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ABSTRAKT

Syntéza hydroxyderivati 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu

Jitka Musilova

Tato diplomova prace se zabyva piipravou 16 cyklickych analogii hydroxy-
salicylanilida, t.j. 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diontt monosubstituovanych na
heterocyklickém jadie hydroxylovou skupinou.

Ctyfi série vychozich hydroxysalicylanilidi byly syntetizovany reakci
odpovidajicich hydroxysalicylovych kyselin s anilinem (nesubstituovanym nebo
substituovanym v poloze 4 chlorem, methylovou nebo methoxylovou skupinou) za
pfitomnosti chloridu fosforit¢ého v mikrovinném reaktoru. Zadané 1,3-benzoxazinové
derivaty z nich byly pfipraveny pasobenim ethyl-chlorformiatu ve vytézku 77 - 94 %.
Vsechny pfipravené latky byly charakterizovany infracervenymi a NMR spektry a
elementarni analyzou.

Pii hodnoceni antifungalni aktivity in vitro vici Candida albicans, C. tropicalis,
C. krusei, C. glabrata, Trichosporon asahii, Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus
fumigates a Absidia corymbifera nebyla zadna z latek u¢innéjsi nez ketokonazol. Vychozi

hydroxysalicylanilidy byly vesmeés aktivnéjsi nez jejich cyklické analogy.



ABSTRACT

Synthesis of hydroxy derivatives of 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazine-
2,4(3H)-dione

Jitka Musilova

The thesis is concerned with the preparation of 16 cyclic analogues of hydroxy-
salicylanilides, i.e. 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazine-2,4(3H)-diones monosubstituted with a
hydroxyl group on the heterocyclic ring.

The starting hydroxysalicylanilides belonging to four series were synthesized by
the microwave-assisted reaction of the respective hydroxysalicylic acid with aniline
(unsubstituted or para-substituted by chlorine, methyl or methoxy groups) in the presence
of phosphorus trichloride. Their treatment with ethyl-chloroformate afforded the expected
1,3-benzoxazine derivatives in 77 - 94 % vyields. All compounds prepared were
characterized by infrared and NMR spectroscopy and by elemental analysis.

All the compounds were examined for antifungal activity in vitro against Candida
albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, Trichosporon asahii, Trichophyton
mentagrophytes, Aspergillus fumigates, and Absidia corymbifera, but none of these
compounds was more active than ketoconazole. In general, parent hydroxysalicylanilides

were more active than their cyclic counterparts.
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1. UVOD

Na Katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy probiha fadu let intenzivni vyzkum riznych skupin strukturné podobnych latek
odvozenych od salicylanilidu a syntetizovanych zejména jako potencialni
antituberkulotika a antimykotika. Béhem této doby bylo publikovano nékolik ptehlednych
referatli zabyvajicich se biologickou aktivitou salicylanilidi'?, thiosalicylanilidi® a
dalSich skupin podobnych latek.*® Tyto latky maji v zavislosti na substituci Siroké
spektrum biologickych aktivit (antibakterialni, v€etné antimykobakterialni, antifungalni,
anthelmintické, herbicidni a dalsi).

Jednu ze studovanych skupin latek predstavuji 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-

2,4(3H)-diony?, cyklické analogy salicylanilidi.
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V roce 1993 byla popsana antimykobakterialni aktivita 12 1,3-benzoxazinovych
derivati (R' = H, 6-Br), u nichZ vétsi substituéni obmény byly provedeny v para-poloze
fenylu v poloze 3. Latky byly in vitro G¢inné proti M. tuberculosis a také M. kansasii,
jedné z tzv. atypickych mykobaktérii.6 Pozdéji byly publikovéany také vysledky hodnoceni
antifungalni aktivity téchto latek; ukazalo se vSak, ze latky nejsou pfili§ aktivni, snad
s vyjimkou dermatofytu Trichophyton dermatophytes (neju¢innéjsi byl dihalogenderivat
R'=6-Br, R*=4-Cl).’

V nasledujicim obdobi byly syntetizovany pod vedenim prof. Waissera desitky
latek se strukturou modifikovanou jednak substituci 1,3-benzoxazindionového skeletu,
jednak zaménou kysliku za jiné heteroatomy, dusik a siru, a/nebo zavadénim dalSich
heteroatomti a dale zdménou jedné nebo obou oxoskupin thioxoskupinou. Data ziskana
mikrobiologickym hodnocenim pfipravenych latek (MIC — minimalni inhibi¢ni
koncentrace) byla vyhodnocovana pomoci metod kvantitativni analyzy vztahd mezi

strukturou a aktivitou (QSAR). Pfikladem je studie®, v niz byly analyzovany vztahy mezi



antimykobakterialni aktivitou (vi¢i M. tuberculosis, M. kansasii a M. avium) a chemickou
strukturou vice nez 150 ptipravenych derivati substituovanych v poloze 6 nebo 7 1,3-
benzoxazinového jadra a na fenylu. Z vysledka vyplyva, Ze studované aktivity latek
rostou s rostouci hydrofobicitou a elektronakceptornimi vlastnostmi substituenti na
fenylovém jadie, vliv substituentd na 1,3-benzoxazinovém kruhu je slozitéjsi. V dalsi
studii® se Freeovou-Wilsonovou metodou QSAR analyzovala antimykobakterialni aktivita
1,3-benzoxazinovych derivati halogenovanych na benzoxazinovém jadie a
substituovanych v para-poloze fenylu alkylem.

Tématem této diplomové prace je piiprava hydroxyderivata N-fenyl-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dionu; takto substituované latky zastavaly dosud nepovSimnuty a
nebyla jim vénovana systematickd pozornost.

Prace je soulasti vyzkumu feSeného v ramci vyzkumného zadméru MSM

0021620822.



2. CIL PRACE

Tato diplomova prace se zabyva syntézou dihydroxybenzanilidd a jejich
cyklickych analogli, hydroxyderivata 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu, jako

latek s pfedpokladanou biologickou aktivitou.

Cilem prace bylo:

1. pfipravit série dihydroxybenzanilidi odvozenych od salicylanilidu lisici se
polohou druhé hydroxyskupiny v acylové ¢asti molekuly;

2. vypracovat metodiku syntézy téchto dihydroxybenzanilidi a optimalizovat
podminky jejiho provedeni v mikrovinném reaktoru;

3. pfipravit série 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diontt odvozenych od vyse
uvedenych dihydroxybenzanilidu,

4. optimalizovat metodiku syntézy téchto 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-
dionu;

5. ptipravené série latek predat K testovani jejich antimykobakterialni a antifungalni

aktivity in vitro a vyhodnotit zavislost i¢ink na struktufe.



3. TEORETICKA CAST

3.1 VYUZITI MIKROVLNNEHO ZARENI V CHEMI 1Y

Mikrovlny jsou vysokofrekvencni elektromagnetické zaieni s frekvenci v intervalu
30-0,3 GHz, t¢émto hodnotam odpovida vinova délka 0,01-1 m.

Byly objeveny v Anglii na pocatku 40. let 20. stoleti na univerzité v Birminghamu,
kde byl vynalezen zdroj mikrovinného zatfeni zvany magnetron. K prvnimu praktickému
vyuziti mikrovin doslo jiz za II. svétové valky - jako soucast britského radarového
systému v letecké bitvé o Anglii.

VétsSinou materiali mikroviny pronikaji jako slune¢ni svétlo sklem, nékterymi
materidly jsou silné pohlcovany a mikrovinnéd energie se v nich pfeménuje na teplo, u
jinych materidll dochazi pfedev§im k odrazu mikrovin. Schopnost silné¢ pohlcovat
mikrovinné zéatfeni maji polarni latky. Polarni molekuly jsou bézné€ neuspotadané, v
elektrickém poli se orientuji zaporné nabitou ¢asti ke kladnému poélu a kladné nabitou k
zépornému. V mikrovinném poli se polarita méni 2,45.10%krat za sekundu, polarni
molekuly se snazi tyto rychlé zmény sledovat, tj. pokazdé zménit orientaci. Tak dochazi k
jejich vibraci az rotaci ve sméru pole. Pti vysoké rychlosti oscilace pole nestaci molekuly
tyto zmény zcela sledovat a vysledkem pohybu a vzajemného ,,tfeni” molekul je pfeména
mikrovinné energie na teplo. Pfi ohfevu nehomogennich materiala se siln¢ zahtiva pouze
polarni ¢ast. S vyznamnym rozdilem od klasického ohievu se setkdme i u mikrovinného
ohfevu homogennich materiald, pfi kterém je nejvysSsi teplota uvniti materidlu a klesa
smérem k povrchu. Teplotni profil je tedy opacny nez u klasického ohfevu.

V laboratotich jsou mikroviny pouzivany k vysokoteplotnim rozkladim vzorkt
pro analyzu tézkych kovli atomovou absorpéni spektroskopii. Vyhodné jsou také extrakce
provadéné v mikrovinném prostiedi, napt. pii ptipravé vzorkl k chromatografické nebo
spektralni analyze, protoZe pfinaSeji znanou usporu casu ve srovnani s béznou
Soxhletovou extrakci. V chemickych laboratofich se vyuzivaji 1 dal§i efekty
mikrovinného zafeni, ke kterym pfi klasickém ohfevu nedochdzi. Pfi rychlém ohrati
kapalin v mikrovinném poli (bez u¢inného michani) je konvekce k povrchu kapaliny, kde
dochazi k odpafovani, nedostate¢na a nadbytek energie se projevi jako ptehtati, kapaliny
proto viou za atmosférického tlaku pii vyssi teploté¢ nez je teplota varu. Tento tzv.
"superheating effect“ byva u polarnich rozpoustédel 10 — 30 °C nad teplotu varu a

chemici ho vyuzivaji k urychleni reakci.

10



V letech 1980-90 byl zjistén vyznamny vliv mikrovinného pole na rychlost a
selektivitu reakci organickych sloucenin. Prvni prace, které popisuji cilené vyuziti
mikrovinného zafeni v organické syntéze publikované v roce 1986, uvadély urychleni
reakci o 2-3 tady. Ukazalo se, ze k vyraznému urychleni reakci dochazi, je-li zareni
absorbovano reaktantem nebo katalyzatorem. DalSimi podstatnymi vlastnostmi, které
ovliviuji interakei latky s mikrovinnym zarenim, jsou tepelnd kapacita, tepelna vodivost,
skupenstvi latky (ovliviiujici moznost rotace molekul) a u kapalnych latek jejich vyparné
teplo. Mnozstvi reakci, u kterych bylo zjiSténo vyznamné zkraceni reakénich dob v
mikrovinném prostiedi od 80. let minulého stoleti zna¢n¢ vzrostlo, piikladem mohou byt
esterifikacni reakce, Dielsovy-Alderovy cykloadice, alkylace, acylace a aldoliza¢ni
reakce. Uplatnéni nachdzi mikrovinné chemie 1 v praxi, napt. pfi vyrob¢ 1éciv.

