¢ série pripravenych mocovinovych derivati odvozenych od PAS 83-108 a jejiho

methylesterového protéjsku 109-134 ukazaly nizké hodnoty MIC. V piipad¢ kmene H37Rv
zacinala fada 83-108 na 8 uM a 109-134 dokonce uz na 1 uM. Podobnych hodnot bylo dosazeno

i u atypickych kment M. kansasii. Kmen M. avium 330/80 naopak vykazoval zvySenou
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rezistenci viici obéma sériim s MIC zacinajici na 125 uM. Analoga methylesterové fady 109-
134 byla ve srovnani s 83-108 vyrazn¢ inhibi¢né ucinnéjsi. Piimy vztah mezi lipofilitou a SAR
v téchto testech odhalen nebyl. Ve srovnani s vychozimi standardy inhibi¢ni aktivity
pripravenych derivati v nékterych ptipadech vyrazné prevysovaly jejich hodnoty. Kyselina
p-aminosalicylova (H37Rv MIC = 62,5 uM a atypické kmeny MIC >32 uM) ovSem na rozdil
od svych odvozenych analog ptsobila 1épe vici M. avium 330/88 (MIC =32-125 uM). Methyl-
p-aminosalicylat dosahoval proti kmeni H37Rv MIC = 250 uM a vi¢i atypickym formédm MIC
>1000 pM.

V tad€ 83-108 byl preferovan kratky fetézec v podobé methylu (83) a ethylu (84) ¢i
alicyklicky cykloheptyl (106) a adamantyl (108) nebo pfipadné aromaticky fenylbutyl (104).
U kmene H37Rv se ukazal nejvyhodnéjsi methylovy substituent (83) s MIC 8 uM. Podobnych
inhibi¢nich hodnot dosdhl i1 adamantylovy 108 analog (MIC >8 uM) néasledovany
cykloheptylovym 106, fenylbutylovym 104 a ethylovym 84 derivatem s inhibi¢nimi
koncentracemi zacinajicich na 32 pM. Hodnoty ostatnich derivati uz byly vyrazné vyssi
(MIC >125 uM) s mezistupném u tridecylového (95) a fenylpropylového (103) analoga
s MIC = 62,5 uM. Kmeny M. kansasii ukazaly podobné zékonitosti SAR s rozdilem, Ze zde byl
ucinnéjsi spiSe alicyklicky 106 a 108 (MIC = 8-125 uM), arylalkylovy 103 a 104
(MIC =32-250 uM) a methylovy 83 analog s MIC =32-62,5 uM. Celkov¢ nejlepsich vysledkl
z celé fady dosahovala vuci testovanému spektru bez M. avium 4-[3-(adamantan-1-yl)ureido]-
2-hydroxybenzoova kyselina (108) s rozsahem MIC 8-62,5 pM.

V methylesterové fadé¢ 109-134 naopak kratké fetézce typu methyl a ethyl aktivitu
nepfinesly. Vys$i inhibi¢ni aktivita byla pozorovana u analog se sttedné dlouhymi substituenty,
které zase naopak nebyly UCinné v pfipad¢ derivath fady 83-108. Stiedné dlouhé fetézce
od hexylu az po tridecyl (114, 115, 116, 117, 118, 119, 120 a 121) m¢ly H37Rv MIC = 1-32
uM. Zejména undecylovy (119) a dodecylovy (120) derivat vykazovaly vybornou inhibi¢ni
aktivitu proti kmeni H37Rv s MIC = 1-2 uM, kterd byla srovnatelnd s INH ¢i EMB a zaroven
spolu s adamantylovym analogem 134 tpIn¢ nejvyssi z cel€ série. Podobné SAR jako tfada 83-
108 piinesl vliv alicyklického cykloheptylu (132) s adamantylem (134) a arylalkylového
fenylbutylu (130) na inhibi¢ni vlastnosti. Zajimavé bylo srovnani cyklohexylovych (105 a 131),
cyklohexylmethylovych (107 a 133) a fenylovych (100 a 126) analog, kde byla pozorovana
aktivita vyhradné u derivatt fady 109-134. Velmi nizkych hodnot inhibice doséahl z alicyklické
skupiny methyl-4-[3-(adamantan-1-yl)ureido]-2-hydroxybenzoat (134) s H37Rv
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MIC = 1-2 uM. Hodnoty ostatnich alicyklickych analog 131, 132 a 133 byly H37Rv
MIC = 4-62,5 uM. Arylalkylovy fenylbutylovy derivat 130 mél H37Rv MIC = 32-62,5 uM a
fenyl (126) H37Rv MIC = 16-32 uM. Ostatni arylalkylova analoga (benzyl, fenylethyl a
fenylpropyl) méla nizkou inhibi¢ni aktivitu. Podobnych zakonitosti jako u kmene H37Rv bylo
pozorovano i u atypického druhu M. kansasii. Byl rovnéz odhalen piiznivy vliv stfedné
dlouhého alkylového fetézce od hexylu po tridecyl (114, 115, 116, 117, 118, 119, 120 a 121)
s H37Rv MIC = 1-62,5 uM a to zejména del§iho undecylu (119), dodecylu (120) a tridecylu
(121), jejichz hodnoty proti obéma kmeniim M. kansasii byly v rozmezi 1-8 uM. Inhibi¢ni
koncentrace alicyklickych analog (131, 132, 133 a 134) proti M. kansasii 6509/96 byly
16-250 uM a u fenylového (126) a fenylbutylového derivatu (130) pak MIC = 16-62,5 pM.

5.4.1.3 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity proti lékoveé-rezistentnim

kmentim
Latky s nejvy$$imi inhibi¢nimi aktivitami z obou sérii byly soucasné otestovany viici
kmentim M. tuberculosis (Tabulka 11), jenZ jsou riiznym zptisobem rezistentni vici soucasné

uzivanym lé¢iviim, viz text pod tabulkou.

Tabulka 11 Minimdlni inhibi¢ni koncentrace vybranych derivatl viici rezistentnim kmentim

Mycobacterium tuberculosis

(@) (@)
R R
N J\ N OH N J\ N OH
H H H H
83-108 109-134
MIC [pM]
Kod PRAHA 1 PRAHA 4 PRAHA 131 9449/2007 234/2005 7357/1998 8666/2010

14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d

83 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4
116 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16
117 4 8 4 8 4 8 8 16 8 16 4 8 8 8
118 8 8 8 8 4 8 8 8 8 8 8 16 8 8
119 4 4 4 4 2 4 4 4 4 8 4 4 4 4
120 4 4 4 4 2 4 4 4 4 8 4 4 4 4
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121 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8

126 32 62 32 62 32 62 32 32 32 62 32 62 16 32

132 8 8 8 16 8 16 8 8 16 32 8 16 8 16

108 8 16 8 16 8 16 8 8 8 16 8 16 8 16

134 2 2 2 4 2 4 2 2 2 4 2 4 2 4
MDR kmeny:

7357/1998 je rezisentni vuci INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu a rifabutinu;

234/2005 je rezistentni vuci INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu a rifabutinu;

8666/2010 je rezistentni vici INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu, klofamizinu a rifabutinu;
9449/2007 je rezistentni vii¢i INH, rifampicinu, streptomycinu a rifabutinu;

Praha 1 je rezistentni vic¢i INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, klofamizinu a rifabutinu;

Praha 4 je rezistentni vici INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu, klofamizinu a rifabutinu.

XDR kmen:

Praha 131 je rezistentni vii¢i INH, rifampicinu, streptomycinu, ethambutolu, ofloxacinu, gentamicinu, rifabutinu a amikacinu.

Vybrané derivaty kyseliny p-aminosalicylové (Tabulka 11) doséhly nizkych inhibi¢nich
koncentraci vici celému spektru rezistentnich kmenti M. tuberculosis. Zvlasté t¢innych aktivit
bylo dosazeno u methyl-4-[3-(adamantan-1-yl)ureido]-2-hydroxybenzoatu 134 a 2-hydroxy-4-
(3-methylureido)benzoové kyseliny 83 s hodnotami od 2 do 4 puM. Naopak u zbylych
cyklickych analog (126, 132 a 108) byl pozorovan opa¢ny trend s nejvyssimi koncentracemi
v celém spektru mykobaterii (MIC = 8-62 upM). Zejména fenylovy derivat 126
s MIC = 32-62 uM byl celkové nejméné ucinnym analogem. U alifatické fady byly pozorovany
hodnoty vrozmezi 2 az 16 puM. NejlepSich vysledki zni dosdhla 2-hydroxy-4-(3-
methylureido)benzoova kyselina 83 (MIC = 2-4 uM) a nejhor$ich naopak oktylovy 116 derivat
(MIC = 8-16 uM). Ve srovnani vysledki s 1€kové citlivym kmenem H37Rv doslo ve vétSiné
pfipadd k vyrovnani az mirnému poklesu aktivit. Vyjimkou byl pouze methylovy analog 83,
ktery byl proti tomu aZ 4x G¢innéjsi. SniZeni inhibi¢nich aktivit proti rezistentnim kmeniim je
mozné disledkem zkiiZené rezistence analog s vychozimi strukturami, ale pro potvrzeni této
domnénky je tfeba dikladnéjSiho rozboru problematiky spocivajici v dalSich testech a

hodnoceni.

5.4.1.4 Hodnoceni antibakterialni aktivity

Testovani probihalo proti dv€ma bakteridlnim G+ kmenidm Staphylococcus aureus a
Enterococcus faecalis a dvéma G- kmenim Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa

(Tabulka 12).

