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1. UVOD
Tuberkuloza

Tuberkuldza je bakteridlni onemocnéni, které nepatii jen do minulosti. Radi se stale mezi
nakazlivé a tézce léCitelné onemocnéni, v roce 1993 vyhlasila Svétova zdravotnicka organizace
tuberkul6zu za nemoc ohrozujici zdravi lidi po celém svéte. 2

Tuberkuldza se mezi lidmi vyskytuje n¢kolik staleti, teprve v roce 1882 odhalil puvodce
onemocnéni  némecky 1ékat  Robert Koch.? Nemoc vyvolavaji  bakterie  rodu
Mykobacterium.

U c¢loveka je hlavni pavodce M. tuberculosis, onemocnéni mize byt vyvolano i jinymi
druhy mykobakterii : M. bovis, M. microti, M. africanum. K néakaze dochazi cestou respira¢ni
nebo alimentdrni od nemocného ¢lovéka nebo zvifete. Vlastni onemocnéni je projevem imunitni
odpovédi na pronikla mykobakteria. Tkan je niCena obrannymi mechanismy a patologické
projevy jsou odrazem prubéhu onemocnéni. Nakazliva je forma plicni i mimoplicni, projevy jsou
rizné : meningitidy, pleuritidy, postiZzeni ledvin, patefe ¢i jinych kosti a kloubti. Po mésicich,
letech ¢i desetiletich od probéhlé nemoci muze dojit k reaktivaci. Stava se tak, pokud imunitni
mechanismy nezni¢i vSechna mykobakteria. N&kterd perzistuji v téle a pifi dalsim onemocnéni
nebo jinych stavech, kdy dochazi k poklesu imunity se reaktivuji. Tyka se to zejména osob
starych, pacientll po transplantaci nebo HIV pozitivnich osob. V této fazi se objevuji klasické
pfiznaky jako horecka a kachektizace, plicni tkan je zni¢ena pomnozenim mykobakterii a
nemocny nemiZe dychat.

Mykobakteria obsahuji silnou buné¢nou sténu bohatou na voskové lipidy. Ta zplisobuje,
7e se mykobakteria pfi diagnostickém barveni nebarvi béZnym Gramovym barvivem, ale také
znemoznuje pusobeni vétSiny 1éCiv, kterd nedokazou pies tuto sténu proniknout. Laboratorni
diagnostika je zaloZena na pritkkazu mikroskopickém po Zahl-Neelsenové barveni a na priikazu
kultivacnim. Mykobakteria na béznych kultiva¢nich padach rostou velmi pomalu - 3 a vice
tydnti, proto se pouziva obohacena tekutd puada Lowenstein-Jensenova.

Mezi obyvatelstvem je tuberkuldza rozsifena jiz né€kolik staleti. Tykala se vzdy vSech

spoleCenskych vrstev. Ze znamych osobnosti, jimz se stala tuberkul6za smrtelnou miizeme



jmenovat napiiklad basnika Jittho Wolkera, K.H. Borovského, skladatele Fryderika Chopaina
nebo nejznaméjsi jméno spojené s touto nemoci — rakouskou cisafovnu Alzbétu ,,Sisi‘‘.

Nejvice nemocnych bylo mezi nejchudS$im obyvatelstvem. Hromadné souziti ve vlhkych
a socialn¢ slabych podminkéch, nedostatek potravy a také prostiedki na 1écbu, to vSe rozvoj
tuberkul6zy jen podporovalo. Epidemie byvaly Casté zejména v obdobi valek a hladomoru nebo
provazely jina smrtelnd onemocnéni, mor, choleru, pravé nestovice.

Vrchol nérGstu tuberkulézy probéhl v 18. a 19. stoleti, kdy nastala migrace
obyvatelstva za praci z venkova do mést a také dovoz levnych pracovnich sil ze zahranici.

Po objeveni ptivodce onemocnéni a nasledné i ochranného ockovani se §iteni tuberkuldzy
omezilo. O¢kovani se dnes provadi bezpe¢nou vakcinou danského pivodu z oslabeného kmene
Mycobacterium bovis (BCG vakcina) s minimalnimi postvakcina¢nimi Gi¢inky. V CR je o¢kovani
proti tuberkul6ze pro déti povinné, ockuje se vice nez 50 let. Vakcina chrani 80% déti pred
ze Cloveék tuberkuldzou neonemocni, pribéh nemoci je ale mirngjsi a pii spravné 1é€beé pacienta
neohroZuje na Zivote.

Ptredpokladalo se, Ze tuberkul6za ze svéta zmizi, toho se diky pravidelnému ockovani ve
vyspélych zemich téméf podatilo dosdhnout. V rozvojovych zemich je pocet nemocnych stale
velky. Po otevfeni hranic doSlo k nové migraci obyvatelstva a do nasi zemé& se dostalo velké
mnozstvi uprchlikd. PfedevSim uprchlici z byvalého Sovétského svazu jsou novym zdrojem
tuberkul6zové ndkazy, piinaseji rezistentni mykobakteridlni kmeny. Je nutné tyto osoby
sledovat, izolovat a 1éCit. Lécba v plicnim sanatoriu je zdlouhava a pro pacienta narocné i po
psychické strance. Pacient podstupuje Sestim&si¢ni kontrolovanou lécbu, béhem které jsou
podavany kombinace antituberkulotik. V prvnich dvou mésicich je davkovan izoniazid,
rifampicin, pyrazinamid a etambutol, v nasledujici fazi pacient uziva izoniazid a rifampicin.

V poslednich letech vzrista pocet onemocnéni zplisobenych mykobakteridlnimi kmeny
rezistentnimi na dosavadni léCiva a objevuji se infekce zplsobené potencidlné patogennimi
kmeny (M. kansasii, M. avium, M. intracellulare). Tyto kmeny jsou c¢astymi piavodci u
nemocnych AIDS.

Onemocnéni vyvolané kmenem M. tuberculosis rezistentnim minimaln¢ na kombinaci
antituberkulotik izoniazidu a rifampicinu, oznacujeme jako multirezistentni tuberkulozu (MDR).

Jedna se o specifické piipady onemocnéni, pii kterych je dosavadni 1é¢ba neucinna. V letech



1999-2001 byla nejbéznéjsi multirezistence na antituberkulotika: izoniazid, rifampicin,
etambutol a streptomycin potvrzena u 48,2% MDR kmend. 3)

Kazdy rok je do Registru tuberkuldzy hldseno tisice novych tuberkuléz vSech forem a
lokalizaci. Ceska republika patii zatim do skupiny evropskych zemi s pfiznivou situaci a jeji
G¢innou kontrolou.”

Jesté pocatkem osmdesatych let dvacatého stoleti se predpokladalo, ze okolo roku 2000
tuberkuloza bude zcela vymycena v primysloveé vyspé€lé ¢asti svéta. Tento predpoklad se vSak
ukdzal mylnym vzhledem k multirezistentnim kmeniim vici béznym chemoterapeutikiim. Pocet

chorob vyvolanych multirezistentnimi kmeny stoupa nejen u nés, ale v celém svété. Vyvoj

novych antituberkulotik tedy patfi k soudobym trendiim pétrani po novych lécivech.



2.CIL PRACE

Cilem prace bylo pfipravit fadu halogenovanych 4-ethylsalicylanilidi a 4'-
butylsalicylanilidii a od nich odvozenych 3-(4 -ethylfenyl)-2H-1,3- benzoxazin-2,4(3H)-diond,,
respektive 3 - (4 —butylfenyl ) - 2H - 1,3 - benzoxazin- 2,4 ( 3H ) - diond, s pfedpokladanym
mechanismem ucinku odliSnym od pouzivanych éCiv. Jedna se o inhibitory
dvoukomponentového regula¢niho systému bakterii. Dale z ptipravenych 3-(4 -alkylfenyl)-2H-
1,3- -benzoxazin-2,4(3H)-diond provést zaménu jedné ¢i obou oxo skupin za thioxo skupiny,
protoze podle naSich pfedpokladii uvedend strukturni zména povede k vyznamnému zvySeni
antimykobakterialni aktivity a graficky vyhodnotit, zda pfedpoklad byl potvrzen. Snahou je
ziskat latky antimykobakterialni aktivitou prevysujici soudoba 1é¢iva. U syntetizovanych latek
potvrdit jejich strukturu a zaslat je k hodnoceni antimykobakterialni aktivity. Ptipravené latky

1ze povazovat za potencialni antituberkuloticka 1éCiva.
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3 TEORETICKA CAST

3.1. MECHANISMY UCINKU ANTITUBERKULOTIK

Léciva pouzivand k 1écbé tuberkuldzy neptedstavuji jednotnou skupinu preparatt, ale
latky s odliSnymi mechanismy ucinku. Mezi antituberkulotika zatadila WHO n¢kolik 1éciv
z raznych Iékovych skupin, kterd jsou Casto toxicka, s vyraznymi nezadoucimi ucinky, rychle se
na né vyviji rezistence. Zatim ptedstavuji nejucinnéjsi skupinu latek ovliviiujicich mykobakteria
bakteriostaticky nebo baktericidné.

Z praktickych divodi byla antituberkulotika rozd€lena do dvou skupin. Prvni fadu tvofi
antituberkulotika o niz$i toxicité. V chemoterapii se jim dava piednost. Antituberkulotika druhé
fady se pouzivaji tehdy, kdy lécba antituberkulotiky prvni fady neni GspéSnd. V soucasné dobé
v klinickém pouziti se vyuziva kombinace antituberkulotik, coz umoznuje aplikovat nizsi davky
jednotlivych 1é¢iv, toxické efekty jsou tim snizeny a méné ¢asto dochdzi ke vzniku rezistentnich
kment.

Mezi antituberkulotika I.fady patii izoniazid, pyrazinamid, rifampicin, etambutol a

streptomycin.”