Nejnovejsim poznatkem v mikrovinné chemii je metoda mikrovinného ohtevu za
soucasného chlazeni. Metoda umoznuje provadét reakce pii nizkych teplotach, i pod 0 °C,
kdy klasické reakce jiz neprobihaji. Soucasné chlazeni umoziuje pouziti vysokych

mikrovlinnych vykond, coz se projevi vyssi reakéni rychlosti, vyssi selektivitou i vy$$imi

Obrazek 1

Mikrovinny reaktor Millestone — MicroSYNTH (MLS ETHOS 1600 URM)
pouzivany na Katedfe anorganické a organické chemie. Jedna se o mikrovinnou pec

navrzenou specialng pro provadéni organickych reakei.™*
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3.2 TUBERKULOZA

3.2.1 ZAKLADNI INFORMACE

Tuberkuléza (TBC) je celkové infekéni onemocnéni, fazené mezi specifické
zanétlivé procesy. TBC je vyvoldvana obligatné patogennimi mykobakteriemi:
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis a M. africanum, z nichZ se u nas uplatiiuje hlavné
M. tuberculosis. Dalsi mykobakteria (M. kansasii a M. avium, tzv. netuberkul6zni) jsou
potenciondlné patogenni a vyvolavaji klinicky obdobnd onemocnéni nazyvana
mykobakteriozy. Tyto bakterie mély jeSté v poloving 19. stoleti na svédomi asi Y
celkového poctu umrti a byla hlavni pfi¢inou umrti mladych lidi a déti.

Ptiblizné od 80. let minulého stoleti 1ze po predchozim niz$im vyskytu pozorovat
opét vzestup vyskytu TBC a to i ve vyspélych zenich. Souvisi to hlavné s rostoucim
poctem HIV pozitivnich osob, pouzivani imunosupresiv, vznikem rezistentnich kmeni.
Podle ptfedpokladli Svétové zdravotnické organizace vzroste mezi rokem 2002 a
2020 pocet infikovanych osob na 100 miliont, 150 miliont lidi onemocni TBC a pro 36
miliont lidi bude mit nemoc fatalni nasledky.

V soucasné dob& je bakteriemi TBC infikovana celd 1/3 lidstva a TBC je
nejcastejsi pricinou smrti z infekénich onemocnéni vitbec. Kazdoro¢né je ve svéte hldseno
asi 8 miliond novych onemocnéni touto chorobou, z nichz je asi 3,6 miliébnt postizeno
vysoce infekéni plicni formou tuberkul6zy prokazatelnou jiZ mikroskopii sputa. NejveEtsi
pocet novych nalezli pfipada na Asii. Na tuberkuldozu dnes ro¢né umira asi 3 miliony
nemocnych, ptevazné v rozvojovych oblastech.'?

Ze zemi stfedni a vychodni Evropy patii Ceské republika mezi zemé s nejniz§im
ro¢nim vyskytem tuberkul6zy (zhruba 20 piipadii onemocnéni na 100.000 obyvatel) ve
srovnani s prumérnym ro¢nim vyskytem v Zapadni Evropé (25 ptipadid na 100.000
obyvatel). V Ceské republice je tato situace stabilizovana, doslo viak ke stagnaci
pavodniho plynulého poklesu vyskytu TBC, ktery byl zaznamenavan az do roku 1988.%2
Podle dat z Registru TBC se v roce 2006 vyskytlo v CR 973 piipadii onemocnéni
tuberkul6zou, 607 u muzii a 366 u zen, coz piedstavovalo 9,5 piipadu na 100 tis.
obyvatel. Nejcastéjs$i formou onemocnéni byla TBC dychaciho ustroji. Z hlediska véku
postizenych je nejvyssi nemocnost TBC u muzl i Zen v kategorii osob nad 75 let. Lécba
antituberkulotiky nejcastéji trvala 27-39 dnl a nejbé€Znéji podavanymi antituberkulotiky
byly rifampicin a isoniazid. Do Registru TBC bylo v roce 2006 hlaSeno 52 tmrti (56 v
roce 2005), pri¢inou byla vzdy TBC dychaciho Gstroji.**
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Doposud nejucinnéjsim zpusobem ochrany proti tuberkul6ze je ockovani vakcinou
BCG (BCG = avirulentni Bacil Calmette Guerin). Ockovaci latka je tvofena lyofilizatem
bakterialnich zarodkd M. bovis, které se ziskavaji pomnozenim vhodného atenuovaného
vakcinaéniho kmene na umélém kultivaénim médiu. Prvni lidské ockovéani s timto
atenuovanym kmenem, bylo provedeno v roce 1921 v Pafizi. Od roku 1928 se provadi
plosné ockovani proti TBC. V prevenci tuberkuldzy sehrdla BCG imunizace jednu z
nejvyznamnéjsich roli. Pouziva se v pravidelném ockovani v 64 zemi a doporucuje se v
dalSich 118 zemich.

Primarni imunizace je provadéna jednou vakcinaéni davkou nejdiive 4. den po
narozeni az do 6 tydn. Revakcinace se povinné provadi v 11. roce u téch déti
s negativnim vysledkem tuberkulinového testu. Tuberkulinové zkouSky se rovnéz
provadéji u téch osob (zejména mladsich 30 let), u nichz existuje redlné riziko expozice
tuberkul6zy, napt. v rodinném prostiedi. Podle situace se tato zkouska mize opakovat
kazdoroc¢né.

Princip tohoto ockovani spociva podobné jako u ostatnich Zivych vakcin v
simulaci infekénitho onemocnéni s davkou niz$i nez je infekéni a za pouziti takového
kmene, ktery nevykazuje patogenitu. BCG indukovana imunita se vyviji zhruba 6 tydna
po imunizaci. Toto ockovani snizuje riziko bezprostfedniho onemocnéni, ale nesnizuje
riziko ndkazy. Po imunizaci probihd pfipadné onemocnéni v leh¢i a mirnéjsi formé, ktera
pii spravné 16¢b& neohroZuje pacienta na zivoté. Proti tuberkuléze se v CR o&kuje uz vice
nez padesat let. V souCasnosti je pouzivana bezpecna vakcina danského plvodu
S minimalnimi postvakcinacnimi u¢inky. Obecné se uznava, ze ockovani chrani pied
(tuberkulozni zanéty mozku a mozkovych blan, miliarni TBC, tj. TBC s rozsevem do
celého organismu, kavernézni TBC).™

Zakladnim diagnostickym vySetfenim u TBC je rentgenologické vySetteni, dale
pocitatova tomografie nebo 1 magnetickd rezonance, které informuje o rozsahu a
lokalizaci 1ézi. Tuberkuldza na sebe upozorni pfitomnosti infiltrati ve stfednich a hornich
plicnich polich a zvétSenim lymfatickych uzlin. K odliSeni TB od jinych onemocnéni,
zejména od velmi Castych nadorovych zmén plicni tkang€, slouzi bronchoskopie. Dalsi
diagnostickou moznosti je provedeni kozniho tuberkulinového testu. Jeho spolehlivost je
vSak do zna¢né miry omezena o¢kovanim. Rozhodujicim kritériem je ale bakteriologicky
prukaz pivodce onemocnéni, tj. M. tuberculosis (mikroskopie a kultivace z biologickych

vzorkli materidlu, obvykle vykaSlavanych hlenti pacienta a prikaz piitomnosti
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mykobakterii v plicich.). Cast TBC onemocnéni (piiblizn& 30 %) zlstdva oviem
bakteriologicky neovétend, tj. v laboratofich je nalez mikroskopie 1 kultivace
mykobakterii negativni. U nich je pak diagnoza stanovena na zakladé¢ ptiznaka
onemocnéni, rentgenologického nélezu, nebo také na zéklad¢ dobré odezvy po zahajeni
1é¢by antituberkulotiky. K diagnostice TBC jsou v poslednim desetileti kromé klasickych
metod vyuzivany i nové metody urychlené¢ detekce mykobakterii a metody prikazu
nukleovych kyselin téchto mikroorganismu.

Zdrojem onemocnéni TBC je piedevSim cloveék. Nejrozsitenéjsi zpiisobem
ptenosu TBC je inhala¢ni cesta (kapénkova infekce).

Onemocnéni tuberkulézou muze nejdiiv probihat bezptiznakové, muze byt
povazovano za b&znou virézu. Symptomy mohou vypuknout az po urcité dobé nebo i
letech od ziskani infekce.

Stadia TBC Ize rozdé€lit na primarni a postprimarni. Bakterie po vdechnuti
pronikaji do plicnich sklipkii a vyvolavaji zde mistni zanét. Rychle se pomnozi a §iti do
spadovych lymfatickych uzlin. Zplsobuji zvétSeni wuzlin. Primdmi TBC je
charakterizovana vznikem primarniho komplexu (specifické zanétlivé lozisko v misté
priniku bacila do organismu) a regiondlnim zanétem miznich uzlin (lymfadenitida).
Vétsinou se primarni komplexy vyskytuji v plicich a to vzhledem k nejcastejSimu
zpusobu Sifeni infekce. Rozsev bacili do rGznych organli s sebou zpravidla neptinasi
zadné obtize. U jinak zdravého jedince imunitni systém reaguje na piitomnost
patogennich agens prostfednictvi bunééné imunity. Makrofagy pohlcuji bacily, ohranicu;i
zanét. Zbytkova loziska se néasledné opouzdii a kalcifikuji. Mykobakterie v loziscich jsou
ale stale zivotaschopné. Nasleduje rizn¢ dlouhé obdobi latence, ale i po mnoha letech od
nakazy mize dojit k reaktivaci a vzniku infekce.

S bakterii tuberkulozy se béhem Zivota setkaji skoro vSichni lidé, u naprosté
vetSiny ndkaza probéhne skryté. Na pozdé&jsi reaktivaci a rozvoji tuberkuldzy se podili
oslabeni imunitniho systému pii zavaznych chorobach (napt. soucasna infekce virem
HIV, diabetes mellitus, uZivani imunosupresiv atd.), vliv nedostate¢nych socidlnich a
ekonomickych podminek (typicky u bezdomovcil) nebo styk s nakazenymi osobami
(typicky zdravotnici). VétSina osob, které prod¢laly primoinfekci, jsou nositeli latentni
infekce, jez mize vést ke znovuvzplanuti TBC infekce, tzv. postprimarni typ TBC.

Aktivace do postprimarni TBC postihuje 10 - 15 % infikovanych osob.
V postizené tkani se pak objevuji granulomy ¢i tuberkuly. Takto ohrani¢end loziska se

postupné rozpadaji a uvoliluji bakterie. Rozviji se zanét plic a nitrohrudnich uzlin.
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Nelécena TBC vede k destrukcei plicni tkdné€. Ptiznaky aktivni TBC nejsou vétsinou piilis
specifické (tinava, bolest na hrudi, no¢ni poceni, subfebrilie, ibytek na véze). Plicni
formy, které jsou nejcastéjsi a také nejvic nebezpecné pro okoli (pacient bacily vykaslava)
se projevuji vleklym kaSlem pietrvavajici déle nez 3 tydny, Casto spojeny s vykaslavanim
hlenového nebo hlenohnisavého sputa s ptimési krve (hemoptyza). Jinou situaci je Sifeni
bakterii krvi mimo plice, bakterie se usazuji a mnozi v mozkovych obalech, v ledvinach
blan s postizenim vice orgadnl soucasné (generalizovana forma). V téchto ptipadech je
uspéch 1é¢by nejisty a nemocny je ohrozen smrti nebo tézkymi, zpravidla neurologickymi
nasledky.

Lécba tuberkuldzy trva nekolik mésich a vyZzaduje hospitalizaci. V posledni dobé
se objevuji tuberkulozni bacily, které nereaguji na antibiotickou 1écbu, coz je skutecnost,

ktera celou situaci kolem 16&by tuberkulozy znaéné komplikuje™**.

