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ABSTRAKT

Syntéza 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dioni a jejich

sirnych analogii

Barbora Ruzkova

V této diplomové praci jsem se zabyvala pfipravou 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dionu, 3-fenyl-5-hydroxy-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2-ont a 3-fenyl-
5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiont jako cyklickych analogid 2,6-dihydroxy-
benzanilida.

Vychozi 2,6-dihydroxybenzanilidy jsem syntetizovala reakci 2,6-dihydroxybenzoové
kyseliny a anilinu (nesubstituovaného, nebo substituované¢ho v poloze 4 chlorem, methylem,
butylem a methoxyskupinou) v piitomnosti chloridu fosforitého provadénou v mikrovinném
rektoru. Pisobenim methyl-chlorformiatu jsem je pievedla na 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-diony ve vytézku 77 — 94 %. 3-Fenyl-5-hydroxy-4-thioxo-2H-1,3-
benzoxazin-2-ony a 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiony jsem ziskala
thionaci Lawessonovym ¢inidlem ve vytézku 31 — 42 % v ptipadé monosirnych a 24 — 33 %
v piipadé disirnych analogt. Struktura pfipravenych latek byla potvrzena IC a NMR spektry.

Zadna z latek nevykazovala antimykotickou aktivitu (pfi testovani proti Candida
albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, Trichosporon asahii, Trichophyton
mentagrophytes, Aspergillus fumigates a Absidia corymbifera) ani antimykobakterialni
aktivitu (proti M. tuberculosis, M. kansasii a M. avium).



ABSTRACT

Synthesis of 5-hydroxy-3-phenyl-2H-1,3-benzoxazine-2,4(3H)-diones and

their sulfur analogues

Barbora Ruzkova

The thesis is concerned with the preparation of 5-hydroxy-3-phenyl-2H-1,3-
benzoxazine-2,4(3H)-diones, 5-hydroxy-3-phenyl-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2-ones and 5-
hydroxy-3-phenyl-2H-1,3-benzoxazine-2,4(3H)-dithiones, i.e. cyclic analogues of 2,6-di-
hydroxybenzanilides.

The starting 2,6-dihydroxybenzanilides were synthesized by the microwave-assisted
reaction of 2,6-dihydroxybenzooic acid with aniline (unsubstituted or para-substituted by
chlorine, methyl, butyl or methoxy groups) in the presence of phosphorus trichloride. Their
treatment with ethyl-chloroformate afforded 5-hydroxy-3-phenyl-2H-1,3-benzoxazine-
2,4(3H)-diones in 77 - 94 % yields. 5-Hydroxy-3-phenyl-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2-ones
and 5-hydroxy-3-phenyl-2H-1,3-benzoxazine-2,4(3H)-dithiones were obtained by thionation
using Lawesson’s reagent in 31 — 42 and 24 — 33 % yields, respectively. All the compounds
were characterized by infrared and NMR spectroscopy and by elemental analysis.

No substance exerted either antimycotic activity (against Candida albicans, C.
tropicalis, C. krusei, C. glabrata, Trichosporon asahii, Trichophyton mentagrophytes,
Aspergillus fumigates, and Absidia corymbifera) or antimycobacterial activity (against M.

tuberculosis, M. kansasii, and M. avium).
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1. UVOD

Na Katedie anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty UK se jiz fadu let
nékolik pracovnich tymil zabyva problematikou salicylanilidl a jejich strukturnich analogt
a to zejména se zietelem na jejich antimykotické a antimykobakterialni ucinky. V této
diplomové praci jsem se vénovala syntéze 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-
dionti a jejich sirnych analogt. Tyto latky jsou cyklickymi analogy salicylanilida, které
Vv acylové casti molekuly obsahuji 0 jednu hydroxyskupinu vice (v poloze 6). Zajima nas,
jak se tato strukturni modifikace projevi na biologické aktivité téchto latek.

Mykoézy jsou velmi rozSifena onemocnéni, ktera postihuji pacienty vSech vékovych
kategorii bez ohledu na to, ze které socialni vrstvy pochéazeji. Houby, plisné a kvasinky
mohou napadat nehty, kuzi, vlasy i intimni partie a byt tak pti¢inou dyskomfortu a ztraty
sebevédomi pacienta. Mnohem zévazngj$i jsou vSak orgdnové mykdzy napt. pacientl
s oslabenou imunitou. Onemocnéni jsou obvykle lé¢ena dlouhodobé. Uspésna 1écba
vyzaduje dusledné dodrzovani hygienickych navykt a spolupraci pacienta pti dodrzovani
rad 1ékate a 1ékarnika.

Vyvoj novych antimykotik a registrace novych preparatl jde stale kupfedu. Mykézy
jsou stale pfedmétem zkoumani, proto je velmi dilezita orientace v soudobé farmakoterapii,
jak je nastinéno v obecné Casti této prace. Novinkou mezi antimykotiky jsou i
echinokandinové preparaty, které za¢inaji byt dostupné i v Ceské republice. Za zminku jisté

3-Fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony nejsou uplné novou skupinou latek, avsak
jejich biologické ucinky jesté nejsou dostateéné poznany. Podle dosavadnich védeckych
studii se zd4, Ze by mezi nimi mohly byt nalezeny latky s vyhodnymi biologickymi uc€inky.
Hledani novych ucinnych latek, nejen s antimykotickou a antimykobakterialni aktivitou, je
dlouhodobym procesem. Preparaty je tfeba obménovat, také proto, Ze na né vznika
rezistence. Tato diplomova prace je konkrétné zaméfena na syntézu 3-fenyl-5-hydroxy-2H-
1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diond a jejich sirnych analogii substituovanych na fenylu v poloze
4 jako potencialnich antimykotik a antituberkulotik.

Préce je soucasti vyzkumu provadéného na Katedfe anorganické a organické chemie v

ramci vyzkumného zaméru MSM 0021620822.



2. OBECNA CAST

Mykozy jsou onemocnéni zpisobena houbami (plisnémi, kvasinkami). Mén¢ zavazné
jsou mistni, zejm. kozni (dermatomykodza), popt. slizniéni mykozy, které patii k velmi
astym onemocnénim. Cast&ji je nachazime u diabetik(l. Naopak, velmi zavazna onemocnéni
predstavuji celkové (systémové) mykodzy s postizenim vnitinich orgént (plic, jicnu, mozku),
které se vyskytuje pfedevsim u osob s naruSenou imunitou. VétSina ptivodet téchto chorob je

vSudypfitomna, ale za normalnich okolnosti nevyvolava jiz onemocnéni.

Dnes rozeznavame asi 300 000 hub, z nichz se asi 240 vyskytuje v 1¢katské praxi.
Rozlisuji se 4 druhy poskozeni zdravi zptisobenych houbami:
1. mycetismus - alimentarni otrava,
2. mykotoxiko6za - otrava toxinem nebo toxickym produktem sekundarniho metabolismu pfi
kontaminaci potravy, vzduchu,
3. mykoalergie - hypersenzitivni reakce imunitniho organismu a

4. mykozy - infekéni onemocnéni vyvolana houbami.

Mykézy mizeme rozd&lovat podle riiznych hledisek™:
a) podle rozsahu postiZeni:
A. lokalizované-postihuji orgdn nebo jinou lokalitu
B. systémové (diseminované) - postizeni dvou a vice organti
b) podle lokalizace:
A. povrchové (superficialni)
B. kozni (kutanni)
C. podkozni (subkutanni)
D. hluboké (organove).

Vyskyt systémovych infekci stale roste. Casto se jedna o nozokomialni nikazy,
zpusobené zejména Candida albicans, ¢i Aspergilus sp., napt. u pacientti s hematologickymi
malignitami®®.

Mezi rizikové faktory patfi: intravaskularni katetrizace, mocova Kkatetrizace,

parenteralni vyziva, naddorova onemocnéni, bakteridlni sepse, diabetes, steroidni lécba,



chemoterapie, popaleniny, 1é¢ba Sirokospektrymi antibiotiky, imunosuprimovani pacienti,
pouzivani dlouhodobych trvalych protéz, infuzni kanyly a dalsi faktory umoziujici prinik
mikroorganismiim do krevniho fecisté a prekonani télesnych bariér.}0!

Predisponujici faktory pti vzniku mykéz uvadi nasledujici tabulka:':

Imunologické faktory Piicina

Defekty neutrofilti Maligni krevni onemocnéni
Solidni tumory

Akutni leukémie
Rifampicin

Gentamicin

Defekty T a B lymfocytti | Maligni krevni onemocnéni
Solidni tumory

Virus HIV
Chemoterapeutika
Adrenokortikosteroidy
Cyklosporin

Antimikrobni latky
Neimunologické faktory | Dlouhodoba hospitalizace
Infuze

Katetrizace

Rozséhlé chirurgické zakroky
Malnutrice

Pfevoz pacienta mezi nemocnicemi

c) podle mechanismu G&inku™:
A) specificka - zasahuji na specifickém misté metabolismu mikromycet

B) nespecificka - ptisobi obecnym fungistatickym G¢inkem

Specifickd antimykotika 1ze podle chemické struktury rozd¢lit do tii zékladnich skupin:
A polyenova antimykotika
B. azolova antimykotika

C. allylaminova antimykotika



Latky s jinou chemickou strukturou pak fadime mezi D. ostatni antimykotika.