Izoniazid (INH) — hydrazid kyseliny isonikotinové. Je to latka silné hydrofilni, do buné¢k

mykobakterii vnik4 pory v bunécéné stén€. Bunécéna sténa bakterii je silné lipofilni. INH inhibuje
NADH-dependentni-enoyl-ACP-reduktazu (InhA) a tim brani biosyntéze mykolové kyseliny,
hlavniho lipidu bakteridlni bunécné stény.G) Zaklad mechanismu aktivace je tvorba komplexu
S NAD, vznikne G¢innéd forma (acyl-NAD+), kterd inhibuje InhA. Jednéd se o inhibici systému
FAS Il (fatty acid system)— elongace mastnych kyselin.

Po vstupu do buiky je INH pomoci peroxidiazy oxidovan na sodnou stl isonikotinové
kyseliny, ktera jiz nemiize bunku opustit difuzi. Jeji vysokd koncentrace umoznuje, aby se
vytvoril faleSny NAD, ve kterém misto nikotinamidu je vazana isonikotinova kyselina. Falesny
NAD je proto nefunk¢ni. Rezistence vici INH spociva ve vyfazeni peroxidazy z ¢innosti. INH

vvvvvv

baktericidné na extra- a intracelularni aktivné rostouci M.tuberculosis, u neaktivnich forem

11



bakteriostaticky. Pti profylaxi se vystac¢i s monoterapii. Nezadouci ucinky jsou hepatotoxicita a

neurotoxicita. Je pouzivan k 1€cb¢ vSech plicnich i mimoplicnich forem tuberkulézy.

74
N \ C\:O
— NHNH,

Pyrazinamid — mechanismus u¢inku je podobny izoniazidu. Je jesté vice hydrofilni,
aktivni je pfi slabé kyselém pH. Uginnost zavisi na koncentraci 1é¢iva v misté infekce.
Pfeménuje se na pyrazinkarboxylovou kyselinu, snizuje pH, pfi kterém mykobakteria nemohou

rust. Inhibuje syntézu prekurzori kratkych mastnych kyselin, mize také puasobit jako

vvvvvv

hepatotoxicita, horecky, kozni reakce a jiné nezddouci ucinky. Pouziva se jen u akutni
N

| N C\=O
— NH,
N

Rifampicin — polysyntetické uzkospektré antibiotikum, vazbou na (-podjednotku DNA

tuberkulozy, selhala-li pfedchozi 1é¢ba.

dependentni RNA polymerazy inhibuje syntézu bakterialni RNA. Vazbou na promotor blokuje
syntézu prvniho dinukleotidu na nové molekule RNA, konformace c¢asti molekuly léciva
pfipomind dva adenosinové nukleotidy v RNA. Rifampicin patii mezi nejucinnéjsi
antituberkulotika, pisobi baktericidng, rezistence na néj se vyviji nejmén¢ Casto. Za sniZenou

bakteridlni citlivost k rifampicinu byva odpovédna mutace v B-podjednotce cilového enzymu.

12



Rifabutin — byl ziskan modelovanim struktury rifampicinu. Postihuje i fadu potencialné
patogennich kment. Rifapentin — je lipofilngj$i nez rifampicin, lépe prostupuje tkani, je
efektivngjsi proti tuberkuldze a s leh¢im davkovym rezimem. Mechanismus uc¢inku je stejny jako

u rifampicinu, inhibice syntézy RNA.
Etambutol —  zasahuje do mykobakterialniho metabolismu inhibici
arabinofuranosyltransferasy ucastnici se polymerace D-arabinofuranosy na arabinoglykan,

slozku bunééné stény mykobakterii.7) Plisobi pouze na aktivné rostouci kmeny mykobakterii.

Pouziva se v kombinaci s izoniazidem a streptomycinem, mize poSkozovat opticky nerv, mize

/_2 ‘>_/OH

Streptomycin — jedno z prvnich 1é¢iv pouzivanych k 1é¢bé tuberkuldzy. Byl piipraven

se objevit porucha vnimani zelené barvy.

roku 1945. Radi se mezi aminoglykosidova antibiotika, inhibuje syntézu proteinil vazbou na
leh¢i ribozomalni podjednotku 30S. Inhibuje iniciaci peptidového ftetézce a v buitkach
s aerobnim metabolismem inhibuje respiraci. Vedlejsimi G¢inky jsou ototoxicita a dermatitidy, je

ucinny jen i.v. Rezistence byva zpiisobena enzymaticky katalyzovanou inaktivaci antibiotik.

HZN\C’NHZ
\
HO HoN
OH \/C/NHZ
/
HO N
o O
CHO
HsC
HO o

HOCH, e}
HO NHCH;3
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Dalsi 1é¢iva podavana pii selhani primarni 1écby predstavuji antituberkulotika Il.fady.

Nekteré latky se podobaji antituberkulotikiim I.fady, jsou zde i latky odlisné.

Cykloserin — Sirokospekteré antibiotikum inhibujici syntézu bunétné stény. Je to
strukturni analog D-alaninu. D-alaninovym transportérem je akumulovan do bakterii, kde
inhibuje alanin-racemazu a D-alanyl-D-alanin synthetizu, enzymy pusobici pii syntéze
peptidoglykanu. Peptidoglykan urcuje mechanické vlastnosti bunééné stény, tvar a rigiditu.

Je neurotoxicky, pouziva se jen u kmenu s prokazanou citlivosti k cykloserinu, selhala-li
primarni 1écba.

O

N

NH

H,N o

Ethionamid a prothionamid — thioamidy 2-alkyl-(ethyl nebo propyl)-isonikotinové

kyseliny, blokuji syntézu mykolovych kyselin. Aktivovany jsou flavindependentni
monooxygenasou. Zakladem mechanismu aktivace je také tvorba komplexu s NAD. Protoze jeho

biopfemény v buiice se neucastni peroxiddza, nemé zkiiZenou rezistenci s INH. 8

Thiacetazon patfil mezi prvni antituberkulotika. Mechanismus spoc¢iva v inhibici syntézy
mykolovych kyselin. Pro levnou vyrobu a nizkou cenu se pouziva v rozvojovych zemich.

S

0
H3C—|—| NH CH:N—HJ— NH,

Isoxyl je derivat diarylthiomocoviny. Inhibuje syntézu mykolovych kyselin. Dnes se

prevazné pouziva pii 1é¢be lepry. (Malomocenstvi je onemocnéni vyvolané Mycobacterium

S
RO@— NHiNH—©70R

H,

Hy (isoxyl)

leprae).

C
R = CH;—CH,—CH
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PAS- kyselina para-aminosalicylova., blokuje syntézu DNA. Inhibuje syntézu folatu tim,
ze pusobi jako antimetabolit (je to strukturni analog kyseliny para-aminobenzoové). Folat je
koenzym dilezity pro bunécny rast. Bakterie si jej musi vytvéaiet de novo, neumi jej piijimat.
Dnes uz se nepouziva.

H,N COOH

PAS OH

Jako antituberkulotika IL.fady se pouzivaji nckterd aminoglykosidovd antibiotika:
amikacin, kanamycin, tobramycin, gentamycin, neomycin. Tyto latky blokuji syntézu bilkovin
peptidd. Liposolubilita aminoglykosidii je nizka. Spatné se vstiebavaji ze zazivaciho traktu, proto
se musi aplikovat nitrozilné nebo nitrosvalové. V zavislosti na davce a délce podavani mize
jejich uzivani vést ke ztraté sluchu. Jiné nezddouci u€inky mohou byt kozni reakce, horecka nebo
anafylaktické reakce.

Gentamycin je nejucinnéj$i aminoglykosid, ma stejné vlastnosti jako streptomycin.
Amikacin je polysynteticky derivat kanamycinu. Neomycin pusobi lokalné.

Kapreomycin, viomycin, enviomycin — polypeptidova antibiotika, blokuji syntézu

proteini. Kapreomycin ma zkfizenou rezistenci s viomycinem, méné s neomycinem a
kanamycinem. Musi byt podavan parenteraln€. Je neurotoxicky, soucasné podavani s jinymi
neurotoxickymi latkami jako je streptomycin ¢i viomycin neni vhodné. Dalsi nezadouci ucinky
jsou ototoxicita, zmény v krevnim obraze, poruchy CNS. Klinicky se vyuziva vyhradné k 1é¢be

tuberkuldzy v kombinaci s jinymi antituberkulotiky.

Clarithromycin — makrolidové antibiotikum. Blokuje syntézu bilkovin vazbou na
podjednotku 50S.

Mezi moderni antituberkulotika II. fady lze zatadit chinolonové preparaty. Jsou to latky
odvozené od kyseliny nalidixové. Jsou to preparaty uzivané pii 1écbé systémovych onemocnéni,
ucinnéd Sirokospektra baktericidni 1é¢iva. Mechanismus ucinku spociva v inhibici bakteridlni

DNA-gyrazy. Maji dv€ ionizovatelna centra. Vytvareji v membrané porinovy kanal.

15
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Nejuc¢inngjsi jsou preparaty fluorochinolované (ciprofloxacin 1, ofloxacin 2, gatifloxacin

3, moxifloxacin 4). Inhibuji replikaci DNA a transkripci vazanim se na topoizomerazu I a IV.

Tento mechanismus nema zadné znamé pfirozené antibiotikum, mykobakterium je presto

schopno i zde vyvinout resistenci. Tyto latky maji také nejméné vedlejSich G¢inkt. Muze se

vyskytnout nauzea, zvraceni, fotosenzitivita, poskozeni nervii, praskani Slach nebo poSkozeni

srde¢niho svalu.

,, (\ 0

HN
V NH N~ Y o~ NH P
N h(\) 4 @ N N AL Y 2 D}
|
0 0 0 O 0o O o

O
1 2 3 4

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) fluorochinoloni pro MT se pohybuji okolo

2pg/ml, vyssi generace jdou MIC jeste nize.

Rezistence byva zpisobena mutaci v DNA gyraze a zménou permeability bunééné stény.

Nejefektivngjsi vuci Sirokému spektru bakterii je norfloxcin a ciprofloxacin, ¢lenové druhé

generace 6-fluorochinolonti a lonefloxacin a levofloxacin, derivaty difluorované.