93



Tabulka 12 Antibakterialni hodnoty MIC prezentovanych derivati PAS

0] O
0 OH 0 o~
R‘N/H\N OH R‘N/H\N OH
H 83-108 109-134
MIC [uM]

Staphylococcus Enterococcus Escherichia Pseudomonas

Kaéd aureus faecalis coli aeruginosa
(GH) (GH) (G-) (G-)

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
83 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
109 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
84 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
110 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
85 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
111 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
86 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
112 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
87 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
113 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
88 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
114 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
89 - - - - - - - -
115 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
90 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
116 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
91 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
117 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
92 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
118 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
93 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
119 - - - - - - - -
94 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
120 - - - - - - - -
95 - - - - - - - -
121 62,5 125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
96 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
122 - - - - - - - -
97 - - - - - - - -
123 - - - - - - - -
98 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
124 - - - - - - - -
99 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
125 - - - - - - - -
100 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
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126

101 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
127 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
102 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
128 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
103 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
129 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
104 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
130 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
105 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
131 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
106 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
132 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
107 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
133 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
108 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
134 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
PAS >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Methyl-PAS >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Bacitracin 15,62 31,25 31,25 31,25 >500 >500 >500 >500

- nepodafilo se rozpustit v testovacim médiu

Vétsina meéfenych derivati [4-(3-substituované-ureido)salicylové kyseliny 83-108 a

methyl-4-(3-substituované-ureido)salicylaty 109-134] proti G+ a G- bakteriim nevykazovalo

zadnou aktivitu (Tabulka 12). Relativné nizs$ich hodnot dosahl proti G+ Staphylococcus aureus

methyl-2-hydroxy-4-(3-tridecylureido)benzoat (121) s MIC = 62,5-125 uM. AvSak ani touto

hodnotou se nevyrovnal pouzZitému standardu bacitracinu, ktery proti stejnému kmeni

dosahoval MIC = 15,62-31,25 uM. Nerozpustnost n€kterych derivati v testovacim médiu je

pfipisovana jejich vyssi lipofilité¢ danou délkou alkylového fetézce.

5.4.1.5 Hodnoceni antifungalni aktivity

Soucasti tohoto testovani bylo hodnoceni inhibi¢nich aktivit proti dvéma kvasinkam

Candida albicans s Candida krusei a dvéma vlaknitym houbdm Aspergillus fumigatus a

Absidia corymbifera (Tabulka 13).
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Tabulka 13 Ptehled MIC testovanych sloucenin vii¢i fungalnim patogentim

0] O
0 OH 0 o~
R‘N/H\N OH R‘N/H\N OH
H 83-108 109-134
MIC [uM]
Kéd Candida Candida Aspergillus Absidia
albicans krusei fumigatus corymbifera
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
83 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
109 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
84 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
110 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
85 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
111 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
86 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
112 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
87 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
113 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
88 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
114 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
89 - - - - - - - -
115 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
90 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
116 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
91 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
117 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
92 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
118 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
93 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
119 - - - - - - - -
94 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
120 - - - - - - - -
95 - - - - - - - -
121 125 125 31,25 31,25 >125 >125 >125 >125
96 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
122 - - - - - - - -
97 - - - - - - - -
123 - - - - - - - -
98 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
124 - - - - - - - -
99 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
125 - - - - - - - -
100 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
126 - - - - - - - -
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101 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

127 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
102 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
128 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
103 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
129 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
104 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
130 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
105 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
131 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
106 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
132 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
107 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
133 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
108 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
134 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
PAS >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Methyl-PAS >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Flukonazol 0,24 0,24 125 250 >500 >500 >500 >500

- nepodafilo se rozpustit v testovacim médiu

Nizka aktivita pfipravenych derivatl byla pozorovédna i v ramci hodnoceni inhibi¢nich
koncentraci u kvasinek a vlaknitych hub (Tabulka 13). Testovana analoga vysokou aktivitu
nevykazovala a zietelngjSich hodnot bylo pozorovano pouze v ptipad¢ methyl-2-hydroxy-4-(3-
tridecylureido)benzoatu (121) s MIC 31,25 uM u kvasinky Candida krusei. Obecnym

problémem byla niZsi rozpustnost v testovacim médiu u lipofilnéjSich analog.

5.4.1.6 ZavéreCny komentar

Z celkového poctu 52 derivati byla ucinngjs$i methylesterova fada 109-134 oproti volné
karboxylové 83-108. V fad¢ 83-108 byly Gcinné zejména derivaty s kratkym fetézcem 83 a 84
(methyl a ethyl), pfipadné alicyklickym cykloheptylem 106 a adamantylem 108 nebo
aromatickym fenylbutylem 104. Pro fadu 109-134 byl naopak vyhodnéjsi stfedné dlouhy
fetézec od hexylu po tridecyl (114 az 121) ¢i cela alicyklickd ¢ast s methyl-4-[3-(adamantan-1-
yl)ureido]-2-hydroxybenzoatem (134) prioritné nebo fenyl (126) a fenylbutyl (130) ze skupiny
aromatické. VUCi ostatnim bakteriim, vldknitym houbdm a kvasinkdm pfipravend analoga
stejn¢ jako jejich vychozi struktury aktivitu nevykazovala, coz znaci vyssi selektivitu
k mykobakteridlnim kmentim ¢i specificky mechanismus u¢inku. Vyjimkou byl pouze methyl-

2-hydroxy-4-(3-tridecylureido)benzoat 121 vic¢i Staphylococcus aureus a Candida krusei
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s inhibi¢ni aktivitou zacinajici od 31,25 uM. Naopak inhibicni koncentrace vii¢i mykobakteriim
nekterych analog vyrazné ptrevysSovala své vychozi latky (PAS a methyl-p-aminosalicylat),
vyrovnaly se standardim INH a EMB a jsou tedy znacnym pfislibem pro dals$i experimentalni
a  teoreticky  vyvoj této  problematiky.  Konkrétn¢  methyl-2-hydroxy-4-(3-
undecylureido)benzoat (119), methyl-4-(3-dodecylureido)-2-hydroxybenzoat (120) a methyl-
4-[3-(adamantan-1-yl)ureido]-2-hydroxybenzoat (134) s inhibi¢nimi koncentracemi v rozsahu
1-2 uM u kmene H37Rv. Proti rezistentnim kmentim M. tuberculosis inhibi¢ni aktivity derivata
nevymizely. Nejvyhodnéjsi vlastnosti mély 2-hydroxy-4-(3-methylureido)benzoova kyselina

(83) a methyl-4-[3-(adamantan-1-yl)ureido]-2-hydroxybenzoat (134), oba MIC = 2-4 uM.

5.4.1.7 Chemicka charakterizace piipravenych derivatu

5.4.1.7.1Derivaty p-aminosalicylové kyseliny (83-134)

2-Hydroxy-4-(3-methylureido)benzoova kyselina (83)

Bila krystalicka latka; Metoda A; t. t. 213.2-214.9 °C; Vytézek: 40 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3051, 2940,
1680, 1494, 1235, 1189, 1163, 773, 735; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13.38 (s, 1H), 11.26 (s, 1H),
9.16 (s, 1H), 7.60 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.17 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 6.81 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 6.09 (s,
1H), 2.63 (s, 3H); 3C NMR (126 MHz, DMSO-d) & 172.20, 162.85, 155.77, 147.88, 131.31, 109.25,
105.69, 104.05, 26.57; Anal. Calcd. pro CoH10N2O4 (210.19): C, 51.43; H, 4.80; N, 13.33. Nalezeno: C,
51.25; H,4.72; N, 13.48.
2-Hydroxy-4-(3-ethylureido)benzoova kyselina (84) '*

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 181.6-183.4 °C; Vytézek: 44 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3329, 2985,
1643, 1557, 1234, 1191, 786, 735. Neuvedena spektroskopicka charakterizace byla v souladu s dfive
publikovanymi hodnotami.

2-Hydroxy-4-(3-propylureido)benzoova kyselina (85) '%

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 197.5-199 °C; Vytézek: 51 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3322, 2972,
1644, 1595, 1557, 1271, 784, 696. Neuvedena spektroskopicka charakterizace byla v souladu s dfive
publikovanymi hodnotami.
2-Hydroxy-4-(3-butylureido)benzoova kyselina (86) '*°

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 192.1-194.3 °C; Vytézek: 57 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3343, 2963,
2873, 1683, 1595, 1242, 1198, 774, 689. Neuvedena spektroskopicka charakterizace byla v souladu s
dfive publikovanymi hodnotami.

2-Hydroxy-4-(3-pentylureido)benzoova kyselina (87)

Bil4 krystalické latka; Metoda B; t. t. 182.8-184.3 °C; Vytézek: 55 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3331, 2954,
2930, 1645, 1557, 1229, 780, 671; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.39 (s, 1H), 11.33 (s, 1H), 8.82
(s, 1H), 7.61 (d, J=8.7 Hz, 1H), 7.15 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.79 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 6.30 (t,/=5.7
Hz, 1H), 3.09-3.03 (m, 2H), 1.45-1.38 (m, 2H), 1.35-1.19 (m, 4H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3H); '*C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) 6 171.93, 162.60, 154.74, 147.50, 131.06, 108.97, 105.48, 103.80, 39.16, 29.43,
28.73, 22.03, 14.11; Anal. Calcd. pro Ci3HisN>O4 (266.30): C, 58.63; H, 6.81; N, 10.52. Nalezeno: C,
58.44; H, 6.60; N, 10.87.
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2-Hydroxy-4-(3-hexylureido)benzoova kyselina (88)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 181.5-183.1 °C; Vytézek: 62 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3330, 2958,
2929, 2858, 1639, 1555, 1240, 780, 669; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.37 (s, 1H), 11.33 (s, 1H),
8.83 (s, 1H), 7.61 (d, J=8.7 Hz, 1H), 7.15 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.79 (dd, /= 8.7, 2.1 Hz, 1H), 6.30 (t, J
=5.7 Hz, 1H), 3.06 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 1.44-1.37 (m, 2H), 1.31-1.21 (m, 6H), 0.86 (t, /= 7.0 Hz, 3H);
BC NMR (126 MHz, DMSO-de) & 172.22, 162.89, 155.03, 147.79, 131.34, 109.25, 105.75, 104.08,
40.18, 31.45, 30.00, 26.48, 22.54, 14.36; Anal. Calcd. pro Ci4H20N204 (280.32): C, 59.99; H, 7.19; N,
9.99. Nalezeno: C, 60.06; H, 7.30; N, 9.80.