Nespecificka antimykotika jsou zastoupena kyselinami (borita, benzoova), aldehydy
(formaldehyd), organickymi barvivy (Solutio Castelani), derivaty fenolt (resorcinol) i
anorganickymi latkami (slou¢eniny rtuti a jodu).

Lécba povrchovych mykoz je zvladnuta antimykotiky rtizné struktury. Jedna se o
skupinu antibiotik (griseofulvin, polyeny), azolovych derivatd (imidazoly, triazoly),
allylaminti, thiokarbamati a sloucenin typu fluorpyrimidini, N-hydroxypyridont,
fenylpropylmorfolint. Jednotliva 1é¢iva je potfeba obménovat, protoze se po urcité dobé
stavaji neti¢innymi. Aplikuji se ve form¢ tinktur, na hlubsi projevy ve form¢ masti.

Hyperkeratonické nebo hluboké formy se 1é¢i mastmi po koupeli v horkém
hypermanganu. Masti se aplikuji v tzv. naplasti (mast natfena na gazu v tenké vrstvé
zpusobuje zapateni loziska).

Pti postizeni voust a vlasu se terapie téz urychli koupeli v horkém hypermanganu a
manualni epilaci volnych vlasi pinzetou.

Pti postizeni nehtu byla chirurgicka ablace nahrazena nekrvavou onycholyzou, kde se
aplikuji masti obsahujici 20-40% urey, kterd postupné rozrusi nehet a usnadni plsobeni
antimykotika. Existuji 1 1é¢iva, ktera prostupuji skrz nehet do nehtové ploténky (amorolfin,
naftifin, ciclopirox)™.

V terapii systémovych mykoéz je udinny pouze omezeny pocet latek, piedev§im ze
skupiny polyentl, azold, fluorpyrimidint, thiokarbamatti, allylamind. Ve vétsiné ptipada jsou
aplikovany pouze 3 latky: amfotericin B, flukonazol a itrakonazol. Nevyhodné vlastnosti
(toxicita, vznik rezistence, nezadouci ucinky) se Caste¢né podafilo eliminovat zavedenim
kombinované terapie. Tento piistup piinasi rychlejsi terapeuticky efekt, fungicidni aktivitu a
$irsi antifugalni spektrum™.

Celkové plsobici antimykotika se také pouzivaji k 1é€bé povrchovych mykoéz, které
neodpovidaji na lokalni terapiils.

Systémova 1é¢ba je indikovéna u zdvaznych nebo recidivujicich infekei kiize nebo u
vaginalnich infekci. Pouziva se v kombinaci s lokalni terapii k 1é¢bé onychomykozy. Vybér

antimykotika se fidi etiologickym agens, lokalizaci a zavaznosti infekce.
Vyvoj antimykotik

Az do 40. let minulého stoleti nebyla k dispozici Zz4dnd antimykotika k lécbé

systémovych mykdz. Teprve v 50. letech ptibyla antimykotika vhodna pro klinické pouZiti.
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Pro pocatky chemoterapie dermatomyko6z bylo charakteristické pouzivat preparaty,
které zabijeji ptivodce a zpisobuji olupovani svrchni ¢asti pokozky. Pouzivaly se preparaty
s prevazné dezinfekénim ucinkem ¢i uc¢inkem antiseptickym (peroxid vodiku, manganistan
draselny, lihovy roztok jodu), na lokdlni mykdzy se do dnes pouzivaji nespecificky plisobici
antimykotika, tj. latky ze skupiny fenoll, organickych kyselin, kvarternich amoniovych soli,
trifenylmethanovych barviv. Zptsobuji také odlupovani vrchni ¢asti pokozky, proto neptisobi
u hloubkovych mykoéz, infekei vlast a nehtii, navic drazdi, jsou toxicka a zapachaji.

Od 30. let dvacatého stoleti se hledaly ucinnéjsi latky, ziskavaly se izolaci
Z ptirodnich zdrojt (antibiotika) nebo modifikaci dezinfekénich latek.

V 50. letech byla objevena polyenova antibiotika (nystatin, natamycin, amfotericin
B). Synteticka antimykotika typu azold se objevila v 60. letech (klotrimazol, mikonazol).

70. 1éta byla vyznamné rozdélenim azolil na triazoly (terapie systémovych mykdz) a

imidazoly(terapie topicka).

Mechanismus u¢inku antimykotik
Antimykotika specificky interferuji s cilovymi strukturami houbové buriky (psobi
fungistaticky ¢i fungicidné). Fungicidni jsou pouze polyenova antibiotika. Podle mechanismu
ucinku rozliSujeme:
a) inhibitory syntézy buné&éné stény — kaspofugin,
b) inhibitory syntézy ergosterolu - polyeny, morfoliny,
C) inhibitory jadra - flucytosin, griseofulvin

d) a ostatni.

V praxi se vyuzivaji latky ptsobici na ergosterol, ktery je soucasti plazmalemy, ktera
prostiednictvim fluidity ovlivituje funkénost. Dvé skupiny latek plisobi na ergosterol:
- Polyeny se vazi na ergosterol z vnéjsku, vytvaiej pory, kterymi unikaji elektrolyty.
- Allylaminy a morfoliny interferuji uvniti s enzymy ergosterolové drahy, ergosterol je

nahrazen jinym sterolem™.

3.1 Polyenova antibiotika

Chemicky to jsou latky s 26-40¢lennym laktonovym cyklem (makrolidy), poly-

hydroxylovym hydrofilnim fetézcem a uhlikovym lipofilnim fragmentem.
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Makrolidy jsou znacné toxické, plsobi na kvasinky a vlaknité houby. Selektivita je
dana vyssi afinitou k ergosterolu v membrané hub, nez k cholesterolu v membrané zivo¢isné

bunky. Rezistentni bakterie a kvasinky ergosterol neobsahuji.

Podle chemické struktury se déli na:
a) tetraeny - nystatin, natamycin
b) pentaeny
c) hexaeny

d) heptaeny - amfotericin B

Tvofii pory s ergosterolem, coz vede k uniku iontl drasliku, hoi¢iku, vapniku, sodiku,
aminokyselin, peptidi a derivatd nukleovych kyselin, v membrané¢ dochazi k hrubym
porucham, coZz umoznuje prinik kyselym iontdm a velkym molekulam Ié¢iva a vede

K bunééné smrti.

Amfotericin B
Systémovy polyen, pouzivd se ve form¢ koloidni suspenze s Kkyselinou
deoxycholovou nebo sulfatovym cholesterolem, které ho rozpousti. Pisobi na kvasinky,
houby vldknité, prvoky, neptsobi ale na dermatofyty. Aplikuje se u systémovych mykoz,
imunodeficientnich pacientd po organové transplantaci, pacientt s HIV a malignitami.
Nezadoucimi Gcinky, jako jsou nefrotoxicita, neurotoxicita, poruchy jater, poskozeni
kostni dfené€, se postupné eliminovaly technologickou tpravou do liposomalnich 1€kovych

forem (napi. AMBISOME).

OH

Amfotericin B
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Nystatin a natamycin jsou kvuli toxicité vyhrazeny pouze pro lokalni pouziti. Nystatin

se pouziva také v liposomalni 1ékové formé (NYOTRAN).

Nystatin

Natamycin

Griseofulvin
Mechanismus ucinku spoc¢iva V inhibici biosyntézy chitinu a inhibici syntézy RNA a
bilkovin. Pusobi na dermatofyty, akumuluje se v keratinizované tkani. Je tézko rozpustny ve

vodg, proto se p.o. piipravuje v mikronizované formé. V soucasnosti se v CR nepouziva.

3.2 Azoly

Podle centralniho heterocyklu: rozlisujeme imidazoly (atom dusiku v poloze 3) a
triazoly (atom dusiku v poloze4). Atom dusiku se vaze na Zelezo (soucast enzymu). Dobry
prunik do membrany umoziuje substituce chlorem nebo fluorem, heteroaromatickym
Zbytkem.

13



Imidazoly ptsobi na dermatofyty a kvasinky, pusobi fungistaticky, inhibuji syntézu
ergosterolu ve fazi demethylace, ktera je zptisobena vazbou atomu dusiku v poloze 3 na atom
zeleza hemu zminénych enzymi. Nedochazi k jejich metabolizaci, proto se v organismu
vyskytuji ve vysoké koncentraci, malo pronikaji do nervové soustavy.