H. e . CH,
N/\ R \N/\\ /\(

K/N N \\/N N
| |
FmCOOH F COOH
0

. . levofloxacin
ciprofloxacin
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3.2. NOVE MECHANISMY UCINKU POTENCIALNICH ANTITUBERKULOZNICH
LECIV

Lécba tuberkuldzy kombinacemi antituberkulotik predstavuje zatim nejucinnéjsi zpasob
1éCeni. Stale cCastéji se ale objevuji multirezistentni kmeny mykobakterii na tuto lécbu jiz
nereagujici. Mnohd antituberkulotika byla pfipravena obmnénou ptredlohové struktury, kterou
predstavovalo jiz G¢inné 1éCivo, proto se u nékterych 1€¢iv objevuje zkiizena rezistence. Vyzkum
s cilem zastaveni tuberkul6znich patogend a procesti nemoci vedl k identifikaci biochemickych
procest, které by mohly byt G&innymi cili 16kové terapie.” Teprve ureni kompletni genomové
sekvence  M.tuberculosis  odhalil ~ detailni obraz  metabolickych  procestit  tohoto
mikroorganismu.1?.

Pti hledani novych syntetickych molekul s antimykobakterialni aktivitou byly vylouceny
ptirodni produkty a pfimé analogy dosavadnich 1é¢ivych antituberkul6znich agens.

V poslednich letech tedy vzristd zajem o takova 1éCiva, kterd by méla odlisny
mechanismus u¢inku neZz 1é¢iva dosavadni. Cilem zasahu antimykobakterialni terapie je
zpravidla bunécna sténa. Komplex lipoglykanové kalyx ptedstavuje vyznamnou bariéru pro
intracelularné pisobici 1é¢iva, aby mohla byt 1é¢iva G¢inna, musi proniknout bunéénou sténou.
(Tak ptsobi naptiklad izoniazid a ethambutol).ll) Jako novy biologicky cil byl navrzen ptislusny
enzym V biosyntéze bunécné stény, zejména v syntéze mykolové kyseliny. Tim nejcastejSim

cilem je enoyl-acyl carrier protein reduktasa (InhA).*?

a také protein MabA, beta-ketoacyl-acyl
carrier protein reduktasa M. tuberculosis.

V nasi praci jsme se zaméfili na slouc¢eniny obsahujici ve své molekule atomy siry, tyto
latky by mély byt inhibitory dvoukomponentového regulac¢niho systému bakterii (TCS). Témito
novymi potencialné ucinnymi latkami by mohly byt 3-(4-alkykfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-
benzoxazin-2(3H)-ony a 3-(4-alkykfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiony. O G¢innosti siry
se da wusuzovat také proto, Ze fada sloucnin sthioxo skupinou byla pouzivana jako
antituberkulotika (thiacetazon, isoxyl, ethionamid, prothionamid). Zpravidla byly inhibitory
syntézy mykolovych kyselin'13’14) Bakteriostaticky a baktericidni efekt na bunécnou sténu maji

napiiklad 4-thiazolidinonové derivaty, inhibitory MurB. Thiazolidinon ovliviiuje biosyntézu

cukernych nukleotidd v peptidoglykanu.™
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Antimykobakterialni aktivitu vykazuji téz derivaty 6-merkaptopurinu (sulfonované nebo
sulfenované). Derivaty merkaptopurinu se uzivaji k 1é¢bé leukémie a jinych kanceréz a
zén&tlivych stievnich onemocnéni.’® Tyto sloudeniny vykazovaly aktivitu viici M.tuberculosis a
M. avium.

Antimykobakterialni aktivita je také spojend stadou sloucenin obsahujicich

17)

alkylmerkaptanovou skupinu atakujici elektron-deficitni atom uhliku. Slouceniny

s antimykobakterialni aktivitou ¢asto obsahuji benzothiazolovou strukturu nebo jemu strukturné

118.19)

podobny heterocyk , aktivni byly také derivaty ﬂourobenzylové.zo) Dulezité jsou zde

elektronakceptorové vlastnosti substituentu pfipojeného na benzylovém kruhu.
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3.3. INHIBITORY DVOUKOMPONENTNIHO SYSTEMU

Z vysledki riznych praci vyplyva, ze slouceniny obsahujici ve své molekule siru
vykazuji aktivitu viéi M. tuberculosis. Proto nase prace sméfuje k syntéze latek, které by mély
byt ucinné proti mykobakteriim a kter¢ by mély mit odliSny mechanismus uc¢inku od
dosavadnich IéCiv. Jedna se o inhibitory dvoukomponentového regula¢niho systému bakterii
( TCS — two component regulatory systems).*??

Podnétem ke studii tohoto systému byl zvysSujici se nariist multirezistentnich kment
bakterii, zejména v nemocnicich. Pacienti byli Casto davkovani silnymi a Sirokospektrymi
antibiotiky, zejména vankomycinem. Snahou bylo odhalit, jakym zpisobem si bakterie vytvareji
rezistenci vu¢i pouzivanym 1é¢ivim a jak tomu zabranit. Tak byl identifikovan
dvoukomponentovy regulaéni systém, ktery bakterie pouzivaji ke sledovani zmén v okoli. TCS
obsahuje informaci pro podporu homeostazy bakteridlni buiiky, Gc€astni se reakce na stimuly
vnéjsiho i vnitiniho prostfedi a expresi virulenénich determinant. Napiiklad za rezistenci
enterokokll k vankomycinu je zodpovédny prave tento systém.

V jednoduchych podminkéach se TCS sklada z citlivych proteinti (histidin-proteinkinazy)
a DNA vazajiciho proteinu, ktery predstavuje regulator odpovédi. Pienosem fosfatu z ATP na
zbytek asparagové kyseliny proteinu, piedstavujiciho regulator odpovédi, dojde k aktivaci nebo
represi genové transkripce. Prenosu fosfatu je dosazeno prostiednictvim vysokoergniho
fosfohistidinového intermediatu pfibuzné kindzy. Naproti tomu eukaryoticky signalni systém
pouziva ATP-dependentni serin/threonin a tyrosin protein Kinazy. Timto je dana strategicka
ptilezitost pro design novych selektivnich antibiotik. Proteiny v systému se lisi sekvenci
aminokyselin, pfedev§im V oblasti kodujici autofosforylacni a fosfotransferovou funkei. TCS se
nachazeji v rostoucich bakterialnich bunkach, hraji klicovou roli v regulaci replikace DNA a
bunééné¢ho cyklu. Vice nez 100 TCS bylo jiz identifikovano u nékterych dilezitych
nosokomialnich patogent ( S. aureus, E. faecium, E. coli, Pseudomonas aeruginosa), také u
kvasinek a hub, ne vSak u vysSich organisml. Proto muze byt tento systém vhodnym teréem
zasahu novych chemoterapeutik.

Pii studii transdukénich systémit byl jako model TCS pouzit systém KinA/SpoOF
z Bacilus subtilis, jako inhibitory byly zkouseny chlorované salicylanilidy. Inhibitory

dvoukomponentového regulacniho systému zasahuji do energetického metabolismu bakterialni
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bunky, do syntézy ATP. U vétSiny bakterii je ATP tvofeno aerobné - oxidativni fosforylaci
substratu (vétSinou cukry) nebo anaerobné, kdy je konecnym akceptorem elektronii anorganicka
latka. Pfi oxidativni fosforylaci vznikd pii transportu elektronii v fetézci elektrochemicky
gradient jako vysledek vypuzeni paru protoni pies membranu a jejich navratu. Vznika ,,proton-
hnaci sila® vyuzita k syntéze ATP.

V roce 1998 bylo zjisténo, ze oxidativni fosforylaci ovliviiuji salicylanilidy (vybitim
,»proton-hnaci sily* pottebné k syntéze ATP) a Ze podobné ucinky maji také 3-fenyl-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-diony.23) Vztahy mezi strukturou a aktivitou jsou u obou skupin podobné.
Optimalni aktivity je dosazeno, kdyz -elektronakceptorové skupiny jsou piitomny na
salicyloylovém kruhu. Elektronakceptorové vlastnosti substituentu na salicyloylovém kruhu a

hydrofobicita anilinové ¢asti ovliviuji aktivitu.

Hlavni pozornost této prace je proto zaméfena na zdmeénu oxoskupiny za thioxoskupinu
Vv halogenovanych 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionech, s alkylem v poloze 4 fenylu. Je
to dalsi varianta latek, vychazejicich ze salicylanilidi. Zpravidla podobna zaména se projevi
zvySenim antimykobakteridlni aktivity. Popsany efekt byl nalezen u analogickych 3-
arylquinazolin-2,4(1H, 3H)-diont, kde slou¢eniny s oxo skupinou jsou neaktivni a aktivity je
dosazeno aZ po zaméné& oxo skupin za thioxo skupiny.?” a u 2,3-dihydro-1-alkylindol-2-thiond,

7 v . . . rowe r 2
kde obdobné slouceniny s oxoskupinami jsou neuc¢inné. 2

Na zdkladé¢ wuvedenych zavéri o mechanismech inhibice dvoukomponentového

regulacniho systému bakterii byl vytycen cil prace, ktery je mozaikou v celkovych vyzkumnych

studiich katedry anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty UK.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Byla pfipravena tada sirnych sloucenin. 3-(4-alkylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-
2(3H)-ony a 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiony. Jako vychozi latky byly
vybrany halogenované 4’-ethyl- a 4’-butyl-salicylanilidy. Piipravené salicylanilidy byly
zacyklizovany nadbytkem methylchloroformiatu na benzoxazindionové derivaty a ty byly
pouzity pro pfipravu sirnych analog. Tyto slouceniny vykazovaly antimykobakteridlni aktivitu

proti Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium kansasii and Mycobacterium avium.
4.1. PRIPRAVA 4"-ALKYL-SALICYLANILIDU

Substituovana kyselina salicylova reagovala se substituovanym anilinem v prostiedi
toluenu a v piitomnosti chloridu fosforitého.?®" (schéma 1). Pro nase reakce byla pouzita 4-
chlor-, 5-chlorsalicylova kyselina, 5-brom-, 3,5-dibromsalicylova kyselina a anilin substituovany
v pozici 4 ethylem nebo butylem. Vytézky, teploty tani, frekvence karbonylu, elementarni
analyza, NMR a IC spektra jsou pfiloZena v tabulkéch.