2-Hydroxy-4-(3-heptylureido)benzoova kyselina (89)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 181.4-183.2 °C; Vytézek: 60 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3333, 2954,
2928, 2857, 1640, 1555, 1234, 780, 670; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.39 (s, 1H), 11.33 (s, 1H),
8.83 (s, 1H), 7.61 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.15 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.79 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 6.30 (t, J
= 5.7 Hz, 1H), 3.06 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 1.45-1.37 (m, 2H), 1.30-1.20 (m, 8H), 0.84 (t, J = 6.8 Hz, 3H);
BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 172.22, 162.89, 155.03, 147.79, 131.34, 109.24, 105.74, 104.08,
40.32, 31.72, 30.04, 28.89, 26.78, 22.51, 14.38; Anal. Calcd. pro CisH2:N>O4 (294.35): C, 61.21; H,
7.53; N, 9.52. Nalezeno: C, 61.26; H, 7.80; N, 9.63.

2-Hydroxy-4-(3-oktylureido)benzoova kyselina (90)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 172.6-174 °C; Vytézek: 62 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3332, 2957,
2925, 2854, 1640, 1554, 1237, 814, 670; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13.38 (s, 1H), 11.33 (s, 1H),
8.94 (s, 1H), 7.60 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.15 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.79 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 6.38 (t, J
= 5.6 Hz, 1H), 3.06 (q, J= 6.6 Hz, 2H), 1.44-1.36 (m, 2H), 1.30-1.20 (m, 10H), 0.85 (t,J= 7.1 Hz, 3H);
BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 171.95, 162.62, 154.79, 147.55, 131.05, 108.94, 105.43, 103.75,
40.03, 31.32, 29.76, 28.90, 28.86, 26.54, 22.26, 14.10; Anal. Calcd. pro CiH24N>04 (308.38): C, 62.32;
H, 7.84; N, 9.08. Nalezeno: C, 62.19; H, 7.67; N, 9.22.

2-Hydroxy-4-(3-nonylureido)benzoova kyselina (91)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 178.1-180 °C; Vytézek: 55 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3336, 2954,
2925, 2850, 1638, 1556, 1229,780, 670; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 13.41 (s, 1H), 11.37 (s, 1H),
9.05 (s, 1H), 7.60 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.16 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.79 (dd, J= 8.7, 2.1 Hz, 1H), 6.45 (t, J
=5.7 Hz, 1H), 3.05 (q, J= 6.6 Hz, 2H), 1.43-1.36 (m, 2H), 1.30-1.18 (m, 12H), 0.85 (t, J= 6.8 Hz, 3H);
BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 172.03, 162.67, 154.87, 147.62, 131.08, 108.94, 105.45, 103.74,
40.18,31.51, 29.81,29.22,29.01, 28.91, 26.58, 22.32, 14.17; Anal. Calcd. pro Ci7H26N204 (322.41): C,
63.33; H, 8.13; N, 8.69. Nalezeno: C, 63.20; H, 8.30; N, 8.85.

4-(3-Decylureido)-2-hydroxybenzoova kyselina (92)

Bila krystalicka latka; Metoda D; t. t. 174.3-176.1 °C; Vytézek: 53 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3335, 3292,
2957, 2922, 2850, 1683, 1555, 1245, 1183, 815, 672; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 13.41 (s, 1H),
11.35 (s, 1H), 9.04 (s, 1H), 7.60 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.79 (dd, J= 8.7, 2.1 Hz,
1H), 6.44 (t, J= 5.7 Hz, 1H), 3.05 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 1.43-1.35 (m, 2H), 1.30-1.17 (m, 14H), 0.84 (t,
J=6.9 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 172.01, 162.65, 154.84, 147.61, 131.06, 108.94,
105.41, 103.73, 40.32, 31.52, 29.80, 29.26, 28.99, 28.94, 28.92, 26.45, 22.32, 14.17; Anal. Calcd. pro
CisH2sN>04 (336.43): C, 64.26; H, 8.39; N, 8.33. Nalezeno: C, 64.33; H, 8.28; N, 8.52.

2-Hydroxy-4-(3-undecylureido)benzoova kyselina (93)

Bil4 krystalické latka; Metoda B; t. t. 174.1-175.8 °C; Vytézek: 58 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3336, 2954,
2923, 2849, 1639, 1556, 1466, 1240, 780, 669; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.40 (s, 1H), 11.35
(s, 1H), 9.11 (s, 1H), 7.59 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.16 (d, J= 2.0 Hz, 1H), 6.79 (dd, J= 8.7, 2.1 Hz, 1H),
6.48 (t, J= 5.6 Hz, 1H), 3.05 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 1.43-1.36 (m, 2H), 1.31-1.17 (m, 16H), 0.84 (t, J =
7.0 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 172.01, 162.66, 154.87, 147.63, 131.05, 108.93, 105.38,
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103.71, 40.03, 31.52, 29.81, 29.65, 29.25, 29.23, 29.18, 28.95, 26.57, 22.33, 14.17; Anal. Calcd. pro
Ci9H30N204(350.46): C, 65.12; H, 8.63; N, 7.99. Nalezeno: C, 65.25; H, 8.51; N, 8.12.

4-(3-Dodecylureido)-2-hydroxybenzoova kyselina (94)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 167.6-169.1 °C; Vytézek: 61 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3335, 2958,
2921, 2848, 1667, 1555, 1236, 1182, 790, 670; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d) & 12.48 (s, 1H), 10.39
(s, 1H), 9.25 (s, 1H), 7.58 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 7.12 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 6.78 (dd, /= 8.7, 2.0 Hz, 1H),
6.63 (t, J=6.1 Hz, 1H), 3.05 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 1.43-1.34 (m, 2H), 1.30-1.16 (m, 18H), 0.84 (t, J =
6.8 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 172.13, 162.75, 155.05, 147.29, 130.99, 108.63, 106.39,
103.75, 40.11, 31.55, 29.87, 29.31, 29.28, 29.27, 29.24, 29.02, 28.97, 26.61, 22.34, 14.19; Anal. Calcd.
pro C20H3:N>04 (364.49): C, 65.91; H, 8.85; N, 7.69. Nalezeno: C, 65.70; H, 8.78; N, 7.50.

2-Hydroxy-4-(3-tridecylureido)benzoova kyselina (95)

Bila krystalicka latka; Metoda D; t. t. 168.8-170.6 °C; Vytézek: 45 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3335, 2954,
2920, 2849, 1639, 1557, 1235, 779, 722; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13.38 (s, 1H), 11.33 (s, 1H),
9.12 (s, 1H), 7.59 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 7.16 (d, J= 2.1 Hz, 1H), 6.80 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.49 (m,
1H), 3.05 (q,J= 6.6 Hz, 2H), 1.44-1.36 (m, 2H), 1.31-1.15 (m, 20H), 0.86-0.82 (m, 3H); *C NMR (126
MHz, DMSO-ds) 6 171.93, 162.59, 154.84, 147.59, 130.99, 108.88, 105.35, 103.67,40.03, 31.45, 29.74,
29.22, 29.20, 29.17, 29.09, 28.87, 28.69, 27.11, 26.49, 22.25, 14.10; Anal. Calcd. pro C;1H34N>04
(378.51): C, 66.64; H, 9.05; N, 7.40. Nalezeno: C, 66.72; H, 9.37; N, 7.57.

2-Hydroxy-4-(3-tetradecylureido)benzoova kyselina (96)

Bila krystalick4 latka; Metoda B; t. t. 172.4-174.3 °C; Vytézek: 52 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3336, 2957,
2920, 2849, 1639, 1555, 1231, 814, 670; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13.27 (s, 1H), 11.44 (s, 1H),
9.18 (s, 1H), 7.59 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.15 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 6.80 (dd, J=8.7, 2.4 Hz, 1H), 6.53 (t, J
=5.7 Hz, 1H), 3.05 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 1.43-1.36 (m, 2H), 1.30-1.16 (m, 22H), 0.84 (s, 3H); *C NMR
(126 MHz, DMSO-dc) 6 171.95, 162.62, 154.88, 147.58, 130.99, 108.85, 105.46, 103.68, 40.03, 31.47,
29.76, 29.25, 29.23, 29.21, 29.19, 29.18, 29.16, 28.92, 28.88, 26.51, 22.26, 14.11; Anal. Calcd. pro
Cx»H36N204 (392.54): C, 67.32; H, 9.24; N, 7.14. Nalezeno: C, 67.19; H, 9.20; N, 7.01.

2-Hydroxy-4-(3-pentadecylureido)benzoova kyselina (97)

Bila krystalicka latka; Metoda D; t. t. 177.5-179.1 °C; Vytézek: 45 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3335, 2954,
2920, 2849, 1639, 1556, 1230, 722, 671; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 13.21 (s, 1H), 11.35 (s, 1H),
9.29 (s, 1H), 7.59 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.16 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 6.80 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 6.60 (t, J
=5.7Hz, 1H), 3.05 (q, J= 6.6 Hz, 2H), 1.42-1.36 (m, 2H), 1.30-1.15 (m, 24H), 0.84 (t, /= 6.8 Hz, 3H);
BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 171.96, 162.63, 154.92, 147.66, 130.97, 108.86, 105.34, 103.65,
40.03, 31.48, 29.78, 29.24, 29.22, 29.20, 29.18, 29.17, 29.14, 29.04, 28.95, 28.90, 26.53, 22.28, 14.11;
Anal. Calcd. pro C23H33N>04(406.57): C, 67.95; H, 9.42; N, 6.89. Nalezeno: C, 67.82; H, 9.35; N, 6.94.