Specificky mechanismus U¢inku  spo¢ivd v blokaci syntézy ergosterolu
prostfednictvim inhibice enzymu 14-o-demethylazy zavislé na cytochromu P-450, ktery
katalyzuje konverzi lanosterolu na ergosterol.'” Enzym je lokalizovan v endoplazmatickém
retikulu hub. Nevyhodou je vznik rezistence - houba miize zacit produkovat vétsi mnozstvi
blokovaného enzymu.

Daéle blokuji endogenni bunééné respirace, ovliviiuji membranovou chitinesterazu a

toxicky interaguji s membranovymi fosfolipidy.

Ketokonazol (NIZORAL tbl. sus. por. crm.)
Fungicidné ptsobi na dermatofyty, kandidy, eumycety, fykomycety, dimorfni
houby'®. Nevyhodou je blokace cytochromu P-450. Byl vyvinut jako prvni oralni

antimykotikum.

Mikonazol (DAKTARIN inj. ZruSena registrace)
Trifenylmethanovy derivat, 1ze v injekéni formé pouzit na 1écbu systémovych infekei.
Lze ho podavat jak lokalng, tak systémové pii 1é¢bé celkovych mykoéz (nutné parenteralni

podani)*®.

R2

R1
O R1 R2
Cl H klotrimazol
7N -
N\) F flutrimazol
Dalsi derivaty
Ekonazol (PEVARYL crm. past. spr. lot.), isokonazol (TRAVOGEN crm.),

tiokonazol, sulkonazol, fentikonazol, sertakonazol, bifonazol, oxikonazol, omokonazol,

butokonazol, erbekonazol, krokonazol, netikonazol, lanokonazol,
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Cl Cl
Cl

~_" R O mikonazol

N Cl

o ekonazol

Cl

enilkonazol ( IMAVEOL, sol. ad usum veterinarium)
klotrimazol ( CANESTEN, crm. lig. AKNECOLOR, CANDIBENE crm. spr.)

flutrimazol

Cl _CH,
S
Hch/o _—
c H3C/\/\/O (NJ

N enilkonazol N
»

N netikonazol

Skupina triazoli vznikla v 80. letech vyménou imidazolového kruhu za triazolovy.
Jsou nejdulezitéjsi skupinou pouzivanou K 1é¢bé systémovych mykéz. Podavaji se peroralné i
parenteralné. Dosahuji vysokych koncentraci v tkanich (i v CNS), proto se pouzivaji k 1é¢bé
systtmovych mykoz. Proti imidazolim maji $ir$i spektrum uéinku. Pouzivaji se pfi
kryptokokozach, systémovych kandidozach, kryptokokovych meningitidach, k prevenci a

r oW W 4 /4 r . M 4 b O 1 1
1é¢be systémovych mykdz u imunodeficientnich pacientl >18
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Flukonazol (DIFLUCAN cps. plv. sus. inf.)

Nizka lipofilita, ale vysoké penetrace do CNS. Brani tvorbé vybézkt vlaknitych hub,
¢imz omezuje jejich schopnost adheze na povrchy membran, endotel cév a umélé povrchy, je
vhodny k pouziti u déti s nizkou porodni vahou®.

Itrakonazol (SPORANOX cps. sol. por.)

Chiralni latka, kterd se pouziva se ve formé racematu, lze podavat perordlné. Piisobi
fungistaticky az fungicidné, ve srovnani s ostatnimi antimykotiky je Sirokospektry. Pouziva
se k 1é¢be kryptokokoz, systémovych kandidoz, aspergildz, dermatomykédz, onychomykédz a

endemickych mykoz.™®

Triazolové derivaty zaznamenaly znacny Uspéch v 1€¢bé systémovych infekci. Hodné
latek se jeSté nachazi v preklinickém ¢i klinickém zkouSeni. Novinkou je vorikonazol
odvozeny od flukonazolu, ptisobi na rod Aspergillus spp. A je lékem prvni volby 1écby
aspergiloz. Ravukonazol — odvozeny od klotrimazolu.

Spole¢nym rysem této skupiny je pfitomnost jednoho ¢i dvou triazolovych kruht.
Slouceniny obsahuji v molekule fluor, oproti imidazoliim, které jsou chlorované. Latky jsou

chiralni a pouzivaji se ve formé Cistych enantiomeru.

3.3 Allylaminy
Jsou to syntetické latky ziskané v 70. letech.
Naftifin (EXODERIL)
Je G¢inny na dermatofyty.
Terbinafin (LAMISIL tbl. crm.)
Systémové pusobici, farmakokinetické vlastnosti limituji pouziti pouze na infekce
kiize a nehtd, akoliv ma latka in vitro Siroké spektrum ucinku. Inhibuje syntézu ergosterolu

blokaci skvalenepoxidazy.

O‘ butenafin
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Butenafin
Topické antimykotikum (tinea pedis), strukturou a ucinkem je ptibuzné s alkylaminy,
proto tato skupina ztraci svoje opodstatnéni, protoze spoleénym rysem pro tyto latky je

(naftylmethyl)aminové uspotadani.

naftifin OO terbinafin

3.4 Thiokarbamaty

Tyto latky inhibiji skvalenepoxiddzu a tim blokuji syntézu sterold v houbové buiice.
Tolnaftat byl indikovan na mykozy nehtd vlast, vousi, dnes se v CR nepouziva. Latky se

pouzivaji lokalng.

T
OY N
s
CH,
tolnaftat
Dalsimi zastupci jsou tolciklat a liranaftat.
oH,
O N N O.
T
S bz
liranaftat

3.5 Ostatni antimykotika
Flucytosin (ANCOTIL Roche inj. thl.)

5-Fluorcytosin je pyrimidinovy derivat s fungistatickym ucinkem. Inhibuje citlivé
kmeny Aspergilus, Candida, Cladosporium, Cryptoccocus.
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Pouziva se peroraln¢ a parenteralné.

Mechanismu uc¢inku spociva v antimetabolitovém puasobeni, tzn. ze do mRNA a
tRNA je vestavén faleSny stavebni kamen (flucytosin se deaminuje na fluoruracyl, ktery je
toxicky), latka je vSak uzkospektra a vznikd na ni rezistence, proto se kombinuje
s amfotericinem B, ktery rozsifuje spektrum uginku®.

Ciklopirox (BATRAFEN crm. lot. lac.)

Sirokospektré antimykotikum, pronikd dobie do hlubsich vrstev kiize a nehtd, ale

neovliviluje biosyntézu sterol. Méni permeabilitu membrany, a tim naruSuje transport

bilkovin do nitra buiiky.

: >
N\(o O Ny
| —~N =
ciklopirox
NH, flucytosin CH, P

Amorolfin (LOCERYL crm. lac.)
Derivat fenylpropylmorfolinu, inhibuje syntézu sterold u hub. Snizuje se obsah
ergosterolu soucasné s akumulaci monoplanarnich sterolti. Pusobi na kvasinky, dermatofyty,

dimorfni houby, ve formé laku se pouziva na onychomykoézy.

amorolfin

3.6 Echinokandiny
Chemicky jde o lipopeptidy o velké molekulové hmotnosti kolem 1 200 kD se zcela
odliSnym mechanismem Uuc¢inku od ostatnich skupin antimykotik, cestou biotransformace

mimo enzymaticky systém cytochromu P-450, coz jednak umoziuje jejich pouziti v
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kombinaci prakticky se vSemi ostatnimu antimykotiky a jednak s tim souvisi i minimum

lI¢kovych interakci.

LEK VYROBCE SOUCASNY STAV REGISTRACE VE SVETE
caspofugin MDS Registrovan (i v CrR)
micafugin Fujisawa Registovan
anidulafungin Vicuron Klinické studie faze III
HMR 3270 Indevus Studie faze I
cilofungin Lilly PieruSeny vyzkum

Mechanismus acinku

Cilovou strukturou antimykotického zasahu je enzymaticky komplex [-1,3-D-glukan
syntetaza nezbytny pro tvorbu bunéfné stény. Fungdlni sténa (na rozdil od bunécné
membrany) se sklada z polysacharidi [-(1,3)-D-glukanu, B-(1,4)-D-glukanu a B-(1,6)-D-
glukanu, déle z chitinu, mannanu (kandidy) nebo galaktomannanu (aspergily), z a-glukanti a
dalsich glykoproteinti. Buné¢na sténa je svym slozenim zcela odlisnéa od sav¢ich bunék, proto
je vhodnym mistem selektivniho antifungalniho z4sahu. Echinokandiny zabrani specifickou a
nekompetitivni inhibici -1,3-D-glukan syntetazy polymeraci glukanu, hlavni slozky bunééné

stény vétSiny patogennich hub?2,

SPEKTRUM ANTIFUNGALNI UCINNOSTI ECHINOKANDINU

Vysoce ucinné Velmi Géinné Nejisté ucinné neuinné
Candida albicans Candida Coccidiomides Zygomycetes
parapsylosis immitis
Candida glabrata Candida Blastomyces Cryptoccocus
gullermondii dermatiditis neoformans
Candida tropicalis Aspergillus Scedosporium spp. Fusarium spp.
fumigatus
Candida crusei Aspergillus flavus Paeccilomyces Trichosporon spp
varlotii
Candida kefyr Aspergillus terreus Histoplasma
capsulatum
Candida lusitaniae

Pozn. Jsou pozorovany individudlni rozdily v citlivosti jednotlivych izolati téhoZ species,
mohou byt 1 vyznamné rozdily mezi jednotlivymi echinokandiny.