Postup pfipravy:

Substituovana kyselina salicylova (20 mmol) byla rozpusténa ve 100ml toluenu, byl
piidan substituovany anilin (20 mmol) a chlorid fosfority (10 mmol). Smés byla zahtivana pod
zpétnym chladi¢em k varu 3 hodiny, poté byl toluen odpafen na rotacni vakuové odparce a

produkty rekrystalizovany v 96% ethanolu. (VytéZzek reakce byl 52-79%)

OH
OH R2 .
2
O e CC
R c”
H,N 1 C
o)

R, COOH

(schéma 1)
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4.2. PRIPRAVA 3-(4-ALKYLFENYL)-2H-1,3-BENZOXAZIN-2,4(3H)-DIONU

Prislusny  4’-alkyl-halogensalicylanilid reagoval v prostiedi suchého pyridinu
s methylchloroformiatem.?® (schéma 2) Vyt&zky, teploty tani, frekvence karbonylu, elementérni
analyza, NMR a IC spektra jsou piilozena v tabulkach.

Postup piipravy:

Halogenovany 4’-alkyl-salicylanilid (40 mmol) byl rozpustén ve 20 ml suchého pyridinu
a smé&s byla postavena do ledové lazné. Za stdlého michani a chlazeni byl opatrné ptikapavéan do
smési methylchloroformiat (48mmol). Po 10 minutach byla ledova lazen odstranéna a smés se
nechala zahfivat 1 hodinu pod zpétnym chladi¢em. Po ukonceni zahtivani se reakéni smeés
nechala 20 hodin stat. Poté byla pievedena do 50 ml roztoku 5% kyseliny chlorovodikové.
Probéhlo vysrdzeni surového produktu, srazenina byla odfiltrovana a pievedena do 40 ml 5%
hydroxidu sodného. Znovu byla odfiltrovana a produkt byl pfecistén v 96% ethanolu. (VytéZzek
reakce byl 55-65%)

OH
R2 N\ O\’%O
. U
e O
0]

L I
o)

(schéma 2)
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4.3. PRIPRAVA SIRNYCH DERIVATU

Reakci 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont s pentasulfidem fosfore¢nym
byla ziskdna smés obsahujici 3-(4-alkylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-ony a 3-(4-
alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiony.?® (schéma 3) Vyt&zky, teploty tani, frekvence
karbonylu, elementarni analyza, NMR a IC spektra jsou pfiloZena v tabulkéach.

Postup ptipravy:

Halogenovany 3 - ( 4-alkylfenyl )- 2H - 1,3 -benzoxazin-2,4(3H)-dion (4 mmol), byl
zahtivan s ekvimolarnim mnozstvim pentasulfidu fosforecného na kovové lazni pod zpétnym
chladi¢em. Od dosazeni reak¢ni teploty 200°C byla smés zahtivana 5 minut. Po ochlazeni na
pokojovou teplotu byla reakéni smés precisténa 10% roztokem NaHCOj3 (100 ml) a extrahovéana
do chloroformu. Po extrakci smési sirnych derivati do chloroformové vrstvy byla vodna vrstva
oddélena a chloroform odpafen na vakuové odparce. Smés obsahujici Zlutooranzovy 3-(4-
alkylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-on ~ a  ¢erveny  3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dithion byla rozdé€lena na silikagelové kolon¢ sloupcovou chromatografii
pomoci soustavy rozpousStédel hexan:toluen v poméru 3:1. Rozpoustédlo bylo odpafeno na
vakuové odparce, produkty byly rekrystalizovany v 96% ethanolu. Vytézek reakce byl 29-42 %

monosirného derivatu (35% primeér) a 17-50 % disirného derivatu (27% primeér).

! @ e | * @q

(schéma 3)
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4.4. FYZIKALNE CHEMICKE VLASTNOSTI

Vsechny latky byly vysusSeny susici pistoli nad oxidem fosforecnym 24 hodin. Teploty
tani byly méfeny na Kofflerové bloku, jsou uvedeny v pfilozenych tabulkach ve stupnich Celsia.
Elementarni analyza byla provedena v Ustavu organické chemie a biochemie AV CR v Praze.
V tabulkach jsou uvedeny vypoctené a naméfené hodnoty procentudlniho zastoupeni uhliku,
vodiku a dusiku. Infracervend spektra byla méfena v tabletdch bromidu draselného na pfistroji
NIKOLET IMPACT 400. Hodnoty vlno¢ti v(C=O) infraCervenych spekter jsou uvedeny
v pfilozenych tabulkach v jednotkach cm™. K ovéfeni &istoty syntetizovanych latek byla pouZita
tenkovrstevna chromatografie na silufolovych deskéach s fluorescenénim indikatorem SILUFOL
UV 254 + 366 (Kavalier Votice, Ceska Republika), vyvijeci soustava: cyklohexan-aceton 3:1
Spektra nuklearni magnetické rezonance zmétena na pfistroji VARIAN MERCURY- VX BB
300. Uhlikova spektra **C byla méfena pii frekvenci 75 MHz, vodikova spektra ‘H pii
frekvenci 300 MHz. Pro analyzu byly latky rozpustény v Ds-dimetylsulfoxidu. Hodnoty
chemickych posunti 6 uvedené v ppm, jsou vztazeny k tetrametylsilanu, Ktery predstavuje

nepiimy standard.
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4.5. ANTIMYKOBAKTERIALNI HODNOCENI

Vsechny syntetizované latky byly testovany proti kulturam Mycobacterium tuberculosis
CNCTC My 331/88, Mycobacterium kansasii CNCTC My 235/80 a Mycobacterium avium My
CNCTC 330/88, kmentim z Ceské narodni kolekce typovych kultur (Czech national collection of
type cultures) a proti kmenu Mycobacterium kansasii 6 509/96 izolovaného od pacienta z okresu
Karvina. Latky byly rozpustény v dimetylsulfoxidu a nafedény na koncentrace od 0,5 do 1000
pmol, mykobakteridlni kmeny byly nafedény na koncentrace v rozmezi 10 az 10”°. Hodnoceni
minimalnich inhibi¢nich koncentraci bylo provedeno u M. kansasii po 7, 14 a 21 dnech inkubace
pfi 37°C v Petriho miskach na Sulové pudé. U M.tuberculosis a M.avium bylo provedeno

vyhodnoceni po 14 a 21 dnech. Testovani bylo provedeno ve Zdravotnim tstavu v Ostravé.
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4.6. PREHLED PRIPRAVENYCH LATEK

4.6.1 Ptehled pripravenych 4 -alkylsalicylanilida

R1 R,
1 4-Cl a ethyl
2 5-Cl b butyl
3 5-Br
4 3,5-diBr

OH
)
1 < >
NH RZ
~
C

Il
@)

Tab.1: Vytezky, teploty tani, hodnoty vinoctii infracervenych spekter 4 '-alkylsalicylanilidui

Litka Vytézek Teplota tani v(C=0) Sumarni vzorec
(%) (°C) (cm™)
la (T 5724) 60 198-200 1622 C15H1CINO,
2a (T 5725) 63 198-201 1621 C15H14CINO,
3a (T 5726) 59 208-210 1629 C15H14BrNO;
4a (T 5727) 52 128-132 1648 Ci5H13BraNO,
2b (T 5538) 39 162-163 1628 C17H15CINO,
Tab. 2: CHN analyza 4 -alkylsalicylanilidi
Latka L C% HY% N
vypoctené/namérené | vypoctené/namérené | vypoctené/nameérené
T5724 65,34 / 65,41 5,12 /4,90 5,08/ 4,74
T 5725 65,34 / 65,24 5,12 / 4,95 5,08 / 4,75
T 5726 56,27 / 56,02 4,4114,25 4,371 4,15
T 5727 4515/ 45,26 3,28/3,18 3,51/3,23
T 5538 67,05/67,21 5,95 /5,97 4,38/4,61
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Piehled 'H-NMR a *C-NMR

V nasledujicich tabulkéach jsou uvedeny hodnoty signalii chemicky ekvivalentnich vodika

Z interpretovanych NMR  spekter ve formé chemickych posunu &. V tabulce je uveden typ

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

kterym signal pftislusi a poloha prvku v molekule. U Stépenych signalii je uvedena interakéni

konstanta J v Hz. Vodikova spektra jsou méfena pii 300 MHz. Dale jsou uvedeny hodnoty

chemickych posunt 8 uhlikt z interpretovanych spekter métenych pii 75 MHz.

Tab.3: 'H a *C NMR spekira 4 -alkylsalicylanilidii

Latka

NMR, &

T 5724

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

3C NMR (75 MHz) § 165.7, 159.4, 140.0, 137.6, 135.8, 130.9, 128.2, 121.2,
119.4,117.0, 27.8, 15.9

T 5725

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

13C NMR (75 MHz) & 165.2, 157.3, 140.1, 135.8, 133.3, 128.4, 128.2, 122.9,
121.2,119.4, 119.3, 27.8, 15.9

T 5726

'H NMR (300 MHz) 6 11.95 (1H, bs, NH), 10.35 (1H, bs, OH), 8.09 (1H, d,
J=2.5 Hz, H6), 7.62-7.56 (2H, m, AA’, BB’, overlapped, H2", H6"), 7.57 (1H,
dd, overlapped, J=8.8 Hz, J=2.5 Hz, H4), 7.24-7.16 (2H, m, AA’, BB’, H3’,
H5"), 6.94 (1H, d, J=8.8 Hz, H3), 2.57 (2H, q, J=7.6 Hz, CH,), 1.16 (3H, t, J=7.6
Hz, CH3)

3¢ NMR (75 MHz) & 165.1, 157.8, 140.1, 136.1, 135.8, 131.3, 128.2, 121.2,
119.9, 119.8, 110.3, 27.9, 15.9

T 5727

IH NMR (300 MHz) & 10.60 (1H, bs, OH), 8.30 (1H, d, J=2.2 Hz, H6), 7.99 (1H,
d, J=2.2 Hz, H4), 7.61-7.53 (2H, m, AA", BB’, H2", H6"), 7.26-7.19 (2H, m,
AA’, BB’, H3", H5"), 2.59 (2H, q, J=7.6 Hz, CH,), 1.17 (3H, t, J=7.6 Hz, CHa)
3C NMR (75 MHz) & 166.8, 156.9, 140.9, 138.8, 135.0, 129.8, 128.2, 122.2,
118.3, 112.5, 110.0, 27.9, 15.8