4-(3-Hexadecylureido)-2-hydroxybenzoova kyselina (98)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 186.2-188 °C; Vytézek: 59 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3336, 2957,
2919, 2849, 1639, 1556, 1226, 780, 669; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.22 (s, 1H), 11.33 (s, 1H),
9.38 (s, 1H), 7.57 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.11 (s, 1H), 6.80-6.69 (m, 2H), 3.03 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 1.43-
1.34 (m, 2H), 1.31-1.11 (m, 26H), 0.83 (t, J = 6.8 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 172.19,
162.71, 155.09,147.11, 130.87, 108.42, 106.78, 103.67, 40.04, 31.50, 29.85, 29.28,29.26, 29.24, 29.23,
29.22,29.20, 29.18, 29.16, 29.00, 28.92, 26.58, 22.29, 14.11; Anal. Calcd. pro C24H4N,04(420.59): C,
68.54; H, 9.59; N, 6.66. Nalezeno: C, 68.48; H, 9.67; N, 6.83.

2-Hydroxy-4-(3-oktadecylureido)benzoova kyselina (99)

Bil4 krystalické latka; Metoda B; t. t. 177.3-178.8 °C; Vytézek: 63 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3335, 2957,
2919, 2848, 1639, 1556, 1250, 779, 670; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.33 (s, 1H), 11.45 (s, 1H),
9.11 (s, 1H), 7.59 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.15 (d, /= 1.8 Hz, 1H), 6.79 (dd, /= 8.7, 2.1 Hz, 1H), 6.49 (t, J
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=5.7 Hz, 1H), 3.05 (q, J= 6.5 Hz, 2H), 1.43-1.35 (m, 2H), 1.29-1.17 (m, 30H), 0.84 (t, /= 6.7 Hz, 3H);
BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 171.93, 162.60, 154.84, 147.51, 130.96, 108.81, 105.53, 103.67,
40.23, 31.44, 29.74, 29.25, 29.23, 29.21, 29.20, 29.19, 29.18, 29.17, 29.16, 29.15, 29.13, 28.89, 28.85,
26.49, 22.24, 14.09; Anal. Calcd. pro CosH4sN204 (448.65): C, 69.61; H, 9.89; N, 6.24. Nalezeno: C,
69.56; H, 9.72; N, 6.50.
2-Hydroxy-4-(3-fenylureido)benzoova kyselina (100) 6% 6!

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 216.9-218.2 °C [literatura: 242 °C]; Vytézek: 60 %; IR (cm™,
ATR-Ge): 3307, 3103, 1643, 1551, 1242, 733, 660; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13.52 (s, 1H),
11.38 (s, 1H), 9.10 (s, 1H), 8.84 (s, 1H), 7.68 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 7.47-7.44 (m, 2H), 7.31-7.27 (m, 2H),
7.21 (d,J=2.1 Hz, 1H), 6.99 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 6.89 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H); *C NMR (126 MHz,
DMSO-de) 6 171.89, 162.54, 152.24, 146.62, 139.39, 131.24, 129.00 (2), 122.43, 118.61 (2), 109.43,
106.35, 104.52; Anal. Calcd. pro CisH12N204 (272.26): C, 61.76; H, 4.44; N, 10.29. Nalezeno: C, 61.53;
H, 4.36; N, 10.03.
4-(3-Benzylureido)-2-hydroxybenzoova kyselina (101) ¢

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 196.1-198 °C [literatura: 180-182 °C]; Vytézek: 57 %; IR (cm™,
ATR-Ge): 3306, 3030, 1652,1558, 1230, 781, 696. Neuvedena spektroskopicka charakterizace byla v
souladu s diive publikovanymi hodnotami.

2-Hydroxy-4-(3-fenylethylureido)benzoova kyselina (102)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 186.7-188.2 °C; Vytézek: 54 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3340, 3027,
1641, 1553, 1261, 783, 701; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dc) & 13.41 (s, 1H), 11.34 (s, 1H), 8.95 (s, 1H),
7.61 (d,J=8.7 Hz, 1H), 7.34-7.16 (m, 6H), 6.79 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 6.33 (t, /= 5.7 Hz, 1H), 3.34
(q,J= 6.8 Hz, 2H), 2.75 (t,J = 7.1 Hz, 2H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 5 172.21, 162.88, 155.02,
147.71, 139.87, 131.37, 129.12 (2), 128.82 (2), 126.56, 109.27, 105.83, 104.14, 41.03, 36.11; Anal.
Calcd. pro CisHisN2O4 (300.31): C, 63.99; H, 5.37; N, 9.33. Nalezeno: C, 63.86; H, 5.52; N, 9.44.

2-Hydroxy-4-[3-(3-fenylpropyl)ureido]benzoova kyselina (103)

Bila krystalické latka; Metoda B; t. t. 166.1-168.1 °C; Vytézek: 56 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3313, 3026,
2941, 2865, 1641, 1557, 1232, 779, 660; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 13.33 (s, 1H), 11.32 (s, 1H),
8.98 (s, 1H), 7.62 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.30-7.16 (m, 6H), 6.82 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 6.47 (s, 1H),
3.12-3.06 (m, 2H), 2.63-2.54 (m, 2H), 1.76-1.69 (m, 2H); *C NMR (126 MHz, DMSO-d) & 171.95,
162.61, 154.84,147.53,141.81,131.08, 128.43 (4), 125.91, 109.00, 105.48, 103.83, 38.81, 32.63, 31.56;
Anal. Calcd. pro C17H1sN>O4 (314.34): C, 64.96; H, 5.77; N, 8.91. Nalezeno: C, 65.12; H, 5.98; N, 9.02.

2-Hydroxy-4-[3-(4-fenylbutyl)ureido]benzoova kyselina (104)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 171.3-172.9 °C; Vytézek: 58 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3324, 3027,
2937, 2859, 1641, 1557, 1237,1225, 780, 696; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.38 (s, 1H), 11.33
(s, 1H), 8.91 (s, 1H), 7.61 (d, J=8.7 Hz, 1H), 7.28-7.13 (m, 6H), 6.80 (dd, J=8.7, 2.1 Hz, 1H), 6.39 (s,
1H), 3.15-3.06 (m, 2H), 2.62-2.53 (m, 2H), 1.62-1.52 (m, 2H), 1.47-1.38 (m, 2H); >*C NMR (126 MHz,
DMSO-ds) & 171.95, 162.61, 154.80, 147.54, 142.30, 131.07, 128.46 (4), 125.82, 108.98, 105.45,
103.80, 38.98, 35.01, 29.47, 28.56; Anal. Calcd. pro CisH20N,O4(328.37): C, 65.84; H, 6.14; N, 8.53.
Nalezeno: C, 65.86; H, 5.98; N, 8.33.

4-(3-Cyklohexylureido)-2-hydroxybenzoova kyselina (105)

Bil4 krystalické latka; Metoda B; t. t. 205.6-207.2 °C; Vytézek: 60 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3307, 2935,
2854, 1638,1566, 1243, 779, 660; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.40 (s, 1H), 11.34 (s, 1H), 8.75
(s, 1H), 7.61 (d, J=8.7 Hz, 1H), 7.15 (d, J=2.1 Hz, 1H), 6.77 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 6.28 (d, J=7.8
Hz, 1H), 3.50-3.42 (m, 1H), 1.84-1.73 (m, 2H), 1.69-1.60 (m, 2H), 1.56-1.48 (m, 1H), 1.34-1.25 (m,
2H), 1.22-1.11 (m, 3H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 171.94, 162.62, 153.96, 147.47, 131.10,
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108.92, 105.47, 103.73, 47.81, 32.94 (2), 25.37, 24.45 (2); Anal. Calcd. pro Ci4HsN,O4 (278.31): C,
60.42; H, 6.52; N, 10.07. Nalezeno: C, 60.20; H, 6.42; N, 9.88.

4-(3-Cykloheptylureido)-2-hydroxybenzoova kyselina (106)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 191.6-193.1 °C; Vytézek: 59 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3327, 2933,
2859, 1662, 1552, 1230, 1189, 768, 655; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.33 (s, 1H), 11.33 (s, 1H),
8.89 (s, 1H), 7.59 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.15 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.77 (dd, J= 8.7, 2.1 Hz, 1H), 6.41 (s,
1H), 3.70-3.64 (m, 1H), 1.87-1.74 (m, 2H), 1.63-1.34 (m, 10H); *C NMR (126 MHz, DMSO-d) &
171.94, 162.63, 153.91, 147.55, 131.07, 108.88, 105.38, 103.65, 49.98, 34.82 (2), 27.84 (2), 23.61 (2);
Anal. Calcd. pro CisH20N>04(292.34): C, 61.63; H, 6.90; N, 9.58. Nalezeno: C, 61.49; H, 6.80; N, 9.72.

4-[3-(Cyklohexylmethyl)ureido]-2-hydroxybenzoova kyselina (107)

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 176.8-178.4 °C; Vytézek: 55 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3320, 2927,
2853, 1645, 1568, 1228, 781, 672; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.39 (s, 1H), 11.33 (s, 1H), 9.00
(s, 1H), 7.60 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 7.16 (d,J= 2.1 Hz, 1H), 6.79 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 6.46 (t,J=5.8
Hz, 1H), 2.93 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 1.75-1.56 (m, 5H), 1.40-1.32 (m, 1H), 1.24-1.10 (m, 3H), 0.94-0.83
(m, 2H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 172.56, 163.23, 155.49, 148.18, 131.67, 109.53, 106.01,
104.32, 46.00, 39.67, 31.09 (2), 26.84, 26.20 (2); Anal. Calcd. pro CisH20N204(292.34): C, 61.63; H,
6.90; N, 9.58. Nalezeno: C, 61.56; H, 6.78; N, 9.63.

4-[3-(Adamantan-1-yl)ureido]-2-hydroxybenzoova kyselina (108) '

Bila krystalicka latka; Metoda B; t. t. 183.6-185.1 °C [literatura: 205-206 °C]; Vytézek: 51 %; IR
(cm’!, ATR-Ge): 2907, 2851, 1663, 1540, 1223, 778, 668; 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 171.93,
162.62, 153.63, 147.75, 130.99, 108.79, 105.16, 103.46, 50.17, 41.69 (3), 36.20 (3), 29.05 (3); Anal.
Calcd. pro CisH2:N>04 (330.38): C, 65.44; H, 6.71; N, 8.48. Nalezeno: C, 65.53; H, 6.47; N, 8.28.
Neuvedena spektroskopicka charakterizace byla v souladu s dive publikovanymi hodnotami.