Spektrum u¢inku

Echinokandiny maji Siroké spektrum ucinku (viz. vyse), mezi néz patii kandidy
véetné rezistentnich na triazoly, aspergily, cysticka forma Pneumocystis jiroveci (diive P.

carinii)®, nejsou viak u¢inné proti Cryptococcus neoformans 222,
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Caspofungin a micafungin vykazuji u Candida albicans po jednohodinové expozici in vitro
vyznamng del$i (5—6 hodin) postantifungalni efekt (PAFE - doba nutna k reparaci poskozené
bunécné stény po expozici antimykotiku) ve srovnani s triazoly (0,5 hod). V piipadé
Aspergillus fumigatus vykazoval dlouhy PAFE (7-8 hodin) pouze amphotericin B, zatimco
triazoly a echinokandiny jen velmi kratky (0,5 hodiny) %.

Farmakokinetika echinokandini

Rozdily mezi jednotlivymi a velka molekulova hmotnost echinokandinti, je divodem
velmi nizké peroralni resorpce (caspofungin 0,2 %), proto jsou podavany pouze v nitrozilni
formé&.” Farmakokinetika je linearni s biologickym polodasem 8—13 hodin, coZ umozZiiuje

davkovani jednou denné.

ZAKLADNI FARMAKOKINETICKE PARAMETRY ECHINOKANDINU

Parametr caspofungin micafungin anidulafungin
Cmax pii davce 70-75 12,1 (11,1-13,2) 10,9(SD1)5) 3,44 (inicialni
mg/den (pg/ml) davka je 150 mg)
AUC o0-24 (ustaleny 100,5(87,9-114,8) 111,3 (SD 14,1) 44 4
stav)(pg/hod/ml)

T v (hod.) 10,6 (SD 1,1) 11-17 18,1
Clearance (ml/min) 10- 12,5 10,5 12,5- 19,2
Distribu¢ni objem NA 0,26 0,57

(I/kg)

T v pii jaternim NA (prodlouzeny) 14,4 (SD0,8) 34-42
poskozeni (hod.)

T v pii poskozeni NA 14,2 (SD1,55) 33-42

ledvin (hod.)

Vazba na plazmatické 96 99,8 84

bilkoviny (%)

Koncentrace v moci 1,4 0,7 <0,1

(%)

Koncentrace v likvoru | ? — velmi nizka ? — velmi nizka <0,1

(%)

Cmax: maximalni plazmaticka koncentrace, AUCo-24:;plocha pod kiivkou plazmatické
koncentrace béhem 24 hodin, T»p: biologicky polocas v plazmé T, % plazmatické
koncentrace, NA- udaje nejsou znamy

Zastupci

Kaspofungin- (CANDIDAS inf. plv. sol.)
Milafungin

Anidulafungin
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Papulakandiny a pneumokandiny:
Derivaty mastnych kyselin a cyklickych hexapeptidit (pneumokankandiny), nebo
estery mastnych kyselin s B-(1,4)-galaktosylglukosou. Pusobi na kandidozy, aspergilozy a

rhinocerebralni mukomyk(')zy.lg'27'28_

3.7 Antimykotické vlastnosti 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionua

K tradi¢nim latkdm s desinfekénimi Gcinky patii fenoly. Zavedenim dalSich skupin se
jejich aktivita a toxicita modifikuje. Z takto odvozenych latek se vyznamnym
antimykotickym ucinkem vyznacuji anilidy salicylovych kyselin, zejména halogenovanych.
Jako antimykotikum se pouzival u nas pfipravek Salifungin Spofa, 2% roztok, ktery

obsahoval 4-chloranilid kyseliny 5-bromsalicylové.'®

Cl
I
Br /( ]
N
H
OH

5-brom-4’-chlorsalicylanilid

Latky tohoto typu maji i ucinky anthelmintické, za vSechny jmenujme napt. niklosamid a

2
I 9

resorantel”, ktery je zajimavy tim, Ze obsahuje dvé fenolické skupiny, mimo jedné v poloze

2 jesté v poloze 6.

Br
LT
N
H

OH
resorantel — anthelmintikum
V souvislosti s vyvojem novych anthelmintik (G¢innych proti tasemnicim) byly
patentovany 3-(subst.fenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony, halogenované (chlorované a
bromované) v ,acylové“ c¢asti molekuly, svyznamnou aktivitou va¢i dermatofytu

Epidermophyton (vedle dalSich u¢inki).*® Jako fungicidy ucinné proti pivodci vyznamné
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houbové choroby ryze Magnaporthe grisea (Pyricularia oryzae) byly patentovany
5-hydroxyderivaty piipravené cyklizaci z 2,6-dihydroxybenzanilidi.*!

Jistou fungicidni aktivitu vykazovaly i cyklické analogy 3-hydroxy-2-naftoylanilidt
(R = H, Br), které byly puvodné syntetizované jako anthelmintika pisobici proti tasemnici

Hymenolepsis nana.*

Dil¢i  vysledky antimykotického testovani 3-(subst.fenyl)-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-diont a 6-brom-3-(subst.fenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony byly uvefejnény
v praci.®® Pozdgji byla shroméazdéna dalsi data pro derivaty shalogenem (F, Cl, Br),
nitroskupinou, methylem a methoxyskupinou v poloze 6. Latky vsak vykazovaly aktivitu
pouze vuéi dermatofytim Trichophyton mentagrophytes a Microsporum gypseum a napf.
vici kvasince Candida albicans byly neG¢inné. Vztahy mezi chemickou strukturou a
antimykotickou aktivitou byly analyzovany Freeovou-Wilsonovou metodou.** Analogickou
citlivost obou dermatofyti a C. albicans vuci 6-chlor-3-(subst.fenyl)-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dionim popsali také vietnamsti autofi*®, inspirovani pracemi prof. Waissera o
antituberkuloticich. Ackoli série jejich latek nebyla rozsahld, ani jeden z obou dermatofytl
nebyl citlivy na latky, které nesly substituent (chlor) v poloze 3° na fenylu.
T. mentagrophytes se ukazal byt citlivym species také vaci 3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dionim.*

O fungicidni aktivité 3-(subst.fenyl)-2-thioxo-2H-3,4-dihydro-1,3-benzoxazin-4-ona
halogenovanych v poloze 6 jsem nasla zminku pouze V jiz citované praci.® Ziejm& dosud
nebyla publikovana zadnd prace, ktera by se zabyvala antimykotickou aktivitou 3-
(subst.fenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiond. U obou skupin, mono- i dithionovanych

analogt, vSak byla hodnocena antiproliferativni aktivita.?’
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3. CIL PRACE

Diplomova préce je piispévkem k vyzkumu strukturnich analogt salicylanilidi jako

latek s antimykotickou a antimykobakterialni aktivitou.
Konkrétnim cilem prace bylo:

1.  piipravit vychozi 2,6-dihydroxybenzanilidy, tj. nesubstituovany a v poloze 4’
substituované methylem, chlorem a methoxyskupinou,

2.  pripravit odpovidajici 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony reakci
s methyl-chlorformiatem,

3. provést jejich thionaci a optimalizovat podminky pro izolaci odpovidajicich
monosirnych a disirnych analogi,

4.  pripravené série latek piedat k testovani antimykotické a antimykobakterialni aktivity

In vitro a pripadné vyhodnotit zavislost biologickych G¢inkd na chemické strukture.
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4. METODICKA CAST

4.1 Syntéza salicylanilidi

Ptipravu salicylanilidii 1ze provést z prislusné kyseliny salicylové a anilinu. Reakce
probiha za piitomnosti chloridu fosforitého a jako rozpoustédla lze pouzit toluen, xylen,

chlorbenzen, nebo pyridin.*®*?

NH, Q R?
COOH
PCI, N
R1 + > R! H
OH OH

R2

V poslednich letech se objevuje snaha provadét chemické reakce v mikrovinném
reaktoru. Prikladem z oblasti syntézy salicylanilidii je prace skupiny autorti ze Slovenska, pii

niZ byla pouzita ,,solvent-free metoda.*®

') NH, O
MW N
- O + —— R1 H R2
OH R2 OH

Jinou moznosti pfipravy salicylanilidd je ortho-aminokarbonylace fenold
fenylisokyanatem na principu Friedelovy-Craftsovy reakce.** Tato metoda neni obecn,
nebot’ derivat salicylanilidu vznikd pouze reakci para-substituovanych fenold, jinak vznika

smés izomeru.