T 5538

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

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 165.2, 157.3, 138.7, 135.8, 133.3, 128.7, 128.5,
122.9,121.1, 119.5, 119.3, 34.5, 33.4, 21.9, 14.0.
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4.6.2 Prehled pripravenych 3-(4"-alkylfenyl)-2H-1,3- benzoxazin-2,4(3H)-diont

R]_ RZ
o__0O
5 6-Cl a ethyl
y Y
6 |7-Cl b butyl N
7 | 6Br o R2
8 |6,8-diBr

Tab. 4: Vytézky, teploty tani, hodnoty vinocti infracervenych spekter 3-(4 "-alkylfenyl)-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dion1

Vytézek Teplota tani v(C=0) Sumarni vzorec

Latka .
(%) () (cm™)
1770

5a T 5736 56 230-233 C16H12CINO3
1705
1776

6a T 5735 58 185-189 C16H12CINO;
1708
1772

7a T 5737 59 219-222 C16H12BrNO3
1703
1781

8a T 5738 55 250-253 C16H11BraNO;
1704
1771

5b T 5578 58 189-190 Ci1sH16CINO3
1705

Tab. 5: CHN analyza 3-(4 -alkylfenyl)-2H-1,3- benzoxazin-2,4(3H)-dionui

] C% H % N %
Latka v , “  r v , wv s v , s
vypoctené/namérené vypoctené/namérené vypoctené/namérené
T5578 65,59 / 65,38 4.89/4,88 425/ 4,05
T5735 63,69 / 63,59 4.01/3,95 446 /4,36
T 5736 63,69 / 63,62 4.01/3,95 4.64 | 4,44
T 5737 55,51 / 55,67 3,49/ 3,55 4,05/ 3,80
T5738 4521/ 45,17 2,61/2,53 3,30/3,11
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Pi-ehled *H-NMR a *C-NMR

Tab.6: 'H a *C NMR spektra 3-(4 -alkylfenyl)-2H-1,3- benzoxazin-2,4(3H)-dioni

Latka

NMR, &

T 5578

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 7.96-7.87 (2H, m, H5, H7), 7.56 (1H, d, J=8.8
Hz, H8), 7.36-7.24 (4H, m, H2’, H3", H5", H6"), 2.64 (2H, t, J=7.5 Hz, CH,),
1.67-1.53 (2H, m, CHy), 1.43-1.26 (2H, m, CH;), 0.92 (3H, t, J=7.5 Hz, CHy).
3C NMR (75 MHz, DMSO) § 160.0, 151.5, 147.5, 143.3, 136.1, 132.7, 129.4,
129.1, 128.4, 126.5, 119.0, 116.7, 34.7, 33.3, 22.0, 14.0

T 5735

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 7.98 (1H, d, J=8.4 Hz, H5), 7.75 ( 1H, d, J=1.8
Hz, H8), 7.51 (1H, dd, J=8.4 Hz, J=1.8 Hz, H6), 7.37-7.27 (4H, m, H2’, H3’,
H5’, H6"), 2.67 (2H, q, J=7.6 Hz, CH,), 1.22 (3H, t, J=7.6 Hz, CH3)

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

T 5736

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

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 160.0, 151.5, 147.5, 144.7, 136.1, 132.8, 129.4,
128.6, 128.4, 126.5, 118.9, 116.7, 28.1, 15.7

T 5737

IH NMR (300 MHz, DMSO) & 8.07-7.97 (2H, m, H5, H7), 7.49 (1H, d, J=8.5
Hz, H8), 7.37-7.27 (4H, m, H2", H3", H5", H6"), 2.67 (2H, q, J=7.6 Hz, CH,),
1.22 (3H, t, J=7.6 Hz, CH3)

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 159.9, 151.9, 147.5, 144.7, 138.9, 132.8, 129.5,
128.6, 128.4, 119.2, 117.1, 117.0, 28.1, 15.7

T 5738

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.42 (1H, d, J=2.5 Hz, H5), 8.05 (LH, d, J=2.5
Hz, H7), 7.38-7.25 (4H, m, H2’, H3’, H5", H6"), 2.67 (2H, q, J=7.6 Hz, CH,),
1.22 (3H, t, J=7.6 Hz, CHs)

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 159.5, 149.2, 146.9, 144.8, 140.8, 132.6, 129.1,
128.7,128.3,118.2, 117.2, 110.8, 28.1, 15.7

Latka T 5737 nebyla uplné ¢ista
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4.6.3 Prehled pripravenych 3-(4-alkylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-ont

Ry R
9 |6-Cl a ethyl
10 | 7-Cl b butyl
11 | 6-Br
12 | 6,8-diBr

Tab.7: Vytezky, teploty tani, hodnoty vinoctii infracervenych spekter 3-(4-alkylfenyl)-4-thioxo-
2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-onu

Vytézek Teplota tani v(C=0) Sumarni vzorec
Latka 1
(%) O (cm™)
9a T 6145 33 199-202 1761 C16H12CINO,S
10a T 6146 39 188-190 1761 C16H12CINO,S
11a T 6149 42 227-229 1759 C16H12BrNO,S
9b T6151 29 149-152 1771 Ci1sH16CINO,S
12a T 6005 32 223-225 1763 C16H11BraNO,S

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

. C% H % N %

Latka e r vy e s vy s ‘v
vypoctené/namérené vypoctené/namérené vypoctené/namérené

T 6145 60,47 /60,39 3,81/3,84 4,41/4,31

T 6146 60,47 /60,33 3,81/3,79 4,4114,22

T 6149 52,05/52,80 3,34/3,33 3,87 13,56

T 6151 62,51 /62,38 4,66 /4,73 4,05/ 3,91

T 6005 43,56 / 43,59 2,51/2,88 3,18/2,88
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Piehled ‘H-NMR a *C-NMR

Tab.9:'H a *C NMR spektra 3-(4-alkylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-onii

Latka

NMR, &

T 6145

IH NMR (300 MHz, DMSO) & 8.22 (1H, d, J=2.6 Hz, H5), 7.91 (1H, dd,
J=8.8 Hz, J=2.6 Hz, H7), 7.55 (1H, d, J=8.8 Hz, H8), 7.38-7.31 (2H, m, AA’,
BB, H2', H6"), 7.31-7.24 (2H, m, AA’, BB’, H3’, H5"), 2.67 (2H, q, J=7.6
Hz, CH,), 1.22 (3H, t, J=7.6 Hz, CH3)

13C NMR (75 MHz, DMSO) 5 191.5, 148.7, 144.6, 144.5, 137.7, 135.8, 130.0,
129.7,128.9, 128.0, 122.2, 119.2, 28.1, 15.6

T 6146

TH NMR (300 MHz, DMSO) & 8.28 (1H, d, J=8.8 Hz, H5), 7.74 (1H, d, J=2.2
Hz, H8), 7.50 (1H, dd, J=8.8 Hz, J=2.2 Hz, H6), 7.38-7.30 (2H, m, AA’, BB’,
H2', H6), 7.29-7.23 (2H, m, AA’, BB’, H3’, H5"), 2.67 (2H, q, J=7.6 Hz,
CH), 1.53 (3H, t, J=7.6 Hz, CH3)

13C NMR (75 MHz, DMSO) & 191.9, 150.2, 144.5, 144.5, 140.7, 137.6, 133.0,
128.9, 128.1, 126.2, 120.1, 116.8, 28.1, 15.6

T 6149

IH NMR (300 MHz, DMSO) & 8.35 (1H, d, J=2.3 Hz, H5), 8.02 (1H, dd,
J=8.8 Hz, J=2.3 Hz, H7), 7.47 (1H, d, J=8.8 Hz, H8), 7.38-7.30 (2H, m, AA’,
BB’, H2', H6"), 7.30-7.23 (2H, m, AA’, BB’, H3", H5"), 2.66 (2H, q, J=7.6
Hz, CH,), 1.22 (3H, t, J=7.6 Hz, CH3)
13C NMR (75 MHz, DMSO) § 191.4, 149.1, 144.5, 138.6, 137.6, 133.0, 128.9,
128.0, 122.5, 119.4, 117.4, 28.1, 15.6

T 6151

’H NMR (300 MHz, DMSO) 5 8.22 (1H, d, J=2.6 Hz, H5), 7.91 (1H, dd,
J=8.8 Hz, J=2.6 Hz, H7), 7.55 (1H, d, J=8.8 Hz, H8), 7.36-7.29 (2H, m, AA’,
BB’, H2', H6"), 7.29-7.22 (2H, m, AA", BB’, H3', H5"), 2.63 (2H, t, J=7.5 Hz,
CH,), 1.67-1.52 (2H, m, CH,), 1.42-1.26 (2H, m, CH,), 0.92 (3H, t, J=7.5 Hz,
CHs)

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 191.5, 148.7, 144.5, 143.2, 137.6, 135.8, 13.0,
129.7 129.4, 127.9, 122.2, 119.2, 34.7 33.2, 22.0 14.0

T 6005

IH NMR (300 MHz, DMSO) & 8.43 (1H, d, J=2.3 Hz, H5), 8.32 (1H, d, J=2.3
Hz, H7), 7.39-7.31 (2H, m, AA’, BB', H2’, H6"), 7.29-7.23 (2H, m, AA", BB,
H3', H5"), 2.66 (2H, q, J=7.3 Hz, CH), 1.22 (3H, t, J=7.3 Hz, CHa)

13C NMR (75 MHz, DMSO) & 190.6, 146.6, 144.7, 144.0, 140.4, 137.6, 132.8,
129.0, 127.9, 123.4, 117.4, 111.1, 28.1, 15.6
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4.6.4 Prehled pripravenych 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiont

R1 RZ

13 | 6-Cl a ethyl O\(S
14 | 7-Cl b butyl R

N
15 | 6-Br \©\
16 | 6,8-diBr S

Tab.10: Vytezky, teploty tani, hodnoty vinoctii infracervenych spekter 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dithionii

Vytézek Teplota tani Sumarni vzorec
Latka
(%) °0)
13a T 6147 21 173-174 C16H12CINOS,
l4a T 6148 50 205-208 C16H12CINOS,
15a T 6150 17 195 C16H12BrNOS;
13b T 6152 26 125-127 C1sH16CINOS,

Tab.11: CHN analyza 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionii

. C% H % N %
Latka v r “ . s v x e 7 v .
vypoctené/namérené vypoctené/namérené vypoctené/namérené
T 6147 57,56 /57,45 3,62/3,53 420/4,04
T 6148 57,56 /57,27 3,62/3,53 420/3,99
T 6150 50,80 /50,64 3,20/ 3,25 3,70/ 3,44
T 6152 59,74 / 59,56 446 /4,44 3,87/355
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Piehled 'H-NMR a *C-NMR

Tab.12: 'H a*C NMR spektra 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithioni

Latka

NMR, &

T 6147

IH NMR (300 MHz, DMSO) & 8.12 (1H, d, J=2.3 Hz, H5), 7.93 (1H, dd, J=8.8
Hz, J=2.3 Hz, H7), 7.63 (1H, d, J=8.8 Hz, H8), 7.38-7.29 (2H, m, AA’, BB,
H2’, H6"), 7.25-7.17 (2H, m, AA’, BB’, H3", H5"), 2.66 (2H, q, J=7.6 Hz, CH,),
1.22 (3H, t, J=7.6 Hz, CH3)

13C NMR (75 MHz, DMSO) & 186.9, 177.8, 148.7, 144.3, 141.5, 136.2, 130.7,
130.0, 129.1, 127.8, 123.6, 118.9, 28.0, 15.4

T 6148

TH NMR (300 MHz, DMSO) & 8.20 (1H, d, J=8.8 Hz, H5), 7.84 (1H, d, J=1.8
Hz, H8), 7.53 (1H, dd, J=8.8 Hz, J=1.8 Hz, H6), 7.37-7.28 (2H, m, AA’, BB’,
H2', H6"), 7.26-7.17 (2H, m, AA’, BB", H3’, H5"), 2.66 (2H, q, J=7.6 Hz, CH)),
1.22 (3H, t, J=7.6 Hz, CHy)

13C NMR (75 MHz, DMSO) & 187.4, 177.9, 150.2, 144.3, 141.5, 141.2, 133.1,
129.1, 127.9, 127.1, 121.5, 116.5, 28.0, 15.4

T 6150

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.26 (1H, d, J=2.3 Hz, H5), 8.05 (1H, dd, J=8.8
Hz, J=2.3 Hz, H7), 7.55 (1H, d, J=8.8 Hz, H8), 7.37-7.29 (2H, m, AA’, BB’,
H2', H6%), 7.25-7.17 (2H, m, AA", BB", H3", H5"), 2.66 (2H, q, J=7.6 Hz, CH,),
1.22 (3H, t, J=7.6 Hz, CHy)

13C NMR (75 MHz, DMSO) 5§ 186.8, 177.8, 149.1, 144.3, 141.5, 138.9, 133.1,
129.2,127.8, 123.9, 119.0, 118.5, 28.0, 15.5

T 6152

TH NMR (300 MHz, DMSO) & 8.13 (1H, d, J=2.6 Hz, H5), 7.94 (1H, dd, J=8.8
Hz, J=2.6 Hz, H7), 7.63 (1H, d, J=8.8 Hz, H8), 7.35-7.27 (2H, m, AA’, BB’,
H2', H6"), 7.24-7.16 (2H, m, AA’, BB’, H3’, H5"), 2.63 (2H, t, J=7.5 Hz, CH}),
1.67-1.51 (2H, m, CH,), 1.41-1.24 (2H, m, CHy), 0.91 (3H, t, J=7.5 Hz, CH)
13C NMR (75 MHz, DMSO) & 186.9, 177.8, 148.7, 143.0 141.5, 136.2, 130.7,
130.0 129.6 127.8, 123.6, 118.9, 34.7, 33.1, 22.0, 14.0
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4.7 VZORCE PRIPRAVENYCH LATEK

4-Chlor-4’-ethylfenyl-salicylanilid (T 5724)

Sumarni vzorec :C15H14CINO,
M, : 275,74

Cl OH

H
N\©\/
O
Pouzité chemikalie :kyselina 4-chlorsalicylova (0,02 mol)
4-ethylanilin (0,02 mol)
chlorid fosfority (0,01 mol)

toluen (100 ml)
Bila krystalicka latka, teplota tani 198-200 °C .

5-Chlor- 4"-ethylfenyl-salicylanilid (T 5725)

Sumarni vzorec : C15sH14CINO,
M, : 275,74

OH

H
@)
Pouzité chemikalie :kyselina 5-chlorsalicylova (0,02 mol)
4-ethylanilin (0,02 mol)
chlorid fosfority (0,01 mol)

toluen (100 ml)
Bila krystalicka latka, teplota tani 198-201 °C.
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5-Brom-4’-ethylfenyl-salicylanilid (T 5726)
Sumarni vzorec :C15H14BrNO,

M, : 320,19

OH
N
@)

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

Bila krystalicka latka, teplota tani 208-210 °C.

3,5-Dibrom-4"-ethylfenyl-salicylanilid (T 5727)

Sumarni vzorec :C15H13BroNO,
M;, : 399,08

Br
OH

H
Br N‘@\/
(@)

Pouzité chemikalie :kyselina 3,5-dibromsalicylova (0,02 mol)

4-ethylanilin (0,02 mol)
chlorid fosfority (0,01 mol)
toluen (100 ml)

Bila krystalicka latka, teplota tani 128-132 °C .
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5-Chlor-4"-butylfenyl-salicylanilid (T 5538)

Sumarni vzorec :C17H1sCINO,
M; : 303,79

H
Cl |N

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

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

7-Chlor-3-(4"-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin -2,4(3H)-dion (T 5735)

Sumarni vzorec :C15H12CINO3
M; : 301,73

Cl O\(O
N
O \©\/
Pouzité chemikalie: 4-chlor-4’-ethylsalicylanilid ( 40 mmol)
suchy pyridin (20ml)
metylester kyseliny chlormravenci (48 mmol)

ethanol 96 %
Bila krystalicka latka, teplota tani 185-189 °C.



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

Sumarni vzorec : C1gH12CINO;
M; : 301,73

OYO
N
Cl
O
Pouzité chemikalie: 5-chlor-4’-ethylsalicylanilid (40 mmol)
suchy pyridin (20ml)
metylester kyseliny chlormravenci (48 mmol)

ethanol 96 %
Bila krystalicka latka, teplota tani 230-233 °C.

6-Brom-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin -2,4(3H)-dion (T 5737)

Sumarni vzorec :C1gH12BrNO3
M; : 346,18

O O
N
Br
O ~_—"

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

Bila krystalicka latka, teplota tani 219-222 °C.
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6,8-Dibrom-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin -2,4(3H)-dion (T 5738)
Sumarni vzorec IC16H1;|_BI'2N03

M, : 425,08

Br
o\(o
N
Br
O

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

Bila krystalicka latka, teplota tani 250-253 °C.

6-Chlor-3-(4"-butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin -2,4(3H)-dion (T 5578)
Sumarni vzorec :C1gH16CINO;

M, : 329,79

@) O

N
IO
O ~ N

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

Bila krystalicka latka, teplota tani 189-190 °C.
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6-Chlor-3-(4-ethylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-on (T 6145)

Sumaérni vzorec: C15H12CINO,S

M.h.:317,8
OYO
N
Cl
S
Pouzité chemikalie: 6-chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (4 mmol)

5 P,Ss (4 mmol)
Zlutooranzova krystalicka latka.

7-Chlor-3-(4-ethylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-on (T 6146)

Sumarni vzorec: C16H12CINO,S
M.h.:317.8

Cl O\’%O
N
S @\/
Pouzité chemikalie: 7-chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (4 mmol)

P,Ss (4 mmol)
Zlutooranzova krystalick4 latka.
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6-Chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (T 6147)

Sumarni vzorec: C1H12CINOS,
M.h.:333,86

O\(S
N
Cl
S
Pouzité chemikalie: 6-chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (4 mmol)

P,Ss (4 mmol)
Cervena krystalicka latka.

7-Chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (T 6148)

Sumarni vzorec: C16H12CINOS,
M.h.:333,86

Cl O\(S
N
S \©\/
Pouzité chemikalie: 7-chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (4 mmol)

P2Ss (4 mmol)
Cervena krystalicka latka.
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6-Brom-3-(4-ethylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-on (T 6149)

Sumarni vzorec: C16H12BrNO,S
M.h.:362,25

O\’%O
N
Br
S \©\/
Pouzité chemikalie: 6-brom-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (4 mmol)

P,Ss (4 mmol)
Zlutooranzova krystalicka latka.

6-Brom-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (T 6150)

Sumarni vzorec: C1H12BrNOS,

M.H.: 378,31
O\(S
N
Br
S \©\/
Pouzité chemikalie: 6-brom-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (4 mmol)

P»Ss (4 mmol)
Cervena krystalicka latka.
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6-Chlor-3-(4-butylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-on (T 6151)

Sumarni vzorec: C1gH16CINO,S

M.h.: 345,85
OYO
N
Cl
S

Pouzité chemikalie: 6-chlor-3-(4-butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (4 mmol)
5 P,Ss (4 mmol)
Zlutooranzova krystalicka latka.