3.2.2. ANTITUBERKULOTIKA A LECBA TUBERKULOZY

Zakladem 1lécby tuberkulézy je antimikrobni terapie, kterd je provadéna
antituberkulotiky (AT). Antituberkulotika se obvykle déli do dvou linii. Do prvni,
zakladni linie, patfi AT, ktera se pouzivaji prednostné — isoniazid (1), pyrazinamid (I1),
ethambutol (111), rifampicin (1V), streptomycin (V). V piipadé rezistence na AT prvni
linie, pii vyskytu nezadoucich nebo toxickych ucinkd se pouzivaji 1é¢iva druhé linie -
nahradni AT - capreomycin, cykloserin, kanamycin, ethionamid, kyselina para-
aminosalicylova (VI), moderni fluorochinolony — perfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin,
levofloxacin, sparfloxacin, a také pfipadné makrolidy jako azithromycin, clarithromycin,
roxithromycin, skupina aminoglykosidii - napf. amikacin a kanamycin, rifamyciny —

rifabutin, rifapentin.

N
X
O CH, CH,
| |
= N (llH2 (|3H2
N NH; HOH,C—CH HC—CH,OH
S _ HN—CH;CH;-NH
H
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Hlavni zasadou 1écby TBC je, aby byla kombinovana, dlouhodoba a
nepierusovand. Pravé kombinaci AT je mozno vylécit prevaznou vétSinu tuberkuldznich
chorob. Divodem kombinované 1écby tuberkuldzy je zdbrana riziku vzniku lékové
rezistence, snizeni davky jednotlivych léCiv a tim i riziko vyskytu nezadoucich ci
toxickych ucink. V kazdé mikrobidlni populaci totiz existuji vedle mykobakterii
citivych na aplikované AT 1 ojedinélé mutanty, které jsou primarné na toto
antituberkulotikum rezistentni. DalSim divodem vyzadujicim kombinovanou lécbu
antituberkulotiky je heterogenita mykobakteridlni populace, podmiiiujici wc¢innost
jednotlivych I1ékt.

Antituberkulotika zasahuji do metabolickych pochodti mykobakterii, ale jen pokud
jsou mykobakterie biologicky aktivni. Mykobakterie vSak ptetrvavaji v tuberkul6znich
1ézich, aniz by se dale mnozZila a tudiz v tomto stavu jsou nevnimava na AT. Biologicky
inaktivni bakterie mohou po rozpadu makrofagi a tpravé pH zvysit svoji metabolickou
aktivitu a dat tak vznik dal$i atace onemocnéni - z tohoto divodu je nutno davat AT
dlouhodobé - za dostate¢né dlouhou dobu 1é€by je povazovana délka 1é€by 6 — 12 mésict.
Kazdy 1ééebny rezim ma fazi inicialni (hospitalizace) a fazi pokracovaci (pfevazné
ambulantni). V inicidlni fazi je nemocny lécen ctyilékovou nebo alespon tfilékovou
kombinaci, 1éky jsou aplikovany nepferusované, denné, kontinudln¢ po dobu dvou
mesicl. V pokracovaci fazi mohou byt AT aplikovdna denné, nebo intermitentné, ve 2

nebo 3 davkach v tydnu.***
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Mechanismy u¢inku zname pouze u nékterych antituberkulotik. 1zoniazid (1) l1ze
povazovat za nejdulezitéjsi antituberkuldzni latku. Mechanismus plisobeni isoniazidu
vede k oxidaci na kyselinu isonikotinovou kyselinu za ucasti enzyma katalazy a
peroxidazy a poté se kyselina zacletiuje do NAD, blokuje NAD a vznikaji oxo-,
peroxoradikaly. Vyslednym efektem je inhibice mykolovych kyselin, které zastavaji roli
specifickych stavebnich kament bunéénych stén a membran mykobakterii. Spektrum
ucinku izoniazidu (1) obsahuje kmeny M. tuberculosis a M. bovis. V ramci snahy o
preventivni opatieni pro vznik rezistenci se vyuziva kombinaci isoniazidu s dal§imi 1éky

prvni fady ethambutolem (11), rifampicinem (1V), streptomycinem ¢&i thiacetazonem™

Podobny ucinek jako INH souvisejici s metabolismem nikotinamidu projevuje
pyrazinamid (11), ktery pisobi jen na M. tuberculosis, zatimco jini ptivodci jsou vétSinou
rezistentni. Mechanismus U¢inku pyrazinamidu neni piesné znadm, ve formé
pyrazinkarbonové kyseliny se kumuluje v bakteriich, kde se $tépi ptisobenim amidazy a
ve formé& karbonové kyseliny jiz nemiliZe z bakterie uniknout. Naopak mechanismus
ucinku rifampicinu (1V) je dobfe zndm - spocivéa v inhibici na DNA-dependentni RNA-
polymerdzy v bakteriich potlacuje syntézu bakteridlni RNA a tim plsobi baktericidné na
mnozici se mikroby. Krom¢ dal$ich typa bakterii ptisobi na M. tuberculosis, M. bovis, M.
leprae a na atypické mykobaktérie jako jsou M. kansasii, M. avium, M. intracellulare a

M. marinum.
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Dalsi antituberkulotikum ethambutol (I11) pasobi bakteriostaticky proti mnozicim
se bakteriim. Pronikd do mykobaktérii a pravdépeodobné zasahuje do syntézy bunécné
stény tim, Ze potlacuje multiplikaci interferenci se syntézou RNA. Je specificky u¢inny
proti rostoucim mikroorganismim rodu Mycobacterium jako M. tuberculosis, M. bovis a
M. leprae.” Je rovn&z G&inny proti nékterym podminéné patogennim mykobaktériim
véetné M. kansasii. Uginek proti jinym mikroorganisméim nebyl prokazan. Ethambutol je
vhodny pouze ke kombinované terapii, zajmény u pacientim s prokazanou nebo
predpokladanou rezistenci na izoniazid. Zkiizena rezistence nebyla prokazana. Primarni
rezistence na ethambutol je v rozvinutych zemich tidka, ale pokud se ethambutol pouziva

samotny, snadno vznikaji resistentni kmeny M. tuberculosis.

Aminoglykosidové antibiotikum streptomycin plsobi baktericidng. Podava se
parenteralni formou (V), podléha extracelularni distribuci a je uziteCny v boji proti
extracelularnim formam M. tuberculosis a M. bovis a proti podminéné patogennim
mykobakteriim. Pouziva se k terapii zvlaStnich forem tuberkudzy - tuborkuldzni
meningitida u déti. Zpomaluje proteosyntézu a zplsobuje zabudovani chybnych
aminokyselin do polypeptidickych fetézci, tyto chybné sestavené bilkoviny ztraci své
biologické funkce a vedou k ¢aste¢nému nebo uplnému zastaveni vSech procesii v burice.
In vitro se prokazalo, Ze streptomycin zpisobuje v piekladu informa¢ni RNA chyby ve
¢teni. Uvazuje se, ze streptomycin zpusobuje deformaci ribosomd, a tim dochéazi pravé k
chybam cteni. Mutaci se mohou bakteridlni kmeny citlivé na streptomycin stat

rezistentnimi.

Para-aminosalicylova kyselina (V1) zpusobuje inhibici syntézy listové kyseliny
diky kompetici s PABA (p-aminobenzoovou kyselinou). Cetné bakterie potiebuji kyselinu
p-aminobenzoovou jako ristovy faktor, ktery zabudovavaji do molekuly kyseliny
dihydrolistové. Sulfonamidy na zakladé své chemické podobnosti s kyselinou p-
aminobenzoovou namisto ni obsazuji jeji cilovd mista, takze brzdi syntézu kyseliny
dihydrolistové, nutné pro mnozeni bakterii. Vznikne nedostatek kyseliny
tetrahydrolistové, néasledné se snizuje syntéza purini a tymidinu nutnych pro syntézu
nukleovych kyselin DNA a RNA. To vyvolava bakteriostaticky efekt, ktery postihuje
Siroké spektrum patogennich mikroorganismu. Para-aminobenzoova kyseliny ptlisobi ze

vSech kmenti mykobakterii vyhradné jen na M. tuberculosis.
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3.2.2. MULTIREZISTENTNI TUBERKULOZA

Multirezistentni tuberkuléza (MDR TBC — multidrug-resistant TBC) je definovana
jako onemocnéni vyvolané kmenem Mycobacterium tuberculosis rezistentnim minimalné
na kombinaci antituberkulotik isoniazid a rifampicin. V soucasnosti se stala problémem,
protoze kauzalni terapie zakladnimi antituberkulotiky (AT), tj. isoniazidem, rifampiciem,
streptomycinem, pyrazinamidem a ethambutolem u onemocnéni tohoto typu selhava.
MDR TBC pfedstavuje pro nemocného krajné nepiiznivou prognozu. Z tohoto hlediska je
nutné vénovat maximalni moznou pozornost vyhledavani dalSich antibakterialnich 1¢ka a
ovetovani ucinnosti 1€¢by témito preparaty.

V Ceské republice je situace ve vyskytu MDR TBC prozatim uspokojiva. Podle
vysledkli globalniho projektu Svétové zdravotnické organizace ,, Surveillance lékové
rezistence M. tuberculosis® 1 vysledki Vyro¢nich zprdv o mykobakteriologické
diagnostice v CR, kterou vydava kazdoroéné SZU tvoii MDR TRC v poslednich 6 letech
zhruba 2.2 — 3.2 % ze viech ptipadi bacilami tuberkulézy v CR.

Hledani a pouzivani dalSich antibakterialnich 1éka (second-line drugs) v terapii
tuberkul6zy je velkou nadé¢ji pro nemocné multirezistentni tuberkul6zou. Predstavuje pro
n¢ Sanci na vyléCeni a pro celou spolecnost pak Sanci na to, ze dojde k eliminaci zdroji
tohoto nebezpecného onemocnéni a ze pienos infekéniho agens mezi zdrojem infekce a
vnimavym jedincem bude definitivné pferuSen.

I kdyz multirezistentni tuberkuléza v Ceské republice v programu kontroly
tuberkul6zy nepiedstavuje nejozehavejsi problém, neni mozné ji podcenovat a je nutné ji
stale vénovat pfiméfenou pozornost. Ta by méla spocivat ve vyhleddavani u¢innych
farmakoterapeutickych preparatt, vumoznéni jejich registrace v CR a v preciznim

F I~ o0 +.q: -y e .1
provadeéni testtl citlivosti pfed zahajenim terapie. 8
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4. METODICKA CAST

41 SYNTEZA 2-HYDROXYBENZANILIDU

Pii syntéze 2-hydroxybenzanilidi muizeme vychazet z piislusné substituované
kyseliny salicylové a anilinu. Reakce probihéd za piitomnosti chloridu fosforitého a jako

rozpouitédlo Ize pouzit (toluen, xylen, chlorbenzen, pyridin).'*2%22223

NH, Q R?
COOH
PCl, N
Rl + > Rl H
OH OH

R2

2-Hydroxybenzanilidy je mozno pfipravit také z funkénich derivati kyseliny

salicylové (chloridu24 nebo esteru25*26'27)

Q NHz Q @—RZ
CI(OR) N
R? + — R H
OH R? OH

Dalsi cestou syntézy derivati 2-hydroxybenzanilidu je ortho-aminokarbonylace
fenolii fenylisokyanatem na principu Friedelovy-Craftsovy reakce.?® Tato metoda viak mé
velka omezeni, ktera jsou zavisld na poloze substituentii na fenolu, aby bylo dosazeno

zadaného 2-hydroxybenzanilidu.