OH NCO O /E:::
ac, R N
+ —_— > H
OH
R
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4.2. Syntéza derivata 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu

Vychozimi latkami pfi piipravé 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionti mohou byt
salicylanilidy. Reakce je provadéna v prostiedi pyridinu, toluenu nebo tetrahydrofuranu.
Jako cykliza¢ni ¢inidlo lze pouzit methyl- nebo ethyl-chlorformiat, fosgen, trifosgen.
V reakéni smési je nutnd pfitomnost pomocné baze (pyridin, triethylamin), ktera vaze

T (1 45,46
uvolnujici se chlorovodik.

0 CICOOCH,, CICOOC,H, o /@ .
N@ cocl, - N
H R

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

Dal$im moznym postupem pfi piipravé 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont je
reakce methyl- nebo ethylesteru kyseliny salicylové s fenylisokyanatem. Reakce probiha

v prostedi triethylaminu®’.

N=C=0 e)
COOR /G R
O Qs T
R

4.3. Syntéza derivati 3-fenyl-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-ont a 3-fenyl-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dithiont
Zaména karbonylové skupiny za thiokarbonylovou je moZznd pomoci sulfidu

fosforedného™®*. Reakei 1ze provést za varu v rozpoustédle (toluen, benzen, pyridin)45 nebo

tavenim, pficemz tavenim lze vyrazné zkratit reakéni Cas. Pii této reakci vznikd smeés
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monosirnych a disirnych produktd. Ke stejnému ucelu lze téZ pouzit Lawessonovo

reagens.”*™!

®) O O
R
N

Lawesson. r.

k -

o~ Yo P,Ss <
Q R
N

Lawessonovo ¢inidlo:

[l
=)o
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5. Experimentalni ¢ast

5.1 Syntéza N-fenyl-2,6-dihydroxybenzamidii

Schéma reakce:

R
OH O NH, OH O /©/
oH PCl,

N
+ > H
chlorbenzen
OH OH
R la-1e

R = H, CH,, Cl, OCHj, (CH,),CH,

Obecny postup:

Do 250ml destilacni banky byly ptedlozeny 4 g (0,026 mol) 2,6-dihydroxybenzoové
kyseliny, 0,039 mol pfislusného substituovaného anilinu a 120 ml chlorbenzenu jako
rozpoustédla. Po pridani 1,5 ml PCl; byla smés ihned vlozena do mikrovinného reaktoru.
Reakce byla provadéna po dobu 20 minut pii vykonu reaktoru 600 W. Po odpateni
chlorbenzenu za snizeného tlaku byla smés ¢isténa sloupcovou chromatografii na silikagelu,
jako mobilni faze byla pouzita smés aceton - hexan 1:5. Po rekrystalizaci ze smési ethanol -
voda byly latky (1a-1e) suseny v exsikatoru a charakterizovany teplotou tani, NMR a IC

spektry a elementarni analyzou.

5.1.1 N-fenyl-2,6-dihydroxybenzamid (1a)

OHO/@
N
H

OH

Sumarni vzorec: C13H11NO3
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Molekulova hmotnost: 229,24 g/mol

Produkt: bila krystalicka latka

Teoreticky vytézek: 5.95 g

Prakticky vytézek: 4.3 g (72 %)

Teplota tani: 195-197 °C. (Literatura®*>® 196 °C; 196-197 °C.)

'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: 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.

5.1.2 2,6-dihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (1b)

SUeN
N
H
OH

Sumarni vzorec: C14H13NO3

Molekulova hmotnost: 243,26 g/mol

Produkt: bila krystalicka latka

Teoreticky vytézek: 6,32 g

Prakticky vytézek: 4,8 g (76 %)

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

'H NMR (300 MHz, DMSO): & = 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).
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3C NMR (75 MHz, DMSO): & = 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.

5.1.3 N-(4-chlorfenyl)-2,6-dihydroxybenzamid (1c)

a
OHO/©/
N
H

OH

Sumarni vzorec: C13H1gCINO;

Molekulova hmotnost: 263,68 g/mol

Produkt: bila krystalicka latka

Teoreticky vytézek: 6,85 g

Prakticky vytézek: 4,3 g (63 %)

Teplota tani: 225-228 °C. (Literatura®™ 224 °C.)

'H NMR (300 MHz, DMSO): § = 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).

3C NMR (75 MHz, DMSO): & = 105.1, 107.5, 122.6, 128.2, 129.0, 133.7, 136.8, 159.5,
168.1.

IR: v(C=0)= 1648 cm™

Elementarni analyza:

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

Nalezeno: 68.90 % C; 5.29 % H; 5.49 % N.
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5.1.4 2,6-dihydroxy-N-(4-methoxyfenyl)benzamid (1d)

Sumarni vzorec: C14H13NO,4

Molekulova hmotnost: 259,26 g/mol

Produkt: bila krystalicka latka

Teoreticky vytézek: 6,74 g

Prakticky vytézek: 3,7 g (55%)

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

'H NMR (300 MHz, DMSO): & = 3.75 (s, 3 H, OCHj), 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).

3C NMR (75 MHz, DMSO): & = 55.4, 103.8, 107.6, 114.2, 122.9, 130,5, 133.8, 156.4,
160.0, 168.1.

IR: v(C=0) = 1689 cm™

Elementarni analyza:

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

Nalezeno: 64.96 % C; 5.26 % H; 5.50 % N.

5.1.5 N-(4-butylfenyl)-2,6-dihydroxybenzamid (1e)

OHO/@/\/\

N
H
OH

Sumarni vzorec: C;7H19NO3

Molekulova hmotnost: 285,35 g/mol
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Produkt: bila krystalicka latka

Teoreticky vytézek: 7,4 g

Prakticky vytézek: 5,3 g (72 %)

Teplota tani: 157 - 158.5 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 0.89 (t, 3 H, J = 7.5 Hz, CH3), 1.30 (sext, 2 H, J = 7.5
Hz, CH,CH,CH,CH3), 1.54 (pent, 2 H, J = 7.5 Hz, CH,CH,CH,CH3), 255 (t, 2 H, J = 7.5
Hz, CH,CH,CH,CHj3), 6.44 (d, 2 H, J = 8.1 Hz, H-3, H-5), 7.17-7.24 (m, 3 H, H-4, H-3", H-
57, 7.53-57 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.72 (bs, 1 H, NH), 12.40 (bs, 2 H, OH).

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 14.0, 21.9, 33.4, 34.5, 104.0, 107.6, 121.2, 128.9,
133.8, 135.3, 138.8, 160.0, 168.3.

IR(KBr): v(C=0) = 1647 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 71.56 % C; 6.71 % H; 4.91 % N.

Nalezeno: 71.68 % C; 6.89 % H; 4.92 % N.

5.2 Syntéza 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dioni

Schéma reakce:

R R
J ey JUes
H CICOOCH, - @fj\,\l
o/go

ridin
OH by

_ 2a-2e
R=H, CH3, Cl, OCH3, (CH2)3CH3

Obecny postup:

Do 250ml destila¢ni banky byla ptedlozena 0,01 mol vychoziho anilidu (1a-1e) a 50 ml
pyridinu a roztok byl ochlazen ve smési voda-led-NaCl na -5 - 0 °C. Poté bylo piikapano
0,95 ml (0,012 mol) methyl-chlorformiatu tak, aby teplota smési neptekrocila +5 °C.
Reakéni smés se jesté 10 minut michala pii laboratorni teploté. Pak byla zahtfivana pod

zpétnym chladicem na olejové lazni po dobu 2 hodin a potom michana 12 hodin za
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laboratorni teploty. Smés byla prevedena do kadinky a okyselena pridanim 5% HCI do
vzniku bilého zakalu (pH = 6). Krystaly, které se vytvofily po ochlazeni v lednici, byly
odfiltrovany na Biichnerové nalevce a nékolikrat promyty vodou. Produkt byl ¢istén
rekrystalizaci z ethanolu. Latky (2a-2e) byly suSeny v exsikatoru a charakterizovany

teplotou tani, NMR a IC spektry a elementarni analyzou.

5.2.1 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (2a)

OHO/@
N

A

@) @)

Sumarni vzorec: C14sHgNO,

Molekulova hmotnost: 255,23 g/mol

Produkt: bila krystalicka latka

Navazka: 3,5 g (0,015 mol)

Teoreticky vytézek: 3,89 g

Prakticky vytézek: 3,49 (87 %)

Teplota tani: 172 -173 °C. (Literatura® 169-170 °C.)

'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).