6-Chlor-3-(4-butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (T 6152)

Sumarni vzorec: C1gH1CINOS,;
M.h.: 361,92

O\(S
N
Cl
S
Pouzité chemikalie: 6-chlor-3-(4-butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (4 mmol)

P,Ss (4 mmol)
Cervena krystalicka latka.
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6,8-Dibrom-3-(4-ethylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-on (T 6005)

Sumarni vzorec: C16H11BroNO>S
M.h.:441,14

Br
OYO
N
Br
S \©\/
Pouzité chemikalie: 6,8-dibrom-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (4 mmol)

P,Ss (4 mmol)
Zlutd krystalicka latka.
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4.8 VYHODNOCENI ANTIMIKROBNIHO TESTOVANI

Antimykobakterialni G¢innost byla urena pomoci kmenii mykobakterii z Narodniho

Institutu zdravi v Praze. Pouzity byly kmeny Mycobacterium tuberculosis CNCTC My 331/88,
Mycobacterium kansasii CNCTC My 235/80, Mycobacterium avium My CNCTC 330/80 a jeden

klinicky izolat Mycobacterium kansasii

6 509/96 od pacienta z Karviné. Slouceniny byly

rozpu$tény v DMSO, méfeni bylo provadéno s roztoky o koncentracich 1000, 500, 250, 125,

62,5, 32, 16, 8, 4, 2 umol/l . stanoveni MIC bylo provedeno po inkubaci v Suloveé pude pii 37°C

po 14 a 21 dnech. Hodnoty vyhodnocené z tiikrat opakovaného méfeni minimalnich inhibi¢nich

koncentraci byly porovnany s izoniazidem jako standardem.

Tab.13: MIC syntetizovanych ethylderivdti

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

T 5724 8/8 8/16 16/16 16/16
T 5725 8/8 8/8 n/n 16/16
T 5726 16/32 16/62,5 62,5/62,5 32/62,5
T 5727 8/8 16/16 16/32 16/16
T 5735 8/8 16/16 8/16 16/16
T 5736 8/16 16/16 16,32 16/16
T 5737 8/8 8/16 32/32 16/16
T 5738 32/32 62,5/62,5 62,5/125 62,5/62,5
T 6146 0,5/0,5 8/8 8/8 8/8
T 6145 0,5/0,5 8/8 16/16 4/8
T 6005 2/4 32/32 125/125 16/32
T 6149 0,5/0,5 8/16 32/32 4/8
T 6148 0,5/0,5 8/16 4/8 8/16
T 6147 0,5/0,5 8/8 8/16 4/8
T 6150 1/2 8/16 62,5/62,5 4/4

INH 1/2 250/250 250/250 8/8
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Tab.14. MIC syntetizovanych butylderivatii

MIC [ pmol]
) Inkubacéni doba 14 / 21 dni
Latka M.tuberculosis M. kansasii M. avium M. kansasii
My 331/88 My 235/80 My 330/88 6 509/96
T 5538 4/4 8/8 8/8 4/8
T 5578 16/16 8/8 16/16 8/16
T 6151 1/2 8/16 8/16 4/4
T 6152 2/4 8/8 8/16 8/8
INH 1/2 250/250 250/250 8/8
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5. DISKUSE
5.1. DUKAZ STRUKTURY PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

Struktura latek byla ovéfovana NMR spektry, IC-spektry a hodnotou vypodtenych a
experimentalné ziskanych hodnot elementarni analyzy. V IC spektrech salicylanilidii byly
intenzivni absorpéni péasy odpovidajici v(C=0) karbonylu v oblasti 1621-1648 cm™. Pro
infraervena spektra 3-(4'-alkylfenyl)-2H-1,3- benzoxazin-2,4(3H)-dionti je charakteristicka
dvojice absorpénich maxim. Vys§i vlnodet se nachazi v oblasti 1770-1781 cm™, niz§i pak v
oblasti 1703-1708 cm™. Po zamé&né jedné oxo skupiny za thioxo skupinu je zfetelna op&t pouze
jedna vibrace v oblasti 1759-1771 cm™, kterd po zaméné& druhé oxoskupiny za thiooxoskupinu
v IC-spektrech vymizi. Polohu thioxoskupiny u 3-(4-alkylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-

2(3H)-onil jsme pifadili ve shod& s nagimi pfedchozimi pracemi®’ do polohy 4.
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5.2. MECHANISMUS UCINKU

Nase latky vychdzeji ze salicylanilidi. To jsou inhibitory dvoukomponentového
regulacniho systému bakterii. Stejné tak benzoxazindiony. U sirnych derivati mechanismus
ucinku nezname, ale vezme-li se v tvahu, Ze obsahuji v molekule siru, mizeme piedpokladat, ze
by mechanismus ptsobeni mohl byt podobny jako u latek jiz pouzivanych k 1écbé tuberkulézy,
které také obsahuji ve své molekule siru. Naptiklad ethionamid, isoxyl a thiacetazon. O téchto
latkach bylo zjisténo, Ze jsou to inhibitory syntézy mykolové kyseliny.

Zakladem mechanismu piisobeni vétSiny dosavadnich 1éCiv je inhibice syntézy bunécné
stétny. Bunécnad sténa bakterii se sklada ze tfi kovalentné spojenych makromolekul
peptidoglykan, arabinogalaktan a u mykobakterii jest¢ mykolové kyseliny. Toto spojeni je
oznacovano jako mykolyl-arabinogalaktan-peptidoglykanovy komplex (m AGP).

Peptidoglykan je polysacharid slozeny =z opakujicich se jednotek N-acetyl-fB-D-
glukosamin-(1—4)-N-glykolyl-muramové kyseliny propojenych  peptidovym  fetézcem.
Peptidoglykanova struktura je pfipojena k arabinogalaktanu (5-6 [-D-galaktofuranosovych
spojenych jednotek) fosfodiesterovou vazbou. U M. tuberculosis je jest¢ k mAGP kostie
nekovalentné¢  asociovany lipoarabinomanan (LAM), ten obsahuje ve struktufe
fosfatidylinositoldiacylglycerolové domény). Tento glykolipid se ti€astni mnoha biologickych
funkci: inhibuje aktivaci T bunék, makrofagi, vypousténi reaktivnich mediatort kysliku,
inhibuje aktivitu proteinkinazy C...

Mykolova kyselina, a-alkyl-B-hydroxy-mastna kyselina, ptedstavuje klicovou
komponentu mykobakteridlni bunécné stény. Mykolové kyseliny jsou a-vétvené lipidy, které
obsahuji v molekule druhové zavisly kratky fetézec slozeny z 20-26 atoma uhliku a dlouhy
fetézec slozeny z 50-60 atomi uhliku, rozdélené na regulacni oblasti cykloproplu (o-mykolat),
a-metylketonu (ketomykolat) nebo a-metyl-metyletheru (metoxymykolat). U M. tuberculosis je
nejéastéj$i a-mykolat. Pfitomnost dvojnych vazeb, cyklopropanového kruhu vétSinou v Cis-
konfiguraci a kyslikatych skupin ma za cil zejména udrZovani membranového prostiedi- stalou
fluiditu. Cyklopropanace byla pozorovana jen u patogennich mykobakterii, cyklopropany jsou

relativné inertni k oxidaci, coz zvySuje rezistenci vici zabijeni hydrogenperoxidem.
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Biosyntetickd cesta mykolové kyseliny zahrnuje 5 zakladnich kroki. V prvnim kroku je
syntetizovan kratky fetézec nasycené mastné kyseliny poskytujici a-vétveni, ve druhém kroku je
syntetizovan dlouhy fetézec meromykolové kyseliny, poskytujici vlastni uhlikovou kostru. Ve
tretim kroku dochazi k modifikaci této uhlikové kostry zavadénim funkénich skupin, pfi tom
vznikaji cis-dvojné vazby. Ctvrty krok predstavuje kondenzace Claisenova typu, kdy o-uhlik o-
vétveni nukleofilné¢ atakuje meromykolatovy uhlik karbonylu, nésleduje oddéleni S-ACP
skupiny z meromykolatového fetézce a redukce o-karbonylového kysliku. V poslednim kroku
dochazi k riznym mykolyltransferdzovym procesim bunéénych lipidi. Vlastni mykolové
kyseliny pak existuji jednak ve form¢ kovalentné spojené s bunécnou sténou nebo nekovalentné
spojené ve formé& 6,6 -trehalosadimykolatu (TDM) nebo monomykolatu (TMM).

Elongace mastnych kyselin se stava z opakujicich se cyklt kondenzace, [3-ketoredukce,
dehydratace a enoylredukce. Tyto reakce jsou katalyzovany dvéma typy synthasovych systému
(Fatty acid systém, FAS). FAS | se vyskytuje u eukaryot, zejména rostlin. FAS Il se vyskytuje u
bakterii a rostlin. Na rozdil od vétSiny organismii maji mykobakteria oba systémy.
Mykobakterialni FAS I katalyzuje syntézu C16 a C18 MK (normalni produkty de novo), ale také
elongaci k C24 a C26 MK. Syntéza dlouhého fetézce probiha pomoci FAS II. Mastna kyselina
bude pro FAS II pouzita jako substrat pouze v ptitomnosti ACP. Jako dulezité byly objeveny dva
geny, jejichz produkty jsou potiebné pro kompletni cyklus mastnych kyselin. Gen inhA koéduje
trans A2-enoylreduktasu (InhA) a gen mabA kodujici B-ketoacylreduktasu (MabA). FAS 1
zajistuje dlouhofetézcové acyl-CoA prekurzory, které kondenzuji s malonyl-ACP, produkty
mohou byt elongovany pomoci FAS II za vzniku dlouhouhlikatého fetézce meromykolatu (50 az
60 C). Mechanismus tvorby meromykolatového fetézce zahrnuje vznik nestabilniho katonického

intermediatu.??