OH NCO 0 /E:::
ac, ¢ N
+ — > H
OH
R
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Zajimavou variantu syntézy benzanilidi z fenoli popsal Balduzzi et al.”® Nejprve
reaguje fenol za laboratorni teploty s roztokem butyllithia v hexanu a chloridem hlinitym
Vv xylenu. Po pfidani roztoku fenylisokyanatu v xylenu se reak¢ni smés udrzuje za varu
pod zpétnym chladi€¢em po dobu 20 hodin. Reakce je ukoncena ptiddnim 10% kyseliny
chlorovodikové. Pouziti fenolatu sodného nebo draselného misto lithného vede ke smési

izomerq.

OLi OAICI, 0 @
AlCl, ArNCO (;ﬁk N
. H
Licl oH

Dals$i moznosti ptipravy 2-hydroxybenzanilidi je pouziti fenylesteru piislusné

salicylové kySeliny30'31r32,

a anilinu. Syntézy vychozich fenylesteri jsou velmi dobie
popsainygg_

V poslednich letech se objevuje trend pievedeni syntéz do mikrovinného reaktoru.
Priklad uspésné syntézy 2-hydroxybenzanilidii v mikrovinném reaktoru popsala skupina

autorti ze Slovenska®, a to bez pouZiti rozpoustadel (,,solvent-free* metoda).

@

O NH,
MW AN N
- © + RiA— | H R?
OH R OH

2

4.2 SYNTEZA 3-FENYL-2H-1,3-BENZOXAZIN-2,4(3H)-DIONU

2-Hydroxybenzanilidy mohou byt vychozimi latkami pii syntéze 3-fenyl-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-diont. Reakce miize probihat za pfitomnosti pyridinu, toluenu nebo
tetrahydrofuranu. Jako cykliza¢ni c¢inidla lze pouzit methyl- i ethylester kyseliny
chlormravenci, fosgen, trifosgen. Ve smési je nutna pfitomnost pomocné baze (pyridin,

triethylamin)®**, ktera vaze odstdpujici se vodik z hydroxylové skupiny.
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CICOOCHj, CICOOC,H; O /@R
N COCI
H@R : N

OH Cl,COC(0)OCCl, o/go

Jinym moznym postupem pii syntéze 3-aryl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont je

pouziti methyl- nebo ethylesteru kyseliny salicylové a fenylisokyanatu. Tato reakce

probiha v prostredi triethylaminu.e’6

N=C=0 o)
COOR
L “
R

Také je mozné vychazet piimo z kyseliny salicylové a fenylisothiokyanétu. Jedna

R

se o cykliza¢ni a soucasné desulfuracni reakci. Reakce se provadi v prostiedi acetonitrilu

a baze triethylaminu.®’

COOH NCS CF,CO,Ag
CrL O - UL
OH O O
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5. EXPERIMENTALNI CAST
5.1 PRIPRAVA DIHYDROXYBENZANILIDU

Schéma reakce:

o NH, o]
OH PCI
Ho_©fk . R HO‘@EJ\H@R
OH OH
R

R =H, CHjs, CI, OCHj

Obecny postup:

Do 150ml destila¢ni banky opatfené rychlobéznym michadlem bylo ptedlozeno
0,01 mol vychozi dihydroxybenzoové kyseliny a ptidano 60 ml chlorbenzenu jako
rozpoustédla. Poté byl pfidan piebytek prislusného substituovaného anilinu (0,015 mol) a
heterogenni smés byla 10 minut michéna za laboratorni teploty. Ke smési bylo ptidano
0,5 ml chloridu fosforitého jako chloracniho ¢inidla. Smés byla vlozena do mikrovinného
reaktoru a zahfivana pod zpétnym chladi¢em 20 minut pfi vykonu reaktoru 600 W. Poté
byl chlorbenzen odpaten za snizeného tlaku a odparek byl C¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Jako mobilni faze bylo pouzito smési aceton - hexan (1:5) a

vysledny produkt byl nasledné docistén rekrystalizaci ze smési ethanol - voda.

Pribéh reakce a Cistotu produktu jsem sledovala pomoci tenkovrstvé
chromatografie na Silufolu (UV 254/366) a jako mobilni faze byla pouzita smés aceton -
hexan (2:3). Latky (la-4d) byly suSeny v exsikatoru a charakterizovany teplotou tani,

NMR a IC spektry a elementarni analyzou.

o) R! R?
RZ
N 1 3-OH a 4-H
R1 H 2 4-OH b | 4-CHs
OH 3 5-OH c 4-Cl
4 6-OH d |4-OCHs
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5.1.1 N-fenyl-2,3-dihydroxybenzamidy

Z kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové byly pfipraveny nasledujici benzanilidy (1):
a) N-fenyl-2,3-dihydroxybenzamid (1a)
Bylo ziskéno 1,7 g (75% vytézek) bil¢ krystalické latky.
Teplota tani: 113 - 114 °C
Sumarni vzorec: C13H11NO3
Molekulova hmotnost: 229,24 g/mol
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & =6.78 (t, 1 H, J = 7.8 Hz, H-5), 6.99 (dd, 1 H, J = 1.5
Hz, J=7.8 Hz, H-4), 7.12-7.18 (m, 1 H, H-4"), 7.34-7.40(m, 2 H, H-3", H-5"), 7.45 (dd, 1
H,J=15Hz,J=7.8Hz, H-6), 7.67-7.72 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.43 (bs, 1 H, OH), 10.36
(bs, 1 H, OH), 11.69 (bs, 1 H, NH).
BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 117.2, 118.6, 118.7, 119.2, 121.5, 124.6, 128.9,
138.2, 146.4, 148.6, 168.0.
IR(KBr): v(C=0) = 1642 cm™
Elementarni analyza:
Vypocteno: 68.11 % C; 4.84 % H; 6.11 % N.
Nalezeno: 68.23 % C; 4.96 % H; 6.22 % N.

b) 2,3-dihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (1b)

Bylo ziskéno 1,9 g (81% vytézek) bilé krystalicke latky.

Teplota tani: 161 — 163 °C

Sumarni vzorec: C14H13NO3

Molekulova hmotnost: 243,26 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 2.26 (s, 3 H, CH3), 6.45 (t, 1 H, J = 2.1 Hz, H-5),
6.76 (d, 2 H, J = 2.1 Hz, H-4, H-6), 7.08-7.15 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.59-7.66 (m, 2 H, H-
2, H-6"), 9.56 (bs, 2 H, OH), 10.00 (bs, 1 H, NH).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6 =20.7, 117.1, 118.3, 119.1, 119.5, 120.9, 124.7,
128.3, 138.7, 146.6, 148.9, 168.5.

IR(KBr): v(C=0) = 1653 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 69.12 % C; 5.39 % H; 5.76 % N.

Nalezeno: 69.31 % C; 5.52 % H; 5.88 % N.
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C) N-(4-chlorfenyl)-2,3-dihydroxybenzamid (1c)

Bylo ziskdno 1,8 g (69% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 137 — 139 °C

Sumarni vzorec: C13H10CINO;

Molekulova hmotnost: 263,68 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8 = 6.78 (t, 1 H, J = 7.8 Hz, H-5), 6.98 (dd, 1 H, J = 1.5
Hz, J=7.8 Hz, H-4), 7.39 (d, 1 H, J = 1.5 Hz, H-6), 7.40-7.46 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.70-
7.77 (M, 2 H, H-2", H-6"), 9.46 (bs, 1 H, OH), 10.43 (bs, 1 H, OH), 11.46 (bs, 1 H, NH).
¥C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 117.5, 118.6, 118.7, 119.2, 122.9, 128.1, 128.8,
137.3, 146.4, 148.3, 167.9.

IR(KBr): v(C=0) = 1647 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 59.22 % C; 3.82 % H; 5.31 % N.

Nalezeno: 59.41 % C; 3.96 % H; 5.36 % N.

d) 2,3-dihydroxy-N-(4-methoxyfenyl)benzamid (1d)

Bylo ziskano 2,0 g (77% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 129 — 130 °C

Sumarni vzorec: C14H13NO,4

Molekulova hmotnost: 259,26 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 3.75 (s, 3 H, OCH3), 6.76 (t, 1 H, J = 8.1 Hz, H-5),
6.91-6.98 (m, 2 H, H-3", H-5"),6.98 (d, 1L H, J = 1.5 Hz, H-4), 7.45 (dd, 1 H, J = 1.5 Hz, J
= 8.1 Hz, H-6), 7.54-7.61 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.35 (bs, 1 H, OH), 10.25 (bs, 1 H, OH),
11.93 (bs, 1 H, NH).

¥C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 55.4, 114.0, 116.6, 118.2, 118.5, 119.2, 123.4,
131.0, 146.4, 149.1, 156.3, 168.0.

IR(KBr): v(C=0) = 1640 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 64.86 % C; 5.05 % H; 5.40 % N.

Nalezeno: 64.98 % C; 5.20 % H; 5.44 % N.

5.1.2 N-fenyl-2,4-dihydroxybenzamidy
Z kyseliny 2,4-dihydroxybenzoové byly ptipraveny nasledujici benzanilidy (2):
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a) N-fenyl-2,4-dihydroxybenzamid (2a)

Bylo ziskano 1,5 g (66% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 132 — 134 °C (Literatura®?® 139 °C; 129 - 132 °C)

Sumarni vzorec: C13H11NO3

Molekulova hmotnost: 229,24 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 6.34 (d, 1 H, J = 2.4 Hz, H-3), 6.39 (dd, 1 H, J =
2.4 Hz, J = 8.7 Hz, H-5), 7.08-7.15 (m, 1 H, H-4"), 7.31-7.39 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.64-
7-70 (M, 2 H, H-2", H-6"), 7.90 (d, 1 H, J = 8.7 Hz, H-6), 10.15 (bs, 1 H, OH), 10.20 (bs,
1 H, OH), 12.28 (bs, 1 H, NH).

¥C NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6 = 103.1, 107.7, 108.0, 121.4, 124.2, 128.9, 130.6,
138.4, 161.9, 162.8, 167.5.

IR(KBr): v(C=0) = 1635 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 68.11 % C; 4.84 % H; 6.11 % N.

Nalezeno: 68.26 % C; 5.02 % H; 6.19 % N.

b) 2,4-dihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (2b)

Bylo ziskéano 1,7 g (71% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 164 — 166 °C. (Literatura® 178 - 179 °C.)

Sumarni vzorec: C14H13NO3

Molekulova hmotnost: 243,26 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 2.27 (s, 3 H, CHa), 6.31 (d, 1 H, J = 2.1 Hz, H-3),
6.36 (dd, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 8.7 Hz, H-5), 7.12-7.20 (M, 2 H, H-3", H-5"), 7.51-7.57 (m,
2 H, H-2",H-6"), 7.88 (d, 1 H, J = 8.7 Hz, H-6), 10.01 (bs, 1 H, OH), 10.17 (bs, 1 H, OH),
12.36 (bs, 1 H, NH).

¥C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 20.7, 103.1, 107.6, 107.8, 121.5, 129.3, 130.4,
133.3, 135.8, 162.0, 162.7, 167.5.

IR(KBr): v(C=0) = 1636 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 69.12 % C; 5.39 % H; 5.76 % N.

Nalezeno: 69.36 % C; 5.49 % H; 5.82 % N.