3C-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: v(C=0) = 1761, 1662 cm™

Elementarni analyza:

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

Nalezeno: 65.95 % C, 3.76 % H, 5.63 % N.
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5.2.2 5-hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (2b)

SYeN
N

A

o O

Sumarni vzorec: CisH11NOy4

Molekulova hmotnost: 269,26 g/mol

Produkt: bila krystalicka latka

Navazka: 4,0 g (0,016 mol)

Teoreticky vytézek: 4,43 g

Prakticky vytéZzek: 3,9 g (89 %)

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

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 2.38 (s, 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, 1L 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, 131.8, 137.4,
138.7, 147.3, 152.8, 159.7, 165.0.

IR: v(C=0) = 1752, 1667 cm™

Elementarni analyza:

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

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

5.2.3 3-(4-chlorfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (2c)

Sumarni vzorec: C14HgCINO,
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Molekulova hmotnost: 289,68 g/mol

Produkt: bila krystalicka latka

Navazka: 3,3 g (0,013 mol)

Teoreticky vytézek: 3,63 g

Prakticky vytéZek: 3,4 g (93 %)

Teplota tani: 232-234 °C. (Literatura® 226 °C.)

'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).

B3C-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: v(C=0) = 1757, 1666 cm™

Elementarni analyza:

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

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

5.2.4 5-hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (2d)

a4 O cve
o

Sumarni vzorec: Ci5H11NOs

Molekulova hmotnost: 285,26 g/mol

Produkt: bila krystalicka latka

Navazka: 3,0 g (0,012 mol)

Teoreticky vytézek: 3,30 g

Prakticky vytézek: 2,8 g (85 %)

Teplota tani: 212-214 °C

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 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-dg): & = 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: v(C=0) = 1765, 1679 cm™

Elementarni analyza:

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

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

5.2.5 3-(4-butylfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (2e)

OHO/@/V\
N

A

@) O

Sumarni vzorec: CgH17NO4

Molekulova hmotnost: 311,34 g/mol

Produkt: bila krystalicka latka

Navazka: 2,0 g

Teoreticky vytézek: 2,18 g

Prakticky vytéZzek: 2,0 g (93 %)

Teplota tani: 158 — 159 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 8 =0.92 (t, 3 H, J = 7.2 Hz, CH3), 1.34 (sext, 2 H, J = 7.5
Hz, CH,CH,CH,CHg), 1.60 (pent, 2 H, J = 7.5 Hz, CH,CH,CH,CH3, 2.64 (t, 2H, J =75
Hz, CH,CH,CH,CHj3), 6.87 (d, 1 H, J = 8.1 Hz, H-6), 6.92 (d, 1 H, J = 8.1 Hz, H-8), 7.27-
7.39(m,4H,H-2", H-3, 'H-5",H-6"), 7.68 (t, 1 H, J = 8.1 Hz, H-7) 10.78 (bs, 1 H, OH).

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg): & = 14.0, 22.0, 33.2, 34.7, 101.5, 106.4, 112.4, 1285,
129.1, 132.0, 137.4, 143.4, 147.3, 152.8, 159.6, 165.0.

IR(KBr): v(C=0) = 1771, 1668 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 69.44 % C; 5.50 % H; 4.50 % N.

Nalezeno: 69.29 % C; 5.64 % H; 4.53 % N.
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5.3 Syntéza sirnych analogu 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont

Schéma reakce:

R o) o)
OH O
3a-3d
Lawesson
N
/g taveni R
o~ o OH S /©/
N

R = H, CH,, Cl, OCH, 4a - 4d

Y

Obecny postup:

Do 10ml banky bylo piedlozeno 0,05 mol vychoziho 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dionu (2a-2d) a ekvimolarni mnozstvi Lawessonova ¢inidla. Barka
byla profouknuta argonem a uzaviena. Smés byla tavena 4 minuty na kovové lazni pfi
teploté 190-200 °C. Tavenina byla rozpusténa v 150 ml chloroformu. Chloroformova faze
byla odpaiena a surova smés byla ¢isténa sloupcovou chromatografii na silikagelu, jako
mobilni faze byla pouzita smés hexan a toluen (1:1). Byly izolovany 2 produkty, a to
monosirny derivat (3a-d) s nizsi hodnotou R¢ a disirny derivat (4a-b) s vys$si hodnotou Ry.
Latky byly docistény rekrystalizaci z ethanolu a suSeny v exsikatoru. Ziskané produkty byly
charakterizovany teplotou tani, IC a NMR spekiry a elementarni analyzou.

5.3.1 Thionace 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu

Thionaci 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu (2a) byly pfipraveny:
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a) 3-fenyl-5-hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-on (3a)

OHS/@
N

A

O O

Sumarni vzorec: C14HgNO3S

Molekulova hmotnost: 271,3 g/mol

Produkt: Zluta krystalicka latka

Prakticky vytézek: 0,53 g (42 %)

Teoreticky vytézek: 1,279

Teplota tani: 178-179 °C

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 6.79 (dd, 1 H, J = 8.5 Hz, J = 1.0 Hz, H-6), 6.95 (dd, 1
H,J=8.5Hz,J=1.0Hz, H-8), 7.23-7.28 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.52-7.63 (m, 4 H, H-3", H-
4’,H-5', H-7), 12.86 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (63 MHz, CDCls): 8 = 106.1, 107.8, 115.2, 128.1, 129.7, 130.1, 137.0, 137.4,
144.5, 149.6, 161.8, 192.5.

IR: v(C=0) = 1759 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 61.98 % C, 3.34 % H, 5.16 % N, 11.82 % S.

Nalezeno: 62.02 % C, 3.46 % H, 5.09 % N, 12.27 % S.

b) 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (4a)

Sumarni vzorec: C14HgNO-S,

Molekulova hmotnost: 287,36 g/mol
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Produkt: zluta krystalicka latka

Teoreticky vytézek: 1,35 g

Prakticky vytézek: 0,29 g (32 %)

Teplota tani: 192-193°C

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 6.85 (dd, 1 H, J = 1.2 Hz, J = 8.4 Hz, H-6), 6.94 (dd, 1
H,J=12Hz, J=8.1Hz, H-8), 7.19-7.23 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.49-7.62 (m, 4 H, H-7, H-
3, H-4,H-5"), 12.74 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): § = 105.7, 109.2, 115.4, 128.1, 129.4, 130.2, 137.5, 141.5,
149.9, 161.6, 177.0, 187.9.

Elementarni analyza:

Vypocteno: 58.52 % C, 3.16 % H, 4.87 % N, 22.32 % S.

Nalezeno: 58.66 % C, 3.25 % H, 4.65 % N, 22.46 % S.

5.3.2 Thionace 5-hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu
Thionaci 5-hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu (2b) byly

pfipraveny:

a) 5-hydroxy-3-(4-methylfenyl)-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-on (3b)

CH3
OH S /©/
N

A

O O

Sumarni vzorec: C;sH11NO3S

Molekulova hmotnost: 285,32 g/mol

Produkt: zluta krystalicka latka

Teoreticky vytézek: 1.59 g

Prakticky vytézek: 0.59 g (37%)

Teplota tani: 206-209 °C.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & =2.46 (s, 3 H, CH3), 6.78 (dd, 1 H, J = 8.3 Hz, J = 1.0 Hz,
H-6), 6.94 (dd, 1 H, J =8.5 Hz, J = 1.0 Hz, H-8), 7.08-7.17 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.34-7.42
(m,2H,H-2",H-6"), 7.55 (t, 1 H, J = 8.5 Hz, H-7), 12.89 (bs, 1 H, OH).
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¥C-NMR (63 MHz, CDCl;): § = 21.4, 106.1, 107.8, 115.2, 127.7, 130.8, 134.8, 136.9,
139.9, 144.5, 149.6, 161.8, 192.6.

IR: v(C=0) = 1751 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 63.14% C, 3.89% H, 4.91% N, 11.24% S.

Nalezeno: 63.05% C, 4.09% H, 4.65% N, 11.71% S.

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

CH,
OH S Q/
N

A

O S
Sumarni vzorec: CisH11NO>S,
Molekulova hmotnost: 301,39 g/mol
Produkt: Zluta krystalicka latka
Teoreticky vytézek: 1,689
Prakticky vytézek: 0,419 (24 %)
Teplota tani: 179-180 °C.
'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 6.84 (dd, 1 H, J = 8.1 Hz, J = 0.9 Hz, H-8), 6.95 (dd, 1
H,J=8.1Hz, J=0.9 Hz, H-6), 7.06-7-11 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.35-7.40 (m, 2 H, H-2", H-
67,758 (t, 1 H,J=8.1Hz, H-7), 12.76 (s, 1 H, OH).
BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 21.4, 105.7, 109.2, 115.4, 127.7, 130.9, 137.4, 139.0,
139.7,149.9, 161.6, 177.2, 188.0.
Elementarni analyza:
Vypocteno: 59.78 % C, 3.68 % H, 4.65 % N; 21.28 % S.
Nalezeno: 59.81 % C, 3.78 % H, 4.55% N, 21.24 % S.