Vliv struktury vitadé 4’-ethylsalicylanilidy (1), 3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3- benzoxazin-
2,4(3H)-diony (2), 3-(4-ethylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-ony (3) a 3-(4-
ethylfenyl)-2H-1,3- benzoxazin-2,4(3H)-dithiony (4) je zietelny z pfilozeného grafu (viz obr. 1 a
obr. 2)
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Obr. 1. Grafické znazornéni vlivu struktury na antimykobakterialni aktivitu u halogenovanych
4’-ethylsalicylanilidi a znich odvozenych benzoxazinovych derivati. Dalsi substituenty
v salicylu byly a) 4-Cl, b) 5-Cl, c) 6-Br, d) 3,5-Br,, a odpovidajici substituenty v -(4-ethylfenyl)-
2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu, 3-(4-ethylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-onu a 3-
(4-ethylfenyl)-2H-1,3- benzoxazin-2,4(3H)-dithionu, tj.a)7-Cl, b) 6-Cl, c) 6-Br, d) 6,8-Br,.
Aktivita vaci Mycobacterium tuberculosis CNCTC My 331/88, 14 dni inkubace.
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Obr. 2. Grafické znazornéni vlivu struktury na antimykobakterialni aktivitu u halogenovanych
4’-ethylsalicylanilidi a znich odvozenych benzoxazinovych derivati. Dalsi substituenty
v salicylu byly a) 4-Cl, b) 5-Cl, ¢) 6-Br, d) 3,5-Br,, a odpovidajici substituenty v -(4-ethylfenyl)-
2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu, 3-(4-ethylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-onu a 3-
(4-ethylfenyl)-2H-1,3- benzoxazin-2,4(3H)-dithionu, tj.a)7-Cl, b) 6-Cl, c) 6-Br, d) 6,8-Br,.
Aktivita vaci Mycobacterium tuberculosis CNCTC My 331/88, 21 dni inkubace.

Vliv thiooxo skupiny je nesporny. Latky piekonavaji isoniazid (hodnota log MIC 0).
Mechanismus je vSak sporny, protoze latky pisobi na nékteré grampositivni bakterie, které
mykolové kyseliny neobsahuji. (napf. Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus

luteus, Enteroccocus faecalis.*
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5.3. BIOCHEMICKE ASPEKTY PRIPRAVENYCH LATEK

Léciva obsahujici thiokarbonylovou skupinu jako ethionamid, thiacetazon a isoxyl
katalyzovana flavin-dependentni monooxygenasou, pii metabolismu podléhaji S-oxidaci. Enzym
je veétSinou nazyvan mikrosomalni FAD-obsahujici monoaminooxidasa (zkracené¢ FMO), protoze
se nachazi prevazné v mikrosomalni frakci jater. Jako zdroj redukéni sily vyuziva bud NADH
nebo NADPH. Enzym katalyzuje oxygenaci mnoha nukleofilnich organickych dusikatych a
sirnych sloucenin. Existuji rozdilné isoformy FMO:-FMOs s navzajem odliSnou substratovou
specifitou. Hlavni lidskou formou v jatrech je FMOs3, ten ma Sirokou substratovou specifitu
k 1é¢ivim a jinym xenobiotikim. Pfi vlastnim mechanismu dochézi nejprve k vlastni flavinové
redukei oxidujiciho enzymu, poté k vazbé kysliku, ddle probéhne vnitini elektronovy transfer
formujici peroxy-flavinovy komplex. Tento komplex je silné elektrofilni a mél by byt schopen
oxidace n¢jake nukleofilni slouceniny, naptiklad N a S obsahujici xenobiotika. Vazbou substratu
dojde k oxygenaci uvoliujiciho se produktu, disociaci NAD(P)H+ a vzniku ptivodni formy
enzymu. V piitomnosti oxidovatelnych substrati se peroxyflavinovy komplex pozvolna

rozpadne za uvolnéni peroxidu vodiku. 30)
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6. ZAVER

Antimykobakterialni aktivita naSich latek je vysoka, fada z nich piekonava 1 aktivitu
izoniazidu. Zaména  thioskupiny za oxoskupinu vedla k ocekdvanému zvySeni
antimykobakteridlni aktivity u vétSiny latek. Pfi zavedeni druhé thioskupiny do molekuly jiz
k vyraznéjsimu zvySeni Gc¢innosti nedoslo. Slouc¢eniny monohalogenované byly G¢innéj$i nez
slou¢enina dihalogenovana, ta byla ze v§ech latek nejméné u¢inna. Slouéeniny, které obsahovaly
v molekule chlor v pozici 7 nebo 6 byly u¢inngjsi nez slouc¢eniny obsahujici v molekule vazany
brom. Zda se, Zze halogen v poloze 7 zvySuje antimykobakteridlni aktivitu vice, nez halogen
v poloze 6. Kromé latek T 6005 (6,8-dibrom-3-(4-ethylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-
2(3H)-on) a T 6152 (6-chlor-3-(4-butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion ) byly v§echny
ptipravené sirné derivaty proti M. tuberculosis G¢innéj$i nebo stejné ucinné v porovnani
s izoniazidem jako standardem. VUuci ostatnim testovanym kmendm mykobakterii vykazovaly
slou€eniny vyrazné vyssi u€innost nez izoniazid.

Nejucinngjsimi latkami byly : T 6147 (6-chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dithion ), T 6146 (7-chlor-3-(4-ethylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-on a T
6148 (7-chlor-3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion).

Z ptedlozené prace vyplyva, ze cil byl splnén. Dospéli jsme k latkam, které aktivitou
pfekonéavaji soudoba léc¢iva a maji pravdépodobné od nich odlisny mechanismus uc€inku. Na
jejich vyznam muze vSak ukazat pouze hodnoceni vedlejSich ucinki. V uvedeném smeéru pracuje
nase spolupracujici pracovisté v Némecku. (Leibniz Institute for Natural Product Research and

Infection Biology — Hans Knoell Institute).
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9. ABSTRAKT

9.1. ENGLISH ABSTRACT

In the rigorous thesis are described the influence of replacement oxo group for thioxo
group in the series of halogenated 3-(4-ethylphenyl)benzoxazine-2,4(3H)-diones and 6-chloro-3-
(4-butylphenyl)benzoxazine-2,4(3H)-dione. The starting ethyl (or butyl) salicylanilides were
synthesis from substituted salicylic acid and ethyl (or butyl) aniline in toluene by the presence of
phosphorus trichloride. (The set of halogenated salicyl acids compounds: 4-chloro-, 5-chloro-, 5-
bromo- and 3,5-dibromosalicylic acid). The halogenated 4’-ethylsalicylanilides were reacted in
dry pyridine with methyl-chloroformiate to form 3-(4-ethylphenyl)benzoxazine-2,4(3H)-diones.
Similar were prepared 6-chloro-3-(4-butylphenyl)benzoxazine-2,4(3H)-diones. The mixture of 3-
(4-ethyphenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazine-2(3H)-one and 3-(4-ethylphenyl)-2H-1,3-
benzoxazine-2,4(3H)-dithione was prepared by the reaction of the halogenated 3-(4-
ethylphenyl)- 2H-1,3-benzoxazine-2,4(3H)-diones with phosphorus pentasulfide. The products
were separated by chromatography. The 3-(4-ethylphenyl)-6-chloro-4-thioxo-2H-1,3-
benzoxazine-2(3H)-ones and 6-chloro-3-(4-ethylphenyl)-2H-1,3-benzoxazine-2,4(3H)-dithiones
were prepared by similar way. The compounds were tested in vitro for antimycobacterial activity
against Mycobacterium tuberculosis, M. kansasii (two strains) and M. avium. The thioxo (or two
thioxo) derivatives form the group of high active antimycobacteral compounds, active against
INH-resistant strain M. kansasii and M. avium as well. The most active derivatives were against
Mycobacterium tuberculosis more active as isonicotinhydrazide (INH). The study is interesting
for orientation on compounds of the new mechanism of activity. It brings a biochemical interest

in this way.
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9.2. CESKY ABSTRAKT

V rigorozni praci byl popsan vliv zamény oxo skupiny za thioxoskupinu v fadé halogenovanych
3-(4-ethylfenyl)benzoxazin-2,4(3H)-diont a 6-chlor-3-(4-butyfenyl)benzoxazin-2,4(3H)-diont
Vychozi ethyl (nebo butyl) salicylanilidy byly syntetizovany z ethyl (nebo butyl) anilinu a
substituované salicylové kyseliny v toluenu za pfitomnosti chloridu fosforitého. (Skupina
halogenovanych salicylovych kyselin: 4-chlor-, 5-chlor-, 5-brom- and 3,5-dibrom salicylova
kyselina.)  Halogenované 4’-ethylsalicylanilidy reagovaly v suchém pyridinu s methyl-
chloroformiatem za vzniku 3-(4-ethylfenyl)benzoxazin-2,4(3H)-diont. Podobné byly ptipraveny
6-chlor-3-(4-butylfenyl)benzoxazin-2,3,(4-H)-diony. Smés 3-(4-ethyfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-
benzoxazin-2(3H)-onu a 3-(4-ethylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu byla pfipravena
reakci halogenovanych 3-(4-ethylfenyl)- 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont se sulfidem
fosforecnym. Latky byly oddéleny chromatograficky. Podobné byl ziskan 6-chlor-3-(4-
butylfenyl)-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-on a 6-chlor-3-(4-butylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dithion. Latky byly hodnoceny in vitro na antimykobakterialni aktivitu vuci
Mycobacterium tuberculosis, M. kansasii (dva kmeny) a M. avium. Thioxo (nebo dithioxo)
derivaty jsou vysoce aktivnimi antimykobakteridlnimi latkami, aktivnimi vii¢i INH-rezistentnim
kmentim M. kansasii a M. avium. Nejaktivnéjsi derivaty byly proti M. tuberculosis vice aktivni
nez isonikotin hydrazid (INH). Studie je zajimava svym zaméfenim na latky o novém

mechanismu aktivity. Tim pfindsi i biochemicky zajimavou problematiku.
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10. PREHLED POUZIVANYCH ZKRATEK

BCG — Bacillus Callmette Guerin

MDR - (multidrug rezistence) multirezistentni tuberkul6za
InhA — NADH-dependentni-enoyl-ACP-reduktasa

ACP —acyl carrier protein

FAS —fatty acid system (synthasovy systém mastnych kyselin)
MabA — beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein reduktasa M.tuberculosis
TCS — two component regulatory system

MurB — murasa B

ATP — adenosintrifosfat

MAGP — mykolyl-arabinogalaktan-peptidoglykanovy komplex
LAM - lipoarabinomanan

TDM — trehalosadimykolét

TMM — trehalosamonomykolat

MK — mastna kyselina

FAD - flavinadenindinukleotid

FMO — flavin monooxidasa
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