C) N-(4-chlorfenyl)-2,4-dihydroxybenzamid (2c)
Bylo ziskano 1,4 g (55% vytézek) bilé krystalicke latky.
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Teplota tani: 166 — 168 °C

Sumarni vzorec: C13H10CINO;

Molekulova hmotnost: 263,68 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 6.33 (d, 1 H, J = 2.1 Hz, H-3), 6.38 (dd, 1 H, J =
2.1 Hz, J=8.7 Hz, H-5), 7.36-7.43 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.69-7.75 (m, 2 H, H-2", H-6"),
7.87 (d, 1 H, J=9.0 Hz, H-6), 10.23 (bs, 2 H, OH), 12.14 (bs, 1 H, NH).

B3C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 103.0, 107.8, 108.0, 122.8, 127.8, 128.8, 130.7,
137.5,161.7, 162.8, 167.5.

IR(KBr): v(C=0) = 1647 cm™

Elementarni analyza:

Vypocéteno: 59.22 % C; 3.82 % H; 5.31 % N.

Nalezeno: 59.38 % C; 4.05 % H; 5.39 % N.

d) 2,4-dihydroxy-N-(4-methoxyfenyl)benzamid (2d)

Bylo ziskéano 1,6 g (62% vytéZek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 191 — 193 °C. (Literatura® 198 °C.)

Sumarni vzorec: C14H13NO,4

Molekulova hmotnost: 259,26 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8 = 3.74 (s, 3 H, OCHs), 6.31 (d, 1 H, J = 2.4 Hz, H-3),
6.37 (dd, 1 H, J = 2.4 Hz, J = 8.7 Hz, H-5), 6.90-6.96 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.52-7.58 (m,

2 H, H-2",H-6"), 7.89 (d, 1 H, J = 8.7 Hz, H-6), 10.04 (bs, 1 H, OH), 10.17 (bs, 1 H, OH),
12.47 (bs, 1 H, NH).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 55.4, 103.1, 107.5, 107.6, 114.0, 123.1, 130.1,
13102, 156.1, 162.3, 162.7, 167.6.

IR(KBr): v(C=0) = 1645 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 64.86 % C; 5.05 % H; 5.40 % N.

Nalezeno: 65.03 % C; 5.14 % H; 5.43 % N.

5.1.3 N-fenyl-2,5-dihydroxybenzamidy

Z kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové byly ptipraveny nasledujici benzanilidy (3):
a) 2,5-dihydroxy-N-fenylbenzamid (3a)
Bylo ziskano 1,3 g (58% vytézek) bilé krystalicke latky.
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Teplota tani: 176 — 179 °C. (Literatura®“ 187-188 °C; 160 - 163 °C.)

Sumarni vzorec: C13H11NO3

Molekulova hmotnost: 229,24 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 7.02 (d, 1 H, J = 8.7 Hz, H-3), 7.10-7.17 (m, 1 H,
H-47), 7.22 (dd, 1 H, J = 2.7 Hz, J = 8.7 Hz, H-4), 7.34-7.41 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.67-
7.74 (m, 3 H, H-6, H-2", H-6"), 9.78 (bs, 1 H, OH), 10.40 (bs, 1 H, OH), 11.79 (bs, 1 H,
NH).

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6 = 118.1, 118.3, 121.0, 122.0, 124.5, 127.4, 129.0,
138.3, 142.6, 155.6, 169.7.

IR(KBr): v(C=0) = 1635 cm™

Elementarni analyza:

Vypoéteno: 68.11 % C; 4.84 % H; 6.11 % N.

Nalezeno: 68.23 % C; 4.91 % H; 6.20 % N.

b) 2,5-dihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (3b)

Bylo ziskéno 1,7 g (71% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 208 — 210 °C.

Sumarni vzorec: C14H13NO3

Molekulova hmotnost: 243,26 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & =2.27 (s, 3 H, CH3), 6.80 (d, 1 H, J = 8.7 Hz, H-3),
6.87 (dd, 1 H, J=3.0 Hz, J =8.7 Hz, H-4), 7.12-7.17 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.36 (d, 1 H, J
= 3.0 Hz, H-6), 7.54-7.59 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.10 (bs, 1 H, OH), 10.32 (bs, 1 H, OH),
11.10 (bs, 1 H, NH).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 20.7, 114.7, 118.0, 118.1, 120.9, 121.3, 129.4,
133.3, 136.0, 149.9, 150.9, 166.0.

IR(KBr): v(C=0) = 1636 cm™

Elementarni analyza:

Vypoéteno: 69.12 % C; 5.39 % H; 5.76 % N.

Nalezeno: 69.01 % C; 5.66 % H; 5.87 % N.

C) N-(4-chlorfenyl)-2,5-dihydroxybenzamid (3c)
Bylo ziskano 1,5 g (59% vytézek) bilé krystalické latky.
Teplota tani: 204 — 207 °C.

Sumarni vzorec: C13H10CINO;
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Molekulova hmotnost: 263,68 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 6.82 (d, 1 H, J = 8.7 Hz, H-3), 6.88 (dd, 1 H, J =
2.7 Hz, J =9.0 Hz, H-4), 7.33 (d, 1 H, J = 2.7 Hz, H-6), 7.36-7.44 (m, 2 H, H-3", H-5"),
7.71-7.78 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.14 (bs, 1 H, OH), 10.48 (bs, 1 H, OH), 10.95 (bs, 1 H,
NH).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 114.8, 118.1, 118.3, 121.4, 122.3, 127.8, 128.9,
137.6, 149.9, 150.6, 166.1.

IR(KBFr): v(C=0) = 1635 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 59.22 % C; 3.82 % H; 5.31 % N.

Nalezeno: 59.15 % C; 3.94 % H; 5.38 % N.

d) N-(4-methoxyfenyl)-2,5-dihydroxybenzamid (3d)

Bylo ziskéno 1,6 g (63% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 113-114 °C. (Literatura® 114 — 115 °C.)

Sumarni vzorec: C14H13NO,4

Molekulova hmotnost: 259,26 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): § = 3.75 (s, 3 H, OCHs), 6.81 (d, 1 H, J = 8.7 Hz, H-3),
6.89 (dd, 1 H,J=2.7 Hz, J = 8.7 Hz, H-4), 6.91-6.96 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.38 (d, 1 H, J
= 2.7 Hz, H-6),7.56-7.62 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.09 (bs, 1 H, OH), 10.28 (bs, 1 H, OH),
11.19 (bs, 1 H, NH).

¥C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 55.4, 114.1, 114.5, 117.7, 118.0, 121.3, 122.7,
131.5, 149.8, 151.2, 156.1, 166.1.

IR(KBr): v(C=0) = 1680 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 64.86 % C; 5.05 % H; 5.40 % N.

Nalezeno: 64.95 % C; 5.18 % H; 5.38 % N.

5.1.4 N-fenyl-2,6-dihydroxybenzamidy

Z kyseliny 2,6-dihydroxybenzoové byly ptipraveny nasledujici benzanilidy (4):
a) 2,6-dihydroxy-N-fenylbenzamid (4a)
Bylo ziskéno 4,3 g (72% vytézek) bilé krystalické latky.
Teplota tani: 195 — 197 °C. (Literatura*** 196 °C; 196 — 197 °C.)
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Sumarni vzorec: C;3H11NO3

Molekulova hmotnost: 229,24 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO): § = 6.41 (d, 2 H, J = 8.4 Hz, H-3, H-5), 7.10-7-15 (m, 1 H,
H-4%), 7.19 (t, 1 H, J = 8.4 Hz, H-4), 7.32-7-38 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.61-7-65 (m, 2 H,
H-2", H-6"), 10.73 (bs, 1 H, NH), 12.24 (bs, 2 H, OH).

3C NMR (75 MHz, DMSO): & = 104.3, 107.6, 121.2, 124.7, 129.2, 133.8, 13.7, 159.8,
168.3.

IR(KBFr): v(C=0) = 1654 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 68.11 % C; 4.84 % H; 6.11 % N.

Nalezeno: 68.22 % C; 4.96 % H; 6.16 % N.

b) 2,6-dihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (4b)

Bylo ziskéno 4,8 g (76% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 201 — 203 °C. (Literatura®* 198 — 199 °C.)

Sumarni vzorec: C14H13NO3

Molekulova hmotnost: 243,26 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 5 = 2.28 (s, 3 H, CH3), 6.43 (d, 2 H, J = 8.4 Hz, H-3, H-
5), 7.16-7.22 (m, 3 H, H-4, H-3", H-5"), 7.50-56 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.69 (bs, 1 H,
NH), 12.34 (bs, 2 H, OH).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 20.7, 104.1, 107.6, 121.2, 129.5, 133.8, 133.9,
135.1, 159.9, 168.3.

IR: v(C=0) = 1651 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 69.12 % C; 5.39 % H; 5.76 % N.

Nalezeno: 68.88 % C; 5.51 % H; 5.81 % N.

c) N-(4-chlorofenyl)-2,6-dihydroxybenzamid (4c)
Bylo ziskano 4,3 g (63% vytézek) bilé krystalické latky.
Teplota tani: 225 - 228 °C. (Literatura® 224 °C.)
Sumarni vzorec: C13H10CINO;

Molekulova hmotnost: 263,68 g/mol
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 6.42 (d, 2 H, J = 8.1 Hz, H-3, H-5), 7.19 (t, 1 H, J =
8.1 Hz, H-4), 7.39-7.45 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.66-7-72 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.74 (bs, 1
H, NH), 11.97 (bs, 2 H, OH).

B3C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 105.1, 107.5, 122.6, 128.2, 129.0, 133.7, 136.8,
159.5, 168.1.

IR(KBr): v(C=0) = 1648 cm™

Elementarni analyza:

Vypocéteno: 59.22 % C; 3.82 % H; 5.31 % N.

Nalezeno: 59.40 % C; 3.89 % H; 5.41 % N.

d) N-(4-methoxyfenyl)-2,6-dihydroxybenzamid (4d)

Bylo ziskéano 3,7 g (55% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 213 — 215 °C. (Literatura® 213 — 214 °C.)

Sumarni vzorec: C14H13NO,4

Molekulova hmotnost: 259,26 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 3.75 (s, 3 H, OCH3), 6.42 (d, 2 H, J = 8.1 Hz, H-3,
H-5), 6.90-6.97 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.20 (t, 1 H, J = 8.1 Hz, H-4), 7.52-7.58 (m, 2 H, H-
2',H-6"), 10.63 (bs, 1 H, NH), 12.40 (bs, 2 H, OH).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 55.4, 103.8, 107.6, 114.2, 122.9, 130,5, 133.8,
156.4, 160.0, 168.1.

IR: v(C=0) = 1652 cm™

Elementarni analyza:

Vypoéteno: 64.86 % C; 5.05 % H; 5.40 % N.

Nalezeno: 64.96 % C; 5.26 % H; 24.50 % N.

5.2 PRIPRAVA HYDROXYDERIVATU 3-FENYL-2H-1,3-BENZOXAZIN-
2,4(3H)-DIONU

Schéma reakce:
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31



Obecny postup:

Do 150ml destilaéni banky bylo pfedlozeno 0,005 mol vychoziho
dihydroxybenzanilidu a 40 ml pyridinu a smés byla ochlazena ve smési voda-led-NaCl na
-5 - 0 °C. Poté bylo piikapano 0,5 ml (0,006 mol) methyl-chlorformiatu (teplota smési
nesmi prekrocit +5 °C) a ponechano jesté 10 minut michat pfi laboratorni teploté. Reakéni
smés byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em na olejové 1azni 2 hodiny a poté michana 12
hodin za laboratorni teploty. Néasledné byla reakéni smés prevedena do kadinky,
okyselena 5% HCI na hodnotu pH = 6, coZ se projevilo vznikem bilého zdkalu, a poté
ponechana v lednici dokud se nevytvotily krystaly. Vznikly produkt byl odfiltrovan na

Biichnerové nélevce a nékolikrat promyt vodou. Produkt byl rekrystalovan z ethanolu.