5.3.3 Thionace 3-(4-chlorfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu

Thionaci 3-(4-chlorfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dioun (2c) byly

pfipraveny:
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a) 3-(4-chlorfenyl)-5-hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-on (3c)

cl
OHS/©/
N

A

O @)

Sumarni vzorec: C14sHsCINOsS

Molekulova hmotnost: 305,74 g/mol

Produkt: Zluta krystalicka latka

Teoreticky vytézek: 1,37 ¢

Prakticky vytézek: 0,549 (39 %)

Teplota tani: 218-220 °C.

'H-NMR (300 MHz, CDCls3): 6 = 6.79 (dd, 1 H, J = 1.2 Hz, J = 8.4 Hz, H-6), 6.95 (dd, 1
H,J=12Hz, J=8.7Hz, H-8), 7.16-7.21 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.51-7.60 (m, 3 H, H-7, H-
3, H-5"), 12.76 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (75 MHz, CDCly): & = 106.1, 107.7, 115.3, 129.6, 130.4, 135.7, 135.8, 137.2,
144.3,149.5, 161.8, 192.2.

IR: v(C=0) = 1752 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 55.00 % C, 2.64 % H, 4.58% N, 10.49 % S.

Nalezeno: 54.89 %C, 2.74 % H, 4.52% N, 10.68 % S.

b) 3-(4-chlorfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (4c)

cl
OHS/©/
N

A

@) S

Sumarni vzorec: C14HsCINO,S,

Molekulova hmotnost: 321,81 g/mol

40



Produkt: zluta krystalicka latka

Teoreticky vytézek: 1,44 g

Prakticky vytézek: 0,39 g (27 %)

Teplota tani: 166-167 °C.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 6.84 (dd, 1 H, J = 8.3 Hz, J = 1.0 Hz, H-8), 6.95 (dd, 1
H,J=8.5Hz,J=1.0 Hz, H-6), 7.11-7-20 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.48-7.57 (m, 2 H, H-3", H-
57,759 (t, 1 H,J=8.3 Hz, H-7), 16.64 (bs, 1 H, OH).

B3C-NMR (63 MHz, CDCls): = 105.8, 109.2, 115.6, 129.7, 130.6, 135.5, 137.6, 139.9,
149.9, 161.7, 176.8, 188.8.

Elementarni analyza:

Vypocteno: 52.25% C, 2,51 % H, 4.35% N, 19.93 % S.

Nalezeno: 52.16 % C, 2,55 % H, 4.35 % N, 20.51 % S.

5.3.4 Thionace 5-hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu
Thionaci 5-hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu (2d) byly
pripraveny:

a) 5-hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-on (3d)

OMe
OH S /©/
N

PN

O O

Sumarni vzorec: CisH11NO,4S

Molekulova hmotnost: 301,32 g/mol

Produkt: zluta krystalicka latka

Teoreticky vytézek: 1,06 ¢

Prakticky vytézek: 0,33 g (31 %)

Teplota tani: 185-187°C

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 8 = 3.87 (s, 3 H, OCHs), 6.78 (dd, 1 H, J = 1.2 Hz, J = 8.4
Hz, H-6), 6.94 (dd, 1 H, J = 1.2 Hz, J = 8.7 Hz, H-8), 7.02-7.09 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.12-
7.19(m,2H,H-2",H-6"), 7.55 (t, 1L H, J = 8.4 Hz, H-7), 12.90 (bs, 1 H, OH).
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BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 55.5, 106.0, 107.8, 115.1, 115.3, 129.1, 129.8, 136.9,
144.7, 149.5, 160.2, 161.7, 192.8.

IR: v(C=0) = 1766 cm™

Elementarni analyza:

Vypocteno: 63.77 % C, 5.02 % H, 4.65 % N, 10.64 % S.

Nalezeno: 63.81 % C, 5.12 % H, 4.53 % N, 10.89 % S.

b) 5-hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (4d)

OMe
OH S Q/
N

A

O S

Sumarni vzorec: CisH11NO3S,

Molekulova hmotnost: 317,39 g/mol

Produkt: Zluta krystalicka latka

Teoreticky vytézek: 1,10 g

Prakticky vytézek: 0,36 g (33 %)

Teplota tani: 150-152 °C.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 8 =3.88 (s, 3 H, OCHs), 6.83 (dd, 1 H, J = 1.2 Hz, J = 8.1
Hz, H-6), 6.94 (dd, 1 H, J = 1.2 Hz, J = 8.4 Hz, H-8), 7.03-7.14 (m, 4 H, H-2", H-3", H-5",
H-6"),7.58 (t, 1 H, J = 8.1 Hz, H-7), 12.78 (bs, 1 H, OH).

BC-NMR (75 MHz, CDCl5): § = 55.4, 105.7, 109.2, 115.3, 115.4, 129.1, 134.2, 137.4,
149.9, 160.0, 161.5, 177.4, 188.2.

Elementarni analyza:

Vypocteno: 56.77 % C, 3.49 % H, 4.41 % N, 20.20 % S.

Nalezeno: 56.88 % C, 3.57 % H, 4.42 % N, 20.51 % S.
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5.4 Metody pouzité v Experimentalni ¢asti

Pribéh reakei a Cistotu produktd jsem sledovala pomoci tenkovrstvé chromatografie
(TLC) na Silufolu UV 254/366. Jako mobilni fazi jsem pouzivala toluen, chloroform, ethyl-
acetat nebo smés aceton - hexan Vv riznych pomérech. Produkty jsem C¢istila sloupcovou
chromatografii za pouziti Silikagelu Merck 60 jako staciondrni faze a smési aceton - hexan
Vv riznych pomérech jako mobilni faze.

Vzorky kanalyze a biologickému hodnoceni jsem suSila 8 hodin nad oxidem
fosforecnym za sniZzeného tlaku pii teplot¢ 60 °C. Teploty tani jsou stanoveny na
automatickém pfistroji Biichi Melting Point B-545. Elementarni analyza byla provedena na
analyzatoru Perkin-Elmer 2400.

Méfeni 'H-NMR a “C-NMR spekter bylo provadéno v deuterovaném
dimethylsulfoxidu na pfistroji Varian Merkury-VXx BB 300, pokud neni uvedeno jinak.
Chemicky posun ¢ je udavan v jednotkach ppm vzhledem k tetramethylsilanu za pouziti
signalu rozpoustédla jako sekundarniho standardu (2,49 pro *H a 39,7 pro **C). Infragervena
spektra byla métena v tabletach bromidu draselné¢ho na ptistroji NICOLET IMPACT 400.
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6. VYSLEDKY A DISKUSE

Tato prace je prispévkem k vyzkumu salicylanilidi a jejich derivati jako biologicky
aktivnich latek, ktery probih4 na Katedfe anorganické a organické chemie jiz fadu let. Jejim
tématem je priprava 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont a jejich sirnych
analogti.

Jako vychozi latky pro piipravu zéddanych produktti jsem zvolila odpovidajici 2,6-
dihydroxybenzanilidy, které jsem pfipravila reakci 2,6-dihydroxybenzoové kyseliny a
prislusného anilinu. Jako ¢inidlo vytvarejici chlorid kyseliny jsem pouzila chlorid fosfority.
Reakce byla provadéna v mikrovinném reaktoru, ¢imz se zkratil reakcéni Cas. Oproti
klasickému zahfivani, které trva 2-3 hodiny,*® se reakéni &as pii provedeni reakce
Vv mikrovinném reaktoru zkratil na 20 minut. Také se osvédc¢ilo pouzit sloupcovou
chromatografii pied ¢isténim produktu krystalizaci. Dosazené vytézky tohoto stupné Cinily
55 — 72 %. Timto zpusobem bylo piipraveno 5 derivati 2,6-dihydroxybenzanilidu (1la-1e).
Struktura nové pripravené¢ho N-(4-butylfenyl)-2,6-dihydroxybenzanilidu (1e) byla potvrzena
NMR a IC spektry.

Pii syntéze 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont (2a-2e) jsem
vychdzela z pfipravenych 2,6-dihydroxybenzanilidd. Jako cykliza¢ni ¢inidlo jsem pouZzila
methyl-chlorformiat. Trochu obtizna byla zpocatku izolace produktu z bilé heterogenni
smési, ktera vznikla po okyseleni zfedénou kyselinou chlorovodikovou. Néslednou filtraci
produktu usnadnilo ochlazeni smési v mrazicim boxu do vylouceni bilé krystalické latky.
Timto zptsobem bylo pfipraveno 5 derivati 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-
dionu ve vytézku 85 — 93 %. Struktura nové ptipraveného 5-hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-
2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu (2d) a 3-(4-butylfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dionu (2e) byla potvrzena NMR a IC spektry.