5.4.1.7.2 Derivdaty methylesteru p-aminosalicylové kyseliny (109-134)

Methyl-2-hydroxy-4-(3-methylureido)benzoat (109)

Bila krystalicka latka; Metoda A; t. t. 145.3-147 °C; Vytézek: 39 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3317, 2952,
1673, 1602, 1269, 1155, 776, 684; 'H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.82 (s, 1H), 8.55 (s, 1 H), 7.75
(d, J=8.7Hz, 1H), 7.47 (d, J= 2.0 Hz, 1H), 7.11 (dd, J= 8.7, 2.1 Hz, 1H), 5.98 (s, 1H), 3.92 (s, 3H),
2.12 (s, 3H); 3*C NMR (126 MHz, aceton-ds) & 170.16, 168.76, 162.71, 146.24, 130.59, 110.23, 106.10,
104.30, 51.73, 23.65; Anal. Calcd. pro CioHi2N204(224.22): C, 53.57; H, 5.39; N, 12.49. Nalezeno: C,
53.35; H, 5.64; N, 12.38.

Methyl-4-(3-ethylureido)-2-hydroxybenzoat (110)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 205.3-207.1 °C; Vytézek: 51 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3350, 3208,
2969, 1680, 1594, 1241, 1149, 771 674; '"H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.83 (s, 1H), 8.23 (s, 1H),
7.68 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.31 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.95 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.92 (s, 1H), 3.91 (s,
3H), 3.27-3.21 (m, 2H), 1.12 (t, J = 7.2 Hz, 3H); '*C NMR (126 MHz, aceton-ds) 6 171.13, 163.74,
155.25, 148.76, 131.30, 110.04, 106.11, 105.16, 52.34, 35.23, 15.65; Anal. Calcd. pro Ci1Hi4N2O4
(238.24): C, 55.46; H, 5.92; N, 11.76. Nalezeno: C, 55.40; H, 5.82; N, 11.64.

Methyl-2-hydroxy-4-(3-propylureido)benzoat (111)

Bil4 krystalické latka; Metoda C; t. t. 151.4-153.2 °C; Vytézek: 61 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3343, 3264,
2957, 1677, 1645, 1557, 1226, 1191, 773, 698; 'H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.83 (s, 1H), 8.24 (s,
1H), 7.68 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.30 (d, J=2.1 Hz, 1H), 6.95 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.97 (s, 1H), 3.91
(s, 3H), 3.18 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 1.59-1.47 (m, 2H), 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz,
aceton-ds) 6 171.11, 163.73, 155.39, 148.70, 131.30, 110.05, 106.14, 105.18, 52.33,42.17,23.96, 11.54;
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Anal. Calced. pro Ci2HisN2O4 (252.27): C, 57.13; H, 6.39; N, 11.10. Nalezeno: C, 57.35; H, 6.04; N,
11.27.

Methyl-4-(3-butylureido)-2-hydroxybenzoat (112)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 159.8-161.5 °C; Vytézek: 54 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3343, 3107,
2933, 1645, 1593, 1277, 1195, 783, 666; 'H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.83 (s, 1H), 8.23 (s, 1H),
7.68 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.30 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.95 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.94 (s, 1H), 3.91 (s,
3H), 3.22 (q, J= 7.0 Hz, 2H), 1.55-1.44 (m, 2H), 1.43-1.31 (m, 2H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H); *C NMR
(126 MHz, aceton-ds) 6 181.12, 173.74, 165.35, 158.73, 141.30, 120.04, 116.11, 115.16, 62.34, 50.07,
42.96, 30.59, 24.01; Anal. Calcd. pro Ci3HisN204 (266.30): C, 58.63; H, 6.81; N, 10.52. Nalezeno: C,
58.47; H, 6.95; N, 10.36.

Methyl-2-hydroxy-4-(3-pentylureido)benzoat (113)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 139.7-141.2 °C; Vytézek: 63 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3319, 2964,
2935, 1645, 1573, 1245, 1192, 882, 700; '"H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.83 (s, 1H), 8.23 (s, 1H),
7.68 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 7.30 (d, /= 2.2 Hz, 1H), 6.95 (dd, J= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.95 (s, 1H), 3.91 (s,
3H), 3.21 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 1.55-1.50 (m, 2H), 1.41-1.28 (m, 4H), 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3H); °C NMR
(126 MHz, aceton-ds) 6 171.12, 163.74, 155.36, 148.72, 131.31, 110.04, 106.12, 105.17, 52.34, 40.38,
30.54,29.74, 23.03, 14.26; Anal. Calcd. pro Ci4H20N204(280.32): C, 59.99; H, 7.19; N, 9.99. Nalezeno:
C, 59.68; H, 7.23; N, 10.06.

Methyl-4-(3-hexylureido)-2-hydroxybenzoat (114)

Bila krystalické latka; Metoda C; t. t. 111.8-113.3 °C; Vytézek: 58 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3325, 2957,
2932, 1666, 1566, 1262, 1150, 774, 701; '"H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.83 (s, 1H), 8.25 (s, 1H),
7.68 (d,J=8.8 Hz, 1H), 7.31 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.95 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.97 (s, 1H), 3.91 (s,
3H), 3.21 (q, J= 7.1 Hz, 2H), 1.56-1.47 (m, 2H), 1.45-1.25 (m, 6H), 0.89 (t, J = 7.1 Hz, 3H); *C NMR
(126 MHz, aceton-ds) 6 171.11, 163.73, 155.38, 148.71, 131.30, 110.05, 106.11, 105.17, 52.33, 40.41,
32.27, 30.82, 27.24, 23.24, 14.26; Anal. Calcd. pro CisH22N204(294.35): C, 61.21; H, 7.53; N, 9.52.
Nalezeno: C, 61.38; H, 7.42; N, 9.78.

Methyl-4-(3-heptylureido)-2-hydroxybenzoat (115)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 100.1-101.8 °C; VytéZzek: 59 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3267, 2946,
2931, 1673, 1646, 1281, 1192, 1149, 782, 726; 'H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.83 (s, 1H), 8.23 (s,
1H), 7.79 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.52 (d, J= 2.2 Hz, 1H), 7.24 (dd, J= 8.7, 2.2 Hz, 1H), 5.90 (t, J= 5.8
Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.24-3.18 (m, 2H), 1.55-1.23 (m, 10H), 0.96-0.86 (m, 3H); 3*C NMR (126 MHz,
aceton-ds) 6 165.64, 155.34, 153.05, 146.72, 132.65, 117.43, 114.55, 113.33, 51.77, 40.40, 32.55, 30.87,
30.20,27.42,23.23, 14.29; Anal. Calcd. pro CisH24N>04 (308.38): C, 62.32; H, 7.84; N, 9.08. Nalezeno:
C,62.16; H, 7.71; N, 9.22.

Methyl-2-hydroxy-4-(3-oktylureido)benzoat (116)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 119-120.6 °C; Vytézek: 58 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3380, 2952,
2929, 1672, 1555, 1439, 1348, 1228, 780, 724; "H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.83 (s, 1H), 8.25 (s,
1H), 7.68 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.30 (d, J= 2.1 Hz, 1H), 6.95 (dd, /= 8.6, 2.2 Hz, 1H), 5.95 (s, 1H), 3.91
(s, 3H), 3.24-3.19 (m, 2H), 1.55-1.49 (m, 2H), 1.38-1.26 (m, 10H), 0.91-0.86 (m, 3H); '*C NMR (126
MHz, aceton-ds) 8 171.12, 163.74, 155.36, 148.73, 131.30, 110.04, 106.11, 105.17, 52.33, 40.41, 32.53,
30.87, 30.03, 29.99, 27.58, 23.27, 14.30; Anal. Calcd. pro Ci7H26N204 (322.41): C, 63.33; H, 8.13; N,
8.69. Nalezeno: C, 63.15; H, 8.37; N, 8.44.

Methyl-2-hydroxy-4-(3-nonylureido)benzoat (117)

Bil4 krystalicka latka; Metoda C; t. t. 108.2-110 °C; Vytézek: 60 %; IR (cm™, ATR-Ge): 3384, 2925,
2852, 1673, 1553, 1256, 1227, 819, 726; '"H NMR (500 MHz, aceton-ds) 8 10.83 (s, 1H), 8.24 (s, 1H),
7.68 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.30 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.95 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.96 (s, 1H), 3.91 (s,
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3H), 3.22 (q, J=7.1 Hz, 2H), 1.56-1.49 (m, 2H), 1.36-1.23 (m, 12H), 0.89 (t,J= 7.0 Hz, 3H); 3*C NMR
(126 MHz, aceton-ds) 6 171.12, 163.74, 155.37, 148.71, 131.30, 110.05, 106.12, 105.18, 52.34, 40.42,
32.57,30.87, 30.28, 30.08, 29.98, 27.57, 23.28, 14.31; Anal. Calcd. pro CisH23N>04(336.43): C, 64.26;
H, 8.39; N, 8.33. Nalezeno: C, 64.19; H, 8.30; N, 8.43.

Methyl-4-(3-decylureido)-2-hydroxybenzoat (118)

Bila krystalicka latka; Metoda D; t. t. 126.5-128 °C; Vytézek: 48 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3261, 2923,
1676, 1541, 1287, 638; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.66 (s, 1H), 8.88 (s, 1H), 7.72 (d, /= 8.6
Hz, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.15 (d, /= 8.3 Hz, 1H), 6.30 (t, /= 5.7 Hz, 1H), 3.70 (s, 3H), 3.09-2.98 (m, 2H),
1.48-1.38 (m, 2H), 1.32-1.19 (m, 14H), 0.88-0.82 (m, 3H). *C NMR (126 MHz, THF-ds) & 165.43,
155.58,153.26, 146.88,132.57,117.03, 114.37, 113.30, 51.46,40.87, 32.86,31.59, 31.18, 30.89, 30.62,
27.87,25.14, 23.54, 14.42; Anal. Calcd. pro Ci9H30N204(350.46): C, 65.12; H, 8.63; N, 7.99. Nalezeno:
C, 64.98; H, 8.46; N, 8.15.