Latky (5a-8d) byly suseny v exsikatoru, charakterizovany teplotou tani, NMR a IC

spektry a elementdrni analyzou.

R! R?
Q /@ R 3-0H 4-H
. /L 4-OH 4-CHs
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5-OH 4-Cl
6-OH d | 4-OCHjs
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5.2.1 3-fenyl-8-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony

Cyklizaci  odpovidajiciho  2,3-dihydroxybenzanilidu (1) byly pfipraveny
nasledujici 3-fenyl-8-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony (5):
a) 3-fenyl-8-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (5a)
Bylo ziskéano 1,1 g (88% vytézek) bilé krystalické latky.
Teplota tani: 276 - 278,5 °C.
Sumarni vzorec: C14HgNO,
Molekulova hmotnost: 255,23 g/mol
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6=7.24 (t, 1 H,J = 7.8 Hz, H-6), 7.31 (dd, 1 H, J = 1.8
Hz,J=7.8 Hz, H-7), 7.40 (dd, 1 H, J = 1.8 Hz, J = 7.8 Hz, H-5), 7.42-7.54 (m, 5 H, H-2",
H-3', H-4",H-5", H-6"), 10.54 (bs, 1 H, OH).
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 116.1, 116.9, 122.2, 125.4, 128.8, 129.2, 135.6,
141.7, 145.2, 147.7, 161.1.

IR(KBr): v(C=0) = 1785 cm™; 1676 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 65.88 % C; 3.55 % H; 5.49 % N.

Nalezeno: 65.96 % C; 3.77 % H; 5.58 % N.

b) 8-hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (5b)

Bylo ziskano 1,2 g (91% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 243 — 245 °C

Sumarni vzorec: C;sH11NO,

Molekulova hmotnost: 269,26 g/mol

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 2.37 (s, 3 H, CHs), 7.23 (t, 1 H, J = 7.5 Hz,
H-6), 7.25-7.34 (m, 5 H, H-7, H-2", H-3", H-5", H-6"), 7.39 (dd, 1 H,J =18 Hz,J =75
Hz, H-5), 10.49 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (63 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 20.5, 115.5, 116.5, 121.8, 124.9, 128.0,
129.2,132.4,137.9, 141.2, 144.7, 147.3, 160.7.

IR(KBr): v(C=0) = 1753 cm™; 1701 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 66.91 % C; 4.12 % H; 5.20 % N.

Nalezeno: 67.09 % C; 4.22 % H; 5.22 % N.

c) 3-(4-chlorfenyl)-8-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (5c¢)

Bylo ziskéano 1,2 g (84% vytéZek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 255 — 257 °C.

Sumarni vzorec: C14HsCINO,

Molekulova hmotnost: 289,68 g/mol

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6=7.24 (t, 1 H,J = 7.8 Hz, H-6), 7.30 (dd, 1 H, J = 1.8
Hz,J=7.8 Hz, H-7),7.39 (dd, 1 H, J = 1.8 Hz, J = 7.5 Hz, H-5), 7.44-7-50 (m, 2 H, H-3",
H-57), 7.54-7.61 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.55 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 116.0, 116.9, 122.3, 125.4, 129.3, 130.8, 133.5,
134.5, 141.6, 145.2, 147.6, 161.1.

IR(KBr): v(C=0) = 1742 cm™; 1699 cm™
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Elementarni analyza:
Vypocteno: 58.05 % C; 2.78 % H; 4.84 % N.
Nalezeno: 57.87 % C; 2.91 % H; 4.84 % N.

d) 8-hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (5d)

Bylo ziskano 1,3 g (89% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 245 — 247 °C.

Sumarni vzorec: C;5H11NOsg

Molekulova hmotnost: 285,26 g/mol

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 3.81 (s, 3 H, OCH3), 7.00-7-07 (m, 2 H, H-3",
H-59,7.23 (t, 1 H, J = 7.8 Hz, H-6), 7.27-7.36 (m, 3 H, H-7, H-2", H-6"), 7.39 (dd, 1 H, J
=1.8 Hz, J=7.8 Hz, H-5), 10.48 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 55.6, 114.4, 116.1, 116.9, 122.1, 125.3, 128.0,
129.9, 141.6, 145.2, 147.9, 159.4, 161.3.

IR(KBr): v(c=0) =1766 cm™; 1704 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 63.16 % C; 3.89 % H; 4.91 % N.

Nalezeno: 63.29 % C; 4.11 % H; 4.88 % N.

5.2.2 3-fenyl-7-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony

Cyklizaci  odpovidajiciho  2,4-dihydroxybenzanilidu (2) byly pfipraveny
nasledujici 3-fenyl-7-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony (6):
a) 3-fenyl-7-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (6a)
Bylo ziskéano 1,0 g (81% vytéZek) bilé krystalické latky.
Teplota tani: 283 — 286 °C.
Sumarni vzorec: C14HgNO,
Molekulova hmotnost: 255,23 g/mol
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 6.74 (d, 1 H, J = 2.1 Hz, H-8), 6.86 (dd, 1 H, J =
2.1 Hz, J =8.7 Hz, H-6), 7.38-7.52 (m, 5 H, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"), 7.82 (d, 1 H, J
= 8.7 Hz, H-5), 11.08 (bs, 1 H, OH).
BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 101.9, 106.3, 114.1, 129.2, 129.5, 130.9, 133.4,
134.4, 148.0, 154.6, 160.3, 164.9.
IR(KBr): v(C=0) = 1770 cm™; 1699 cm™
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Elementarni analyza:
Vypocteno: 65.88% C; 3.55% H; 5.49% N.
Nalezeno: 65.59% C; 3.62% H; 5.49% N.

b) 7-hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (6b)

Bylo ziskano 1,2 g (86% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 282 — 285 °C.

Sumarni vzorec: C;5sH11NO4

Molekulova hmotnost: 269,26 g/mol

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 2.37 (s, 3 H, CH3), 6.73 (d, 1 H, J = 2.1 Hz, H-8),
6.85 (dd, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 8.7 Hz, H-6), 7.23-7.31 (m, 4 H, H-2", H-3", H5", H-6"),
7.81(d, 1 H, J=8.7 Hz, H-5), 11.07 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 21.0, 101.8, 106.4, 114.0, 128.6, 129.5, 129.6,
132.8, 138.2, 148.3, 154.5, 160.4, 164.8.

IR(KBr): v(C=0) = 1771 cm™; 1698 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 66.91 % C; 4.12 % H; 5.20 % N.

Nalezeno: 66.98 % C; 4.29 % H; 5.23 % N.

c) 3-(4-chlorfenyl)-7-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (6¢)

Bylo ziskéno 1,1 g (77% vytézek) bilé krystalicke latky.

Teplota tani: 250 — 252 °C.

Sumarni vzorec: C14HgCINO,

Molekulova hmotnost: 289,68 g/mol

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 6.74 (d, 1 H, J = 2.1 Hz, H-8), 6.86 (dd, 1 H, J =
2.1 Hz, J = 8.4 Hz, H-6), 7.41-7-47 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.53-7.59 (m, 2 H, H-2", H-
6,7.81 (d, 1 H, J = 8.7 Hz, H-5), 11.10 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 101.9, 106.3, 114.1, 129.2, 129.5, 130.9, 133.4,
134.4, 148.0, 154.6, 160.3, 164.9.

IR(KBr): v(C=0) = 1766 cm™; 1703 cm™

Elementarni analyza:

Vypoéteno: 58.05 % C; 2.78 % H; 4.84 % N.

Nalezeno: 58.31 % C; 2.86 % H; 4.76 % N.
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d) 7-hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (6d)

Bylo ziskano 1,2 g (84% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 262 — 265 °C.

Sumarni vzorec: C;5H11NOsg

Molekulova hmotnost: 285,26 g/mol

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-d): & =3.80 (s, 3 H, OCH3), 6.73 (d, 1 H, J = 2.1 Hz, H-8),
6.85 (dd, 1 H, J = 2.1 Hz, J = 8.7 Hz, H-6), 6.99-7.05 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.27-7.32 (m,
2H,H-2"H-6"),7.81(d, 1 H, J=8.7 Hz, H-5), 11.05 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 56.0, 102.3, 106.9, 114.5, 114.8, 128.5, 130.0,
130.4, 148.8, 155.0, 159.8, 161.0, 165.3.

IR(KBr): v(C=0) = 1766 cm™; 1704 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 63.16 % C; 3.89 % H; 4.91 % N.

Nalezeno: 63.21 % C; 3.97 % H; 5.06 % N.

5.2.3 3-fenyl-6-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony

Cyklizaci  odpovidajiciho  2,5-dihydroxybenzanilidu (3) byly pfipraveny
nasledujici 3-fenyl-6-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony (7):
a) 3-fenyl-6-hydroxy-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (7a)
Bylo ziskéno 1,1 g (89% vytézek) bilé krystalicke latky.
Teplota tani: 266 — 269 °C.
Sumarni vzorec: Ci4sHgNO,
Molekulova hmotnost: 255,23 g/mol
'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & =7.24 (dd, 1 H, J = 2.7 Hz, J = 8.7 Hz, H-7), 7.28 (d,
1H,J=24Hz, H-5),7.35(d, 1 H, J=8.7 Hz, H-8), 7.38-7.54 (m, 5 H, H-2", H-3", H-4",
H-5", H-67), 11.05 (bs, 1 H, OH).
BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 111.3, 115.4, 117.8, 124.2, 128.8, 129.2, 135.6,
145.8, 148.0, 154.7, 160.9.
IR(KBr): v(C=0) = 1735 cm™; 1680 cm™
Elementarni analyza:
Vypoéteno: 65.88 % C; 3.55 % H; 5.49 % N.
Nalezeno: 65.71 % C; 3.82 % H; 5.53 % N.
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b) 6-hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (7b)

Bylo ziskano 1,2 g (87% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 269 — 272 °C.

Sumarni vzorec: C;5sH11NO4

Molekulova hmotnost: 269,26 g/mol

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 2.37 (s, 3 H, CHs), 7.23 (dd, 1 H, J = 3.0 Hz, J =
8.7 Hz, H-7), 7.26-7-35 (m, 6 H, H-5, H-8, H-2", H-3", H5', H6"), 10.04 (bs, 1 H, OH).
BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 21.0, 111.3, 115.4, 117.8, 124.2, 128.5, 129.7,
132.9, 138.3, 145.8, 148.0, 154.7, 160.9.

IR(KBr): v(C=0) = 1749 cm™; 1683 cm™

Elementarni analyza:

Vypoéteno: 66.91 % C; 4.12 % H; 5.20 % N.

Nalezeno: 66.59 % C; 4.24 % H; 5.33 % N.

c) 3-(4-chlorfenyl)-6-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (7c)

Bylo ziskéano 1,2 g (83% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 233 — 235 °C.

Sumarni vzorec: C14HsCINO,

Molekulova hmotnost: 289,68 g/mol

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 7.20-7.24 (m, 2 H, H-5, H-7), 7.34 (d, 1 H, J = 8.3
Hz, H-8), 7.42-7.47 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.54-7.59 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.15 (bs, 1 H,
OH).