K pfipravé odpovidajicich monosirnych a disirnych analogli jsem pouZivala
Lawessonova thiona¢niho cinidla misto sulfidu fosforecného. Reakce byla provadéna
tavenim smési na kovové lazni pii teplot¢ mezi 190 — 200 °C. Pti pouziti Lawessonova
¢inidla se pii taveni smési pii 160 °C vytvorila homonogenni smés, kterd byla dobie
promichavana, a pfed vlastnim ¢iSténim jsem nemusela pouzivat vytfepavani s uhli¢itanem
sodnym K odstranéni anorganickych latek. V pfipadé cisténi produkti sloupcovou

chromatografii nebyl oproti reakci se sulfidem fosforecnym zadny rozdil. Pfi pouziti
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Lawessonova c¢inidla jsem dosahla srovnatelnych vytézkt jako se sulfidem fosfore¢nym.
Timto zpisobem byly pfipraveny 4 derivaty 3-fenyl-5-hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-
benzoxazin-2-onu (3a-3d) ve vytézku 31 — 42 % a 4 derivaty 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dithionu (4a-4d) ve vytézku 24 — 33 %. Jejich struktura byla rovnéz
potvrzena NMR a IC spektry.

Latky byly testovany na antimykotickou a antimykobakterialni aktivitu. Antimyko-
tickd aktivita pfipravenych latek byla hodnocena mikrodilucni bujonovou metodou®**® vigi
Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, Trichosporon asahii (diive
oznatovanému jako T. beigelii, napf. v ref.*®), Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus
fumigatus a Absidia corymbifera za pouziti ketokonazolu jako standardu. Vysledky jsou
uvedeny v Tab. 2 pro latky la-2e a v Tab. 3 pro latky 3d-4d v Ptiloze. Tiebaze nékteré 3-
fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony byly patentovany®’ pro své Gginky vidi
Magnaporthe grisea (Pyricularia oryzae), puvodci zavazné houbové choroby ryze, pfi
testovani in vitro vuci vyse uvedenym patogentim nebyla u Zadné z nich zjisténa vyssi
aktivita, nez jakou vykazoval pouzity standard ketokonazol. Pouze minimdlni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) N-(4-chlorfenyl)-2,6-dihydroxybenzamidu (1c) vuéi T. mentagrophytes
dosahla stejné hodnoty, jakou mél standard (2 pmol.dm™). Uzavieni kruhu vedlo k poklesu
antimykotické aktivity, ktery byl jeste¢ prohlouben ndhradou kysliku za atom(y) siry. Jen u 3-
(4-chlorfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu (2c) a jeho disirného analogu
(4c) zistala zachovana mirnéd aktivita vici T. mentagrophytes (7,8 umol.dm™, resp.
31,2 umol.dm'g).

Pfi hodnoceni antimykobakterialni aktivity in vitro viici Mycobacterium tuberculosis,

M. avium a M. kansasii (véetné jednoho jeho klinického izolatu) Zzadna MIC (viz Tab. 4 v
Ptiloze) nedoséahla takové hodnoty, jakou vykazoval isoniazid jako standard (pokud dany
kmen neni na ngj rezistentni). Latkou s nejniz§i hodnotou MIC vuci M. tuberculosis a M.
avium byl 3-(4-chlorfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu (2c) (MIC =
32 umol.dm™), MIC odpovidajiciho N-(4-chlorfenyl)-2,6-dihydroxybenzamidu (1c) byla

dvojnasobna (65 pmol.dm™).
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7. ZAVER

Pasobenim methyl-chlorformiatu jsem z vychozich N-fenyl-2,6-dihydroxybenzamidi
ptipravila jejich cyklické analogy, tj. 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony.
Jejich thionace Lawessonovym ¢inidlem poskytla odpovidajici monosirné a disirné derivaty,
3-fenyl-5-hydroxy-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2-ony a 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzox-
azin-2,4(3H)-dithiony. Volbu substituent v poloze 4 fenylu jsem provedla podle Toplissova
opera¢niho schématu, vedle anilinu jsem pouzila jeho 4-methyl-, 4-chlor- a 4-
methoxyderivat. Cyklizaci N-(4-butylfenyl)-2,6-dihydroxybenzamidu jsem dale piipravila 3-
(4-butylfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion. Celkem jsem pfipravila 18 latek,
Z nichz 11 nebylo dosud popsano.

Latky byly testovany na antimykotickou a antimykobakterialni aktivitu in vitro.
Zadna zlatek nevykazovala vy$§i aktivitu nez ketokonazol a isoniazid pouzité jako
standardy. Jen aktivita N-(4-chlorfenyl)-2,6-dihydroxybenzamidu vuéi Trichophyton

mentagrophytes byla srovnatelna s aktivitou ketokonazolu.
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9. PRILOHY
Prehled latek

R
OH O /©/
@&N
H
OH

la-le

R
OHX/©/
N

A

o~ Y
2a-2e X=Y=0)
3a-4d (X=S,Y=0)
4a-4d (X=Y=S)

Tab. 1.

Charakteristika pfipravenych latek

‘CHg‘ Cl ‘OCHg‘ [CH,]sCHs5

Sumarni vzorec Vytézek T. t. (Lit) v(C=0)
Latka 1
M: (g/mol) (%) °C) (cm™)
C13H11NO3 225-228
la 229,24 72 (196-197) 1654
C14H13NO3 201-203
1b 243,26 76 (198-199) 1651
C13H10CINO; 195-197
1c 263,63 63 024 1648
C14H13NOy4 213-215
1d 259.26 > (213-214) 1689
C17H19NOs
le 285,35 72 157-158,5 1647
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Tab. 1 - pokrac¢.

Charakteristika pfipravenych latek

Sumarni vzorec Vytézek T.t. (Lit.) v(C=0)
Latka 1
M; (g/mol) (%) (°C) (cm™)
24 C1sHgNO, - 160-161 1761
255,23 (169-170) 1662
2b CisH11NO;4 89 168-171 1752
269,26 (177-177,5) 1667
2 C1sHsCINO; 03 232-234 1757
289,68 (226-228) 1666
CisH1;NOs 221-214 1765
2d 285.06 85 — 1679
C1sH17NO, 1771
2e 31134 93 158-159 1668
C1sHoNO3S 178-179
3a 2713 42 o 1759
CisH11NOsS 163-165
3b 285,32 37 - 1751
C1sHgCINOSS 223-225
3c 205,74 39 _ 1752
CisH11NO4S 185-187
3d 267 28 31 - 1760
C1HgNO,S, 192-193
4a 287.36 32 — —
C1sH11NO,S, 212-214
4b 301,39 24 — o
C1sHsCINO,S; 165-167
4c 321,81 g 27 — —
4 C1sH11NO3S; N, 150-152 B
295,35 —

54



Tab. 2

Antifungalni aktivita N-fenyl-2,6-dihydroxybenzamida (1) a 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont (2) in vitro
— MIC (pmol.dm™)

s CA cT CK CG TA AF AC ™
S | 24n | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 72h | 120h
la | 250 | 250 | 250 | 250 | 125 | 250 | 125 | 250 | 62,5 | 250 | 62,5 | 250 | 125 | 250 | 31,25| 31,25
1b | 15,63 | 31,25| 625 | 625 | 31,25| 31,25| 625 | 625 | 31,25| 625 | 31,25| 625 | 625 | 625 | 7,81 | 1563
1c | 391 | 781 | 1563 | 31,25| 781 | 781 | 1563 | 31,25| 7,81 | 1563 | 1563 | 31,25| 1563 | 31,25| 1,95 | 1,95
1d | >125 | >125 | >250 | >500 | >125 | >250 | >250 | >250 | >125 | >250 | >250 | >250 | >125 | >125 | >125 | >125
le | 31,25 | 625 | 625 | 625 | 31,25 | 625 | 625 | 625 | 31,25 | 625 | 625 | 250 | 1562 | 1562 | 31,25 | 31,25
2a | 125 | 250 | 250 | 500 | 250 | 250 | 500 | 500 | 125 | 125 | 125 | 250 | 250 | 250 | 31,25 31,25
2b | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 250 | 250 | 625 | 125 | 625 | 125 | 125 | 125 | 31,25 31,25
2c | 125 | >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| 7,81 | 1563 | >125| >125| >125| >125| 7,81 | 7,81
2d | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
2 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125
= | 0061 0122 1,95 | 391 | 1,95 | 391 | 049 | 1,95 | 0,061 0122 7,81 | 7,81 | 1563 | 31,25| 049 | 1,95

* ketokonazol
CA - Candida albicans
CT - Candida tropicalis
CK - Candida krusei

CG - Candida glabrata
TA - Trichosporon asahii

AF - Aspergillus fumigatus
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AC - Absidia corymbifera

AF - Aspergillus fumigatus

TM - Trichophyton mentagrophytes




Tab. 3

Antifungalni aktivita 3-fenyl-5-hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-onti (3) a 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dithion