Methyl-2-hydroxy-4-(3-undecylureido)benzoat (119)

Bil4 krystalicka latka; Metoda C; t. t. 99.7-101.5 °C; Vytézek: 55 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3334, 2922,
2848, 1636, 1556, 1437, 1267, 1178, 673; 'H NMR (500 MHz, aceton-ds) & 10.82 (s, 1H), 8.24 (s, 1H),
7.66 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.30 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.94 (dd, /= 8.7, 2.2 Hz, 1H), 5.95 (s, 1H), 3.91 (s,
3H), 3.22 (q,J= 6.7 Hz, 2H), 1.57-1.49 (m, 2H), 1.40-1.16 (m, 16H), 0.88 (t,J= 6.7 Hz, 3H); *C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) 6 169.57, 161.88, 154.70, 147.68, 130.76, 109.29, 105.10, 103.97, 52.20, 40.20,
31.49, 29.73, 29.22, 29.20, 29.18, 28.94, 28.91, 26.52, 22.28, 14.11; Anal. Calcd. pro CyH3:N,O4
(364.49): C, 65.91; H, 8.85; N, 7.69. Nalezeno: C, 65.86; H, 8.71; N, 7.88.

Methyl-4-(3-dodecylureido)-2-hydroxybenzoat (120)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 114.2-116 °C; Vytézek: 63 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3334, 2921,
2848, 1669, 1556, 1777, 810; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 10.63 (s, 1H), 8.81 (s, 1H), 7.62 (d, J =
8.6 Hz, 1H), 7.18 (s, 1H), 6.83 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.28 (s, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.08-3.03 (m, 2H), 1.47-
1.10 (s, 20H), 0.84 (s, 3H); '3*C NMR (126 MHz, THF-ds) & 171.14, 164.04, 155.19, 148.83, 131.23,
109.75, 106.13, 105.23, 52.04, 40.52, 32.86, 31.23, 30.66, 30.64, 30.63, 30.49, 30.32, 27.86, 25.15,
23.55, 14.42; Anal. Calcd. pro C,1H34N204 (378.51): C, 66.64; H, 9.05; N, 7.40. Nalezeno: C, 66.74; H,
9.08; N, 7.52.

Methyl-2-hydroxy-4-(3-tridecylureido)benzoat (121)

Bila krystalicka latka; Metoda D; t. t. 94.1-95.7 °C; Vyt&zek: 45 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3334, 2920,
2848, 1637, 1556, 1268, 1178, 753, 651; '"H NMR (500 MHz, THF-ds) § 10.77 (s, 1H), 8.24 (s, 1H),
7.63 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.00 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.87 (t, J = 5.7 Hz,
1H), 3.87 (s, 3H), 3.18 (q, /= 6.6 Hz, 2H), 1.55-1.45 (m, 2H), 1.40-1.24 (m, 20 H), 0.90 (t, /= 6.6 Hz,
3H); *C NMR (126 MHz, THF-ds) 8 171.18, 164.04, 155.32, 149.00, 131.09, 109.77, 106.00, 105.04,
52.02, 40.48, 32.87, 31.23, 30.66, 30.64, 30.63, 30.49, 30.40, 30.32, 27.90, 25.81, 23.56, 14.43; Anal.
Calcd. pro C22H36N204(392.54): C, 67.32; H, 9.24; N, 7.14. Nalezeno: C, 67.50; H, 9.17; N, 7.06.

Methyl-2-hydroxy-4-(3-tetradecylureido)benzoat (122)

Bil4 krystalické latka; Metoda C; t. t. 112.5-114.2 °C; Vytézek: 64 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3321, 2921,
2849, 1678, 1638, 1556, 1177, 641; 'H NMR (500 MHz, THF-ds) § 10.77 (s, 1H), 7.93 (s, 1H), 7.63 (d,
J=28.8 Hz, 1H), 7.08 (d, J= 2.1 Hz, 1H), 6.98 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.65 (t, /= 5.7 Hz, 1H), 3.87
(s, 3H), 3.18 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 1.54-1.47 (m, 2H), 1.38-1.25 (m, 22H), 0.90 (t, J = 6.7 Hz, 3H); *C
NMR (126 MHz, THF-ds) & 171.15, 164.05, 155.16, 148.86, 131.12, 109.74, 106.12, 105.10, 52.04,
40.51, 32.87, 31.22, 30.74, 30.64, 30.61, 30.56, 30.42, 30.38, 30.31, 30.20, 27.87, 23.55, 14.43; Anal.
Calcd. pro C23H3sN2O4 (406.57): C, 67.95; H, 9.42; N, 6.89. Nalezeno: C, 67.78; H, 9.20; N, 7.02.
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Methyl-2-hydroxy-4-(3-pentadecylureido)benzoat (123)

Bila krystalick4 latka; Metoda D; t. t. 102.6-104.4 °C; Vytézek: 44 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3333, 2920,
2849, 1637, 1557, 1468, 1178, 721; 'H NMR (500 MHz, THF-ds) § 10.77 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.63 (d,
J = 8.8 Hz, 1H), 7.09 (s, 1H), 7.00 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 5.77 (s, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.20-3.16 (m, 2H),
1.54-1.46 (m, 2H), 1.42-1.24 (m, 24H), 0.90 (t, J = 6.6 Hz, 3H); '*C NMR (126 MHz, THF-ds) 5 171.17,
164.05, 155.22, 148.97, 131.09, 109.75, 106.03, 105.05, 52.02, 40.48, 32.87,31.23, 30.72, 30.65, 30.62,
30.58,30.52, 30.48, 30.41, 30.39, 30.31, 27.89, 23.56, 14.43; Anal. Calcd. pro C24H40N>04(420.59): C,
68.54; H, 9.59; N, 6.66. Nalezeno: C, 68.40; H, 9.37; N, 6.84.

Methyl-4-(3-hexadecylureido)-2-hydroxybenzoat (124)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 113.3-114.9 °C; Vytézek: 57 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3317, 1638,
1557, 1441, 1178, 641; "H NMR (500 MHz, THF-ds) 6 10.77 (s, 1H), 7.91 (s, 1H), 7.63 (d, J = 8.8 Hz,
1H), 7.08 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.98 (dd, J= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.64 (t,J= 5.7 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.18
(g, J = 6.6 Hz, 2H), 1.54-1.46 (m, 2H), 1.38-1.27 (m, 26H), 0.90 (t, J = 6.7 Hz, 3H); *C NMR (126
MHz, THF-ds) 6 171.15, 164.05, 155.15, 148.85, 131.12, 109.74, 106.13, 105.11, 52.04, 40.51, 32.87,
31.22, 30.67, 30.66, 30.65, 30.64, 30.62, 30.61, 30.60, 30.59, 30.38, 30.30, 27.87, 23.56, 14.43; Anal.
Calcd. pro C2sH42N204(434.62): C, 69.09; H, 9.74; N, 6.45. Nalezeno: C, 68.95; H, 9.54; N, 6.22.

Methyl-2-hydroxy-4-(3-oktadecylureido)benzoat (125)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 114.7-116.5 °C; Vytézek: 62 %; IR (em™!, ATR-Ge):3317, 2920,
2848, 1637, 1557, 1468, 1268 1226, 753, 648; '"H NMR (500 MHz, THF-ds) & 10.77 (s, 1H), 7.91 (s,
1H), 7.63 (d, /= 8.8 Hz, 1H), 7.08 (d, /= 2.1 Hz, 1H), 6.98 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.64 (t,J=5.7
Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.18 (q, /= 7.1 Hz, 2H), 1.53-1.47 (m, 2H), 1.38-1.26 (m, 30H), 0.90 (t, J= 6.7
Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, THF-ds) & 171.15, 164.05, 155.15, 148.85, 131.13, 109.74, 106.13,
105.11, 52.04, 40.51, 32.87, 31.22, 30.68, 30.67, 30.66, 30.65, 30.64, 30.63, 30.62, 30.60, 30.58, 30.38,
30.30, 27.87, 25.64, 23.56, 14.43; Anal. Calcd. pro C,7HasN204 (462.68): C, 70.09; H, 10.02; N, 6.05.
Nalezeno: C, 69.88; H, 10.31; N, 6.23.

Methyl-2-hydroxy-4-(3-fenylureido)benzoat (126) '¢!

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 210.1-211.8 °C [literatura: 220-221 °C]; Vytézek: 57 %; IR (cm
!, ATR-Ge): 3294, 2955, 1683, 1647, 1555, 1226, 744, 648; 'H NMR (500 MHz, THF-ds) § 10.83 (s,
1H), 8.14 (s, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.69 (d, J= 8.7 Hz, 1H), 7.50-7.45 (m, 2H), 7.27-7.20 (m, 2H), 7.16 (d,
J=2.1Hz, 1H), 7.02 (dd, J = 8.8, 2.2 Hz, 1H), 6.95 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H); '3C NMR (126
MHz, THF-ds) 6 171.08, 163.98, 152.51, 147.96, 140.59, 131.30, 129.46 (2), 123.08, 119.28 (2), 110.05,
106.90, 105.72, 52.16; Anal. Calcd. pro CisH14N204(286.29): C, 62.93; H, 4.93; N, 9.79. Nalezeno: C,
62.84; H, 4.76; N, 10.00.

Methyl-4-(3-benzylureido)-2-hydroxybenzoat (127)

Bil4 krystalické latka; Metoda C; t. t. 190.4-192.1 °C; Vytézek: 60 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3335, 3692,
1642, 1439, 1277, 783, 694; 'H NMR (500 MHz, THF-ds) 6 10.79 (s, 1H), 8.03 (s, 1H), 7.65 (d, J= 8.8
Hz, 1H), 7.36-7.23 (m, 4H), 7.25-7.16 (m, 1H), 7.12 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.00 (dd, J= 8.8, 2.1 Hz, 1H),
6.07 (t,J= 5.4 Hz, 1H), 4.38 (d, J= 5.8 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H); *C NMR (126 MHz, THF-ds) 5 171.14,
164.03, 155.23, 148.67, 141.13, 131.15, 129.13 (2), 128.31 (2), 127.70, 109.84, 106.32, 105.30, 52.07,
44.40; Anal. Calcd. pro Ci¢Hi16N204(300.31): C, 63.99; H, 5.37; N, 9.33. Nalezeno: C, 63.89; H, 5.24;
N, 9.06.