BC-NMR (63 MHz, DMSO-dg): & = 110.8, 114.8, 117.4, 123.9, 128.8, 130.3, 133.1,
133.9, 145.3, 147.3, 154.2, 160.3.

IR(KBr): v(C=0) = 1749 cm™; 1685 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 58.05 % C; 2.78 % H; 4.84 % N.

Nalezeno: 57.81 % C; 2.75 % H; 4.84 % N.

d) 6-hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (7d)
Bylo ziskano 1,3 g (90% vytézek) bilé krystalicke latky.

Teplota tani: 275 — 278 °C

Sumarni vzorec: C;5H11NOs5

Molekulova hmotnost: 285,26 g/mol
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 3.81 (s, 3 H, OCH3), 7.00-7.06 (m, 2 H, H-3", H-
57,7.23(dd, 1 H, J = 2.7 Hz, J = 8.7 Hz, H-7), 7.27 (d, 1 H, J = 2.4 Hz, H-5), 7.28-7.35
(m, 3H, H-8, H-2", H-6"), 10.04 (bs, 1 H, OH).

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 55.6, 111.3, 114.4, 115.4, 117.8, 124.2, 128.0,
129.8, 145.8, 148.2, 154.7, 159.4, 161.0.

IR(KBr): v(C=0) = 1751 cm™; 1704 cm™

Elementarni analyza:

Vypoéteno: 63.16 % C; 3.89 % H; 4.91 % N.

Nalezeno: 62.91 % C; 3.98 % H: 4.84 % N.

5.2.4 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony

Cyklizaci  odpovidajiciho  2,6-dihydroxybenzanilidu (4) byly pfipraveny
nasledujici 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony (8):
a) 3-fenyl-5-hydroxy-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (8a)
Bylo ziskéano 3,4 g (87% vytézek) bilé krystalické latky.
Teplota tani: 172 — 173 °C. (Literatura* 169-170 °C)
Sumarni vzorec: C14HgNO,
Molekulova hmotnost: 255,23 g/mol
'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): § = 6.88 (d, 1 H, J = 8.3 Hz, H-6), 6.92 (d, 1 H, J = 8.3
Hz, H-8), 7.44-7.57 (m, 5 H, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"), 7.69 (t, 1 H, J = 8.3 Hz, H-7),
10.78 (bs, 1 H, OH).
BC-NMR (63 MHz, DMSO-dg): & = 100.9, 105.9, 112.0, 128.2, 128.7, 128.8, 133.9,
136.9, 146.7, 152.3, 159.1, 164.3.
IR(KBr): v(C=0) = 1761 cm™; 1662 cm™
Elementarni analyza:
Vypocteno: 65.88 % C; 3.55 % H; 5.49 % N.
Nalezeno: 65.95 % C; 3.76 % H; 5.63 % N.

b) 5-hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (8b)
Bylo ziskano 3,9 g (89% vytézek) bilé krystalicke latky.

Teplota tani: 179 — 181 °C. (Literatura* 177 - 177,5 °C.)

Sumarni vzorec: C;sH11NO,

Molekulova hmotnost: 269,26 g/mol
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'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & =2.38 (5, 3 H, CH3), 6.88 (dd, 1 H, J = 0.9 Hz, J =
8.4 Hz, H-6), 6.93 (dd, 1 H, J = 0.9 Hz, J = 8.1 Hz, H-8), 7.29-7.35 (m, 4 H, H-2", H-3",
H-5',H-6"), 7.69 (t, 1 H, J = 8.4 Hz, H-7), 10.79 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): § = 21.0, 101.5, 106.4, 112.5, 128.5, 129.8, 31.8, 137.4,
138.7, 147.3, 152.8, 159.7, 165.0.

IR(KBr): v(C=0) = 1752 cm™; 1667 cm™

Elementarni analyza:

Vypoéteno: 66.91 % C; 4.12 % H; 5.20 % N.

Nalezeno: 66.38 % C; 4.29 % H; 5.26 % N.

c) 3-(4-chlorofenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (8c)

Bylo ziskéano 3,4 g (93% vytézek) bilé krystalické latky.

Teplota tani: 232 — 234 °C. (Literatura* 226 — 228 °C.)

Sumarni vzorec: C14HsCINO,

Molekulova hmotnost: 289,68 g/mol

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): § = 6.84-6.95 (m, 2 H, H-6, H-8), 7.44-7-52 (m, 2 H,
H-3, H-5"), 7.54-7.62 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.68 (t, 1 H, J = 8.3 Hz, H-7), 10.68 (bs, 1 H,
OH).

BC-NMR (63 MHz, DMSO-dg): & = 101.7, 106.7, 112.9, 129.6, 131.0, 133.5, 134.2,
137.7, 147.3, 153.0, 159.9, 164.9.

IR(KBr): v(C=0) = 1757 cm™; 1666 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 58.05 % C; 2.78 % H; 4.84 % N.

Nalezeno: 57.89 % C; 3.09 % H; 4.86 % N.

d) 5-hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (8d)

Bylo ziskéno 2,8 g (85% vytézek) bilé krystalicke latky.

Teplota tani: 212 — 214 °C.

Sumarni vzorec: C;5H11NOs5

Molekulova hmotnost: 285,26 g/mol

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 3.81 (s, 3 H, OCH3), 6.87 (dd, 1 H, J = 0.9
Hz, J = 8.4 Hz, H-6), 6.92 (dd, 1 H, J = 0.9 Hz, J = 8.1 Hz, H-8), 7.02-7.08 (m, 2 H, H-3",
H-5%), 7.33-7.39 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.69 (t, 1 H, J = 8.4 Hz, H-7), 10.81 (bs, 1 H, OH).
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BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 55.6, 101.5, 106.4, 112.4, 114.5, 126.8,
129.8, 137.4, 147.4, 152.8, 159.6, 159.7, 165.2.

IR(KBr): v(C=0) = 1765 cm™; 1679 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 63.16 % C; 3.89 % H; 4.91 % N.

Nalezeno: 63.20 % C; 4.04 % H: 5.07 % N.

5.3 METODY POUZITE V EXPERIMENTALNI CASTI

Pribéh reakci a Cistotu produkti jsem sledovala pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC) na Silufolu UV 254/366. Jako mobilni fazi jsem pouzivala toluen,
chloroform, ethyl-acetat nebo smés aceton - hexan v riznych pomérech. Produkty jsem
Cistila sloupcovou chromatografii za pouziti Silikagelu Merck 60 jako stacionarni faze a
smési aceton - hexan v riznych pomérech jako mobilni faze.

Vzorky Kk analyze a biologickému hodnoceni jsem suSila 8 hodin nad oxidem
fosforeénym za snizeného tlaku pii teploté 60 °C. Teploty tani jsou stanoveny na
automatickém piistroji Biichi Melting Point B-545. M&feni *H-NMR a *C-NMR spekter
bylo provadéno v deuterovaném dimethylsulfoxidu na pfistroji Varian Merkury-VXx BB
300. Chemicky posun ¢ je udavan v jednotkach ppm vzhledem k tetramethylsilanu za
pouziti signalu rozpoustédla jako sekundédrniho standardu (2,49 pro 'H a 39,7 pro 13C).
InfraCervena spektra byla méfena v tabletich bromidu draselného na ptistroji NICOLET
IMPACT 400.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

Byly ptipraveny Ctyii fady dihydroxybenzanilidi (1-4) substituovanych v para-
poloze anilinové ¢asti molekuly. Volba substituenti — methyl, chlor, a methoxyskupina -
vychazi z Toplissova operacniho schématu. Prehled pfipravenych dihydroxybenzanilida
je uveden v Piiloze (Tab €. 1). Jejich cyklizaci byly pfipraveny ¢tyii fady odpovidajicich
3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont, a to s hydroxyskupinou v poloze 8, 7, 6 a 5 (5-
8). Jejich piehled podava Tab &. 4. Viechny latky byly charakterizovany teplotou tani, IC
a NMR a elementéarni analyzou.

Pii piipravé vychozich dihydroxybenzanilidi (1-4) jsem zvolila metodu, ktera
vychazi s prislusné dihydroxybenzoové kyseliny a odpovidajiciho anilinu. Jako ¢inidlo
vytvarejici chlorid kyseliny jsem pouzila chlorid fosfority a reakce probihala
v chlorbenzenu. Syntézu jsem optimalizovala pro provedeni v mikrovinném reaktoru, pfi
kterém se vyrazné zkratil reak¢éni ¢as. Oproti zahfivani bez pouziti reaktoru, které trva 2 —
3 hodiny,® se p#i provedeni reakce v mikrovinném reaktoru zkrati reakéni Cas na 20
minut (pfi vykonu 600 W). Také se osvédcilo pred ¢isténim produktl krystalizaci pouzit
sloupcovou chromatografii. Dosazené vytézky Cinily 55 — 81 %.

Pii syntéze 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diond (5-8) jsem vychazela
z ptipravenych dihydroxybenzanilidi. Pouzila jsem methyl-chlorformiat jako cykliza¢ni
¢inidlo a pyridin jako rozpoustédlo. Trochu obtizna byla zpocatku izolace produktu z bilé
heterogenni smési, ktera vznikla po okyseleni zfedénou kyselinou chlorovodikovou. Jeji
ochlazeni v mrazicim boxu do vylouceni bilé krystalické latky umoznilo nésledné
odfiltrovani produktu. Touto metodou byly pfipraveny substituované 3-fenyl-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-diony ve vytézku 77 — 94 %.

Antifungalni aktivita pfipravenych latek byla hodnocena mikrodilu¢ni bujonovou
metodou in vitro viaci Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata,
Trichosporon asahii (diive oznacovan® jako T. beigeli), Trichophyton mentagrophytes,
Aspergillus fumigatus a Absidia corymbifera za pouziti ketokonazolu jako standardu
(podrobnéji  k pouzit¢ metode napf.35). Minimalni inhibi¢ni koncentrace pro
dihydroxybenzanilidy (1-4) jsou uvedeny v Tab. ¢. 2 a pro 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-diony (5-8) v Tab. ¢. 5 v Priloze.

Jedinou latkou ze skupiny dihydroxybenzanilidi (1-4), u niz byla zjisténa alespon

v piipadé jednoho mikroorganismuu aktivita srovnatelna s timto standardem, byl N-(4-
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chlorfenyl)-2,6-dihydroxybenzamid (4c), a to viaci T. mentagrophytes (MIC = 2
umol.dm™). Pokud jde o vliv substituentd v para-poloze fenylu na aktivitu, jsou
jednoznaéné nejucinnéjsi chlorderivaty (c). Nelze vSak podle nich provést Gplné
porovnani vlivu polohy hydroxylu na aktivitu, jelikoZ shodou okolnosti nebyl testovan
2,4-dihydroxyderivat 2c. Podle tohoto kriteria by byla fada 2,6-dihydroxybenzanilidda 4
ucinngjsi nez 2,3-dihydroxybenzanilidy 1, nebot’ latka 1c je aktivnéj$i nez 4c jen vuci
dvéma kmentim, C. tropicalis a C. glabrata. Pokud by se vzala v tivahu vSechna data pro
ob¢ tady, opraviiovalo by to k opaénému zavéru, ze ,,v priméru jsou aktivnéjsi 2,3-
dihydroxybenzanilidy 1.