Methyl-2-hydroxy-4-(3-fenylethylureido)benzoat (128)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 151.6-153.2 °C; Vytézek: 63 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3382, 1698,
1556, 1242, 785, 700; 'H NMR (500 MHz, THF-ds) § 10.78 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 7.63 (d, J = 8.8 Hz,
1H), 7.30-7.18 (m, 4H), 7.21-7.12 (m, 1H), 7.10 (d, /= 2.2 Hz, 1H), 6.98 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.70
(t,J=5.7Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.46 (q, J = 6.5 Hz, 2H), 2.84-2.80 (m, 2H); *C NMR (126 MHz, THF-
dg) 6 171.15, 164.02, 155.21, 148.75, 140.67, 131.13, 129.61 (2), 129.16 (2), 126.88, 109.81, 106.20,

105



105.19, 52.05, 41.93, 37.10; Anal. Calcd. pro C,7HisN.O4 (314.34): C, 64.96; H, 5.77; N, 8091.
Nalezeno: C, 64.97; H, 5.58; N, 8.60.

Methyl-2-hydroxy-4-[3-(3-fenylpropyl)ureido]benzoat (129)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 138.1-140 °C; Vytézek: 58 %; IR (cm™', ATR-Ge): 3329 3108,
1641, 1557, 1276, 1192, 780, 699; 'H NMR (500 MHz, THF-ds) 8 10.79 (s, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.64 (d,
J=8.8 Hz, 1H), 7.27-7.10 (m, 6H), 6.99 (dd, /= 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.74 (t, /= 5.5 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H),
3.23 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 2.65 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 1.85-1.78 (m, 2H); *C NMR (126 MHz, THF-ds) &
171.13, 164.03, 155.26, 148.78, 142.84, 131.13, 129.10 (2), 129.02 (2), 126.48, 109.78, 106.18, 105.16,
52.04,40.14, 33.96, 33.01; Anal. Calcd. pro CisH20N204(328.37): C, 65.84; H, 6.14; N, 8.53. Nalezeno:
C, 65.57; H, 6.29; N, 8.58.

Methyl-2-hydroxy-4-[3-(4-fenylbutyl)ureido]benzoat (130)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 131.7-133.2 °C; VytéZzek: 63 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3358, 3243,
1655, 1558, 1275, 1192, 695; 'H NMR (500 MHz, THF-ds) & 10.78 (s, 1H), 7.93 (s, 1H), 7.64 (d, J =
8.8 Hz, 1H), 7.26-7.07 (m, 6H), 6.97 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.67 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H),
3.22 (q,J= 6.6 Hz, 2H), 2.64 (t,J = 7.7 Hz, 2H), 1.71-1.61 (m, 2H), 1.58-1.48 (m, 2H); 1*C NMR (126
MHz, THF-ds) 6 170.16, 163.05, 154.23, 147.81, 142.28, 130.15, 128.14 (2), 127.97 (2), 125.41, 108.78,
105.18, 104.16, 51.06, 39.28, 35.38, 29.81, 28.75; Anal. Calcd. pro Ci9H2:N>O4 (342.40): C, 66.65; H,
6.48; N, 8.18. Nalezeno: C, 66.74; H, 6.69; N, 8.33.

Methyl-4-(3-cyklohexylureido)-2-hydroxybenzoat (131)

Bila krystalick4 latka; Metoda C; t. t. 171.4-172.2 °C; Vytézek: 50 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3301, 2933,
1637, 1566, 1261, 1180, 773, 671; '"H NMR (500 MHz, THF-ds) § 10.78 (s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.63 (d,
J=28.8 Hz, 1H), 7.07 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 6.96 (dd, J=8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.53 (d, /= 7.8 Hz, 1H), 3.87
(s, 3H), 3.64-3.57 (m, 1H), 1.97-1.91 (m, 2H), 1.76-1.67 (m, 2H), 1.64-1.58 (m, 1H), 1.45-1.33 (m, 2H),
1.26-1.11 (m, 3H); *C NMR (126 MHz, THF-ds)  171.16, 164.05, 154.36, 148.84, 131.14, 109.69,
106.10, 105.03, 52.04, 49.17, 34.35 (2), 26.65, 25.80 (2); Anal. Calcd. pro CisH20N204 (292.34): C,
61.63; H, 6.90; N, 9.58. Nalezeno: C, 61.58; H, 6.72; N, 9.56.

Methyl-4-(3-cykloheptylureido)-2-hydroxybenzoat (132)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 155.1-156.8 °C; Vytézek: 53 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3378, 2927,
2858, 1672, 1536, 1228, 1552, 779 694; 'H NMR (500 MHz, THF-ds) § 10.77 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.63
(d, J=8.8 Hz, 1H), 7.07 (d, J= 2.1 Hz, 1H), 6.96 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.59 (d, J= 7.5 Hz, 1H),
3.87 (s, 3H), 3.61-3.58 (m, 1H), 1.98-1.91 (m, 2H), 1.66-1.41 (m, 10H); '*C NMR (126 MHz, THF-ds)
6 171.15, 164.05, 154.29, 148.84, 131.14, 109.68, 106.10, 105.02, 52.03, 51.42, 36.19 (2), 29.10 (2),
2491 (2); Anal. Calcd. pro CisH2N>04(306.36): C, 62.73; H, 7.24; N, 9.14. Nalezeno: C, 62.92; H,
7.40; N, 9.09.

Methyl-4-[3-(cyklohexylmethyl)ureido]-2-hydroxybenzoat (133)

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 158.4-160.1 °C; Vytézek: 56 %; IR (cm™!, ATR-Ge): 3325, 2921,
1673, 1594, 1575, 1273, 1232, 804, 646; 'H NMR (500 MHz, THF-ds) § 10.78 (s, 1H), 7.95 (s, 1H),
7.63 (d, J=8.8 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.97 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 5.73 (t, J = 6.0 Hz,
1H), 3.87 (s, 3H), 3.05 (t, J/ = 6.3 Hz, 2H), 1.73-1.63 (m, 5H), 1.50-1.41 (m, 1H), 1.30-1.15 (m, 3H),
1.00-0.91 (m, 2H); *C NMR (126 MHz, THF-ds) 6 171.15, 164.04, 155.28, 148.81, 131.13, 109.75,
106.14, 105.13, 52.05, 46.76, 39.60, 31.70 (2), 27.45, 26.86 (2); Anal. Calcd. pro Ci¢H22N>04(306.36):
C, 62.73; H, 7.24; N, 9.14. Nalezeno: C, 62.50; H, 7.41; N, 9.29.

Methyl-4-[3-(adamantan-1-yl)ureido]-2-hydroxybenzoat (134) 16

Bila krystalicka latka; Metoda C; t. t. 221.5-223.3 °C [literatura: 212-213 °C];Vytézek: 60 %; IR (cm™,
ATR-Ge): 3350, 2906, 2851, 1668, 1538, 1274, 1194, 779; 3C NMR (126 MHz, THF-ds) § 171.15,
164.04, 153.84, 148.92, 131.08, 109.61, 105.96, 104.92, 52.02, 51.25, 42.87 (3), 37.41 (3), 30.74 (3);
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Anal. Calcd. pro C19H24N204(344.41): C, 66.26; H, 7.02; N, 8.13. Nalezeno: C, 66.41; H, 7.19; N, 8.28.
Neuvedena spektroskopicka charakterizace byla v souladu s diive publikovanymi hodnotami.
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6 Zavér

Predlozend prace vznikla na Katedife organické a bioorganické chemie Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy pod vedenim profesorky RNDr. Jarmily VinSové,
CSc., a PharmDr. Mgr. Martina Kratkého, Ph.D. Zabyva se tématikou tuberkulozy, jeji
soucasnou lécbou, problémy s rezistenci a designem novych aktivnich molekul. V uvodu jsou
po vymezeni pojmu, epidemiologickém rozboru a charakterizaci TB s jejim piivodcem uvedena
a popséna soucasné uzivana léciva, kdy je kladen duraz piedevSim na jejich mechanismus
pusobeni a Casté rezistence. Nasledujici ¢ast nazvana Komentéie k publikacim a nepublikované
vysledky shrnuje dosazené vysledky autora a jeho pracovni skupiny.

Hlavni tématické celky jsou rozd€leny podle vychozi struktury: (I) pfimy inhibitor
mykobakteridlni enoyl-ACP reduktdzy triklosan, (II) antimikrobidlné¢ vysoce ucinné
salicylanilidy, (IIl) isoniazid jako jedno z nejvyznamnéjSich antituberkulotik a (IV) 1é¢ivo
druh¢ linie antituberkulotik p-aminosalicylova kyselina. Uvedené slouceniny byly za pomoci
syntetickych postupli strukturné modifikovany, nejcastéji formou kondenzace. Timto
zpisobem vznikla knihovna derivatl, které byly testovany pro antimykobakteridlni,
antibakterialni, antifungdlni aktivitu a cytotoxicitu. Ziskané vysledky jsou komentovany
ve vztahu mezi strukturou a biologickym ucinkem. Celkové bylo pfipraveno 98 ndmi zatim
nepublikovanych derivati (triklosan: 34, salicylanilid: 12 a p-aminosalicylova kyselina: 52) a
93 nami publikovanych derivath ve Ctyfech pfiloZzenych publikacich. Autor disertacni prace
nepiipravoval vSechny publikované slouceniny sam, ale v rizné mife se na jejich syntéze
podilel, viz Publikace v impaktovanych ¢asopisech.

Vyvoj antimykobakteridlniho poznani o triklosanu (I) a jeho derivatech byl shrnut
v Clanku 1. Tato publikace fe§i SAR ve vztahu k mykobakterialni a enzymové inhibici ¢
in vivo aktivité. Je rozdé€lena na dvé €asti, na derivaty s fenolickou skupinou a bez fenolické
hydroxyskupiny. Analoga s fenolickou skupinou ¢asto dosahuji vybornych in vitro vysledka,
které se ztraceji pii in vivo testovani. Dosavadni poznatky SAR popisuji pfiznivy vliv
hydrofobniho substituentu v poloze 5 na fenolickém A-kruhu a malého substituentu (napt. CI,
CHj3 v ortho poloze) umisténého na fenoxy B-kruhu. Tyto substituenty pozitivné ovliviiuji
afinitu k enzymu a zpisob inhibice, konkrétné tu s pomalu se véazajicim inhibitorem, coZ

zaroven piedstavuje 1 posledni vyvojovy smér triklosanovych analog. Druhd cast derivath
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bez fenolické skupiny dosahuje vybornych in vitro 1 in vivo vysledkd, ale nema zcela
sjednocené SAR a je méné obsahla.

Navazujici nepublikovana ¢ast pojednava o esterovych a (thio)karbamatovych derivatech
triklosanu pfipravenych za ucelem vzniku potencidlniho proléciva s vyssi aktivitou, nizsi
toxicitou a lepsi biologickou dostupnosti. Pfipravené slouceniny myslenku proléciv zatim zcela
nepotvrdily. Zadny derivat v ramci antimykobakteridlniho hodnoceni nepiekonal vychozi
standard TRC, viuc¢i kmeni H37Rv se vyrazn€ se nepfiblizil INH ¢i EMB a zdroveil vSechny
spojovala nezanedbatelna toxicita. Naopak standardy bacitracin a flukonazol byly v nékterych
ptipadech pfi antibakteridlnim a antifungalnim hodnoceni pfekonany. Jednalo se zejména o 5-
pusobnosti a zarovenn s MIC = 0,49 uM vici G+ stafylokokovym kment piekonal i vychozi
TRC.

V Clanku 2 je feSen vliv druhého halogenu (Cl nebo Br) na salicylovém kruhu
v souvislosti s antimykobakteridlni aktivitou série salicylanilidii (II). Vysledné srovnani
inhibic¢nich aktivit nepfineslo vyrazny rozdil, a to ani po strance hodnoceni cytotoxicity. Bylo
pozorovano uzsi rozpéti MIC ve prospéch dihalogenovanové série (,,mono-série”: H37Rv MIC
= 1-16 uM, ,,di-série*: H37Rv MIC = 1-4 uM). Proti v§em sledovanym rezistentnim kmentim
vykézal jednotnou nejvyS$i  antimykobakteridlni  aktivitu  5-chlor-2-hydroxy-N-[4-
(trifluormethyl)fenyl]benzamid (56) s MIC = 0,5 uM, zatimco u dal$ich sledovanych latek bylo
MIC od 1 do 4 uM.

Vliv esterifikace salicylanilidi pyrazinkarboxylovou ¢i isonikotinovou kyselinou
s moznosti vzniku tzv. zdvojenych 1é¢iv byl popséan v salicylanilidové nepublikované ¢asti.
Ptipravené derivaty byly déale hodnoceny 1 vii¢i rezistentnim kmeniim. U mykobakteridlniho
kmene H37Rv byl po esterifikaci pozorovan vyssi inhibi¢ni Gcinek, zejména v ptipadé 2-{[4-
brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorfenyl-isonikotindtu (65) a 4-brom-2-{[4-
brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl} fenyl-isonikotinatu (67), oba s MIC <1 uM. U lékovée
rezistentnich kmenl vliv esterifikace vymizel a pfinesl 1 mirné zhorSeni inhibi¢nich aktivit
oproti citlivému H37Rv, konkrétné klesly inhibi¢ni aktivity na 4-32 uM. Analog 65 zde dosahl
MIC = 4-8 uM. Ziskané vysledky nepotvrdily pln€ vyhodu spojeni dvou ucinnych latek
za vzniku mutual prodrugs a téz neptinesly zlepSeni v podobé cytotoxicit.

O salicylanilidové konjugaci s peptidovymi nosi¢i za Ucelem vysS$i intracelularni

dostupnosti a selektivity vaci Mycobacterium tuberculosis pojednava Clanek 3. U vsech
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hodnocenych konjugati oproti volnym salicylanilidim bylo dosazeno zvySeni intracelularni
aktivity. BohuZzel konjugaty snejvyssi mirou bunééného vychytdvani a intracelularnich
inhibic¢nich aktivit vykazovaly zaroven i nezanedbatelny stupeil toxicity. Jednalo se zejména
o konjugaty s mastnou kyselinou (dekanova a palmitovd) v postrannim fetézci. Nejslibnéjsi
konjugaty bez toxicit byly hlavné monomerni SAL2-Aoa-T5, SAL2-Aoa-GFLG-T5 a SAL2-
Aoa-TKPR-OH, které taktéz vyrazné prevySovaly volné salicylanilidové vychozi molekuly,
mély vysoky stupen intracelularni aktivity a potvrdily slibnost rozvoje tuftsinové tématiky.

Obmeény isoniazidu (III) zahrnujici N-alkyl-2-isonikotinoylhydrazin-1-karboxamidy (72-
79) a znich vychazejici cyklické N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy (80-82),
popisuje Clianek 4. Nejicinngjsi karboxamidové slougeniny s methylem (72), ethylem (73) a
propylem (74) vic¢i kmeni H37Rv se podobaly aktivitami vychozimu INH. Z oxadiazolové fady
vy¢nival dodecylovy 82 analog s hodnotami MIC 4-8 uM. Testy vi¢i rezistentnim
mykobakteridlnim kmentim odhalily zkiiZenou rezistenci karboxamidovych derivati 72-79
s INH, coz u oxadiazolového analoga 82 pozorovano nebylo (MIC = 4-8 uM). Slouceniny
vykazovaly celkové pfijatelny cytotoxicky profil. Nejucinngjsi inhibitory M. tuberculosis
H37Rv, 2-isonikotinoyl-N-methylhydrazin-1-karboxamid (72) a N-dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-
1,3,4-oxadiazol-2-amin (82), byly podrobeny testim zabyvajicich se jejich mechanismem
ucinku. Tato zkoumani pfinesla zavér, Ze mechanismus Uc¢inku derivatu 72 se shoduje s INH.
Naopak analog 82 pilisobi jinym zpiisobem, ktery zatim zlstava neobjasnén, ¢imzZ v sob& nese
piislib do budouciho vyvoje.

Posledni nepublikovana ¢ast (IV) pfinasi srovnani aktivit methylesterové fady derivati
mocovin kyseliny p-aminosalicylové (109-134) oproti analogim s volnou karboxylovou
skupinou (83-108). Derivaty ptisobi zejména vici mykobakterialnim kmentim. Pro fadu 83-108
se zda vyhodnéjsi kratky ftetézec jako methyl (83) nebo alicyklicky adamantyl (108).
Pro methylesterovou sérii 109-134 je naopak preferovan stfedné dlouhy fetézec od hexylu
po tridecyl (114-121) a rovnéz adamantyl (134). Ve vzijemném srovnani obou sérii jsou
methylestery vyhodnégj$i. Methyl-2-hydroxy-4-(3-undecylureido)benzoat (119), methyl-4-(3-
dodecylureido)-2-hydroxybenzoat (120) a methyl-4-[3-(adamantan-1-yl)ureido]-2-
hydroxybenzoat (134) inhibovaly kmen H37Rv s MIC = 1-2 pM. Svymi hodnotami minimalni
inhibi¢ni koncentrace se vyrovnaly INH s EMB a vyrazné¢ piekonaly analoga s volnou
karboxylovou skupinou série 83-108 (MIC >8 uM). Aktivity proti rezistentnim formam M.

tuberculosis zustaly u testovanych derivati zachovany s MIC = 2-62 uM. NejnizSich
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koncentraci dosahovaly 2-hydroxy-4-(3-methylureido)benzoova kyselina (83) a methyl-4-[3-
(adamantan-1-yl)ureido]-2-hydroxybenzoat (134), oba s MIC = 2-4 uM.

V celkovém souhrnu se ndm podafilo ziskat mnoho vysoce t¢innych analog. Ptipravené
derivaty totiz Casto piekonaly nejen své vychozi molekuly, ale i se vyrovnaly 1é¢iviim jako tfeba
INH a EMB, bran¢ téz jako obecné standardy pro hodnoceni antimykobakteriadlnich aktivit.
Vysledky jsou dokladem perspektivy struktur s potfebou dalSiho rozvoje, ktery mize nastinit

jejich pozici v poli potencidlnich antituberkulotik ¢i antimikrobnich latek celkové.
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7 Seznam publikovanych praci, plakatovych

sdéleni a prezentaci

7.1 Publikace v impaktovanvych casopisech

VOSATKA, R., M. KRATKY and J. VINSOVA. Triclosan and its derivatives as
antimycobacterial active agents. Eur. J. Pharm. Sci. 2018, 114, 318-331. IF2017= 3,466.

Ptinos doktoranda: literarni reSerse a podil na sepisovani publikace.

PARASKEVOPOULOS, G., S. MONTEIRO, R. VOSATKA, M. KRATKY, L.
NAVRATILOVA, F. TREJITNAR, J. STOLARIKOVA and J. VINSOVA. Novel
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Chem. 2017, 133, 152-173. 1F2017 = 4,816.

Ptinos doktoranda: piiprava, izolace a charakterizace vychoziho salicylanilidu (1) a
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VOSATKA, R., M. KRATKY, M. SVARCOVA, J. JANOUSEK, J. STOLARIKOVA,
J. MADACKI, S. HUSZAR, K. MIKUSOVA, J. KORDULAKOVA, F. TREJTNAR
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Ptinos doktoranda: ptiprava, izolace a charakterizace publikovanych derivatl (cca %2),

pfiprava dat a podil na sepisovani publikace.
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