Z hodnoceni antifungalnich dat 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont (5-8)
vyplyva, Ze cyklizace biologickou aktivitu zhorSuje. Vyjimkou, kterd stoji za zminku, je
aktivita chlorderivatu 5¢ vici C. glabrata, ktera je srovnatelna (ne-li vyssi) s aktivitou
chlorderivaty (c). Posuzujeme-li podle nich vliv polohy hydroxylu na aktivitu, jsou
bezpochyby u¢inngjsi 2,3-dihydroxy-izomery 5 nez 2,6-dihydroxy-izomery 8. MIC pro
Trichophyton mentagrophytes (7,8 pmol.dm™) a Trichosporon asahii jsou jediné 2
ptipady, kdy je latka 8c aktivné&jsi nez jeji izomer 5c.

Hodnoceni antimykobakterialni aktivity ptipravenych latek in vitro na Sulové
pudé neni dosud ukoncCeno. Dosud znamé minimalni inhibi¢ni koncentrace pro
dihydroxybenzanilidy (1-4) jsou uvedeny v Tab. ¢. 3 a pro 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-diony (5-8) v Tab. ¢. 6 v Priloze.
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7. ZAVER

Syntetizovala jsem 16 dihydroxybenzanilidi (z toho Sest dosud nepopsanych).
Provedenim reakce vV mikrovinném reaktoru se dosahlo podstatného zkraceni reakéniho
casu.

CykKlizaci ptipravenych dihydroxybenzanilidii jsem ziskala 16 hydroxyderivati 3-
fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont (z toho 13 dosud nepopsanych).

Struktura viech produktii byla potvrzena NMR a IC spekry.

Ptipravené latky byly podrobeny hodnoceni antifungalni aktivity; zadna z nich vSak
nebyla ucinnéjsi nez ketokonazol, pouzity jako standard.

Hodnoceni antimykobakteridlni aktivity dosud neni ukoncéeno.
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9. PRILOHY

Tabulka ¢. 1

Ptehled pipravenych dihydroxybenzanilida

Rl R2
0 /@ . 1| 3OH a 4-H
N 2 4-OH b 4-CH;

R? H 3 5-OH c 4-Cl

OH 4 6-OH d 4-OCHjs
Latka S\l/lznol:-'l;'(l:li g/I\r:l{o | Vyf)iiek T. tz’u:z’j (Lit.) v(CCr:_?)

la | CisHiNO3 | 229,24 75 113-114 1642
1b | CuH1sNOs | 243,26 81 161-163 1653
1C | CisH1oCINOs | 263,68 69 137-139 1647
1d CiH13NO; | 259,26 77 129-130 1640
2a | CiHuNOs | 229,24 66  |132-134 (139; 129-132) | 1653
2b | CuHiNO; | 24326 71 164-166 (178-9) 1636
2C | Ci3H1oCINOs | 263,68 55 166-168 1647
2d CiH13NO, | 259,26 62 191-193 (198) 1645
3a | CuiHiNO; | 229,24 58 | 176-179 (187-8; 160-3) | 1635
3b C14H1sNO;z | 243,26 71 208-210 1636
3C | C13H1CINO; | 263,68 59 204-207 1635
3d Ci4H13NO; | 259,26 63 114-115 (114-5) 1680
4a | CyH;NO; | 229,24 72 195-197 (196; 196-7) 1654
4b C14H1sNO; | 243,26 76 201-203 (198-9) 1651
4C | C13H1CINO; | 263,68 63 225-228 (224) 1648
4d C14H1sNO, | 259,26 55 213-215 (213-4) 1652
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Tabulka ¢. 2
Antifungalni aktivita dihydroxybenzanilidi in vitro — MIC (umol.dm™)

Latka CA CT CK CG TA AF AC ™
24h | 48h [ 24h | 48h | 24h | 48h |(24h | 48h | 24h |48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 72h |120h
la 1563 | 625 | 7,81 | 1563 | 625 | 625 |7,81 | 1563 | 6255 | 125 | 62,5 | 250 125 125 | 31,25 | 31,25
1b 31,25 | 62,5 78 |1562 | 31,25 | 625 | 7,8 | 1562 | 625 | 125 | 125 125 | 625 | 62,5 |31,25 |31,25
1c 781 |[31,25 (391 | 781 |1563 |31,25 (391 | 7,81 |31,25 | 625 (3125 | 125 | 62,5 |31,25 | 7,81 | 15,63
1d 31,25 | 625 | 625 | 625 |31,25 | 625 |625 | 625 |31,25 | 625 | 625 | 250 | 15,62 |15,62 | 31,25 |31,25
2a 62,5 | 125 | 250 250 250 250 | 250 | 250 250 | 250 | 125 250 250 250 |31,25 | 62,5
2b 125 500 | 500 | >500 | 500 | >500 | 500 | 500 500 | 500 | 500 | 500 | 500 500 500 500
2C — — — — — — — — — — — — — — — —
2d 250 500 |>500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | 500 | 500 | >500 |>500 | >500 | >500 | >500 | >500
3b 125 250 | 250 250 500 500 | 250 | 500 250 | 250 | 250 | 250 250 250 125 125
3c 31,25 | 62,5 | 125 125 125 250 | 125 | 250 250 | 250 | 125 250 125 250 |31,25 | 62,5
3d >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 |>125| >125 | >125 |>125 | >125 |>125 | >125 | >125 | >125 | >125
4a 250 250 | 250 250 125 250 | 125 | 250 | 62,5 | 250 | 62,5 | 250 125 250 | 31,25 | 31,25
4b 15,63 | 31,25 | 625 | 62,5 |31,25 [31,25 |625 | 625 [31,25 | 625 |3125 |625 | 625 | 625 | 7,81 | 15,63
4c 391 | 7,81 |1563 31,25 | 7,81 | 7,81 |15,63|31,25 | 7,81 |15,63 | 15,63 |31,25 | 15,63 | 31,25 | 1,95 | 1,95
4d 125 125 | 250 500 125 250 | 250 | 250 125 | 250 | 125 250 125 125 125 125
ketokonazol| 0,061 | 0,122 | 195 | 391 | 195 | 391 | 0,49| 1,95 | 0,061 | 0,122 7,81 | 7,81 | 1563 | 31,25 | 0,49 | 1,95

Testované kmeny: CA - Candida albicans, CT- Candida tropicalis, CK - Candida krusei, CG - Candida glabrata, TA- Trichosporon asahii,
TM- Trichophyton mentagrophytes, AF - Aspergillus fumigatus, AC - Absidia corymbifera



Tabulka ¢. 3

Antimykobakterialni aktivita N-fenyldihydroxybenzamidi in vitro - MIC (umol.dm™)

M. tuberculosis| M. avium M. kansasii M. kansasii
Latka | My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96

14d | 21d | 14d | 21d 7d 14d | 21d 7d 14d | 21d
la 125 | 250 | 500 | 500 | 250 | 250 | 500 | 250 | 500 | 500
1b 250 | 250 | 500 | 500 | 125 | 250 | 500 | 125 | 250 | 500
1c 250 500 500 500 250 500 500 125 250 500

1d — — — — — — — — — —
4a 32 62,5 | 62,5 | 125 32 62,5 | 62,5 32 62,5 | 62,5
4b 625 | 625 | 32 | 625 | 32 | 625 | 625 | 32 | 625 | 625
4c 32 625 | 32 | 625 | 16 32 | 625 | 16 32 | 625

4d — — — — — — — — — —

INH 0,5 0,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 2 4 4




Tabulka ¢. 4

Ptehled ptipravenych N-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont

R' R?

0 /@ . 5| sor a 4-H
6 4-OH b 4-CHs

R! /L 7 5-OH C 4-Cl
O O 8 6-OH d 4-OCHjs

Latka S\l/lznol:-'l;'(l:li g/I\r:I{o | Vyg/éoiek T. ti’ll:é (Lit.) v(CCr:_(l))
5a C14H9NO4 255,23 88 276-278 1785, 1676
5b CisH1iNOs | 269,26 91 243-245 1753,1701
5¢ | Ci4HsCINO, | 289,68 94 255-257 1742, 1699
5d CisH11NOs | 285,26 89 245-247 1766, 1704
6a C14H9NO4 255,23 81 283-286 1770, 1699
6b CisHitNOs | 269,26 86 282-285 1771, 1698
6c | C14HsCINO, | 289,68 77 250-252 1766, 1703
6d CisH11INOs | 285,26 84 262-265 1766, 1704
7a C14H9NO4 255,23 89 266-269 1735, 1680
7b CisH11NOs | 269,26 87 269-272 1749, 1683
7c | C14HgCINO, | 289,68 83 233-235 1749, 1685
7d CisH11NOs | 285,26 90 275-278 1751, 1706
8a C14H9NO4 255,23 87 172-173 (169-170) | 1761, 1662
8b C15H11NO4 269,26 89 179-181 (177-7,5) 1752, 1667
8c || C14HsCINO, | 289,68 93 232-234 (226-228) | 1757, 1666
8d CisH11NOs | 285,26 85 212-214 1765, 1679
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Tabulka ¢. 5

Antifungalni aktivita N-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont in vitro — MIC (umol.dm™)

Liatka CA CT CK CG TA AF AC ™
24 h 48h | 24h | 48h 24 h 48h | 24h | 48h 24h | 48h | 24h | 48h | 24h 48 h 72h | 120h
5a 125 250 250 250 250 250 | 625 | 625 250 250 250 500 250 250 125 125
5b 125 125 125 250 125 125 |15,62| 31,25 | 62,5 125 125 250 125 125 | 31,25 | 31,25
5¢c 15,62 | 31,25 | 31,25 | 62,5 | 31,25 | 31,25 | 3,9 3,9 31,25 | 62,5 | 62,5 125 | 15,62 | 31,25 | 62,5 62,5
5d 125 125 250 250 125 125 [31,25| 31,25 | 250 250 250 500 250 250 250 250
6a >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 500 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
6b 500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 250 500
6¢C 500 500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 500 125 250
6d >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125| >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125
7a 500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 250 250
7b >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 250 250
7c 250 500 | >500 | >500 | >500 | >500 |>500| >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500 125 125
7d 250 250 250 250 250 250 | 250 | 250 250 250 | >500 | >500 | >500 | >500 250 500
8a 125 250 250 500 250 250 | 500 | 500 125 125 125 250 250 250 | 31,25 | 31,25
8b 125 125 125 125 125 125 | 250 | 250 62,5 125 62,5 125 125 125 | 31,25 | 31,25
8c 125 125 125 125 125 125 125 125 7,81 | 15,62 | 125 125 125 125 7,81 7,81
8d 250 250 | >125 | >125 | >125 | >125 |>125| >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125
ketokonazol| 0,061 | 0,122| 1,95 | 3,91 1,95 391 | 049| 195 | 0,061| 0,122 781 | 7,81 | 1563 | 31,25| 0,49 1,95

Testované kmeny: CA - Candida albicans, CT- Candida tropicalis, CK - Candida krusei, CG - Candida glabrata, TA- Trichosporon asahii,

TM- Trichophyton mentagrophytes, AF - Aspergillus fumigatus, AC - Absidia corymbifera




Tabulka ¢. 6
Antimykobakterialni aktivita N-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diond in vitro -

MIC (umol.dm™)

M. tuberculosis| M. avium M. kansasii M. kansasii
Latka | My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
14d | 21d | 14d | 21d 7d 14d | 21d 7d 14d | 21d
8a 32 625 | 32 | 625 | 32 | 625 | 125 32 | 62,5 | 125
8b 32 625 | 32 | 62,5 16 32 | 625 | 16 32 | 625
8c 16 32 16 32 16 32 | 625 | 16 32 | 625
INH 0,5 0,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 2 4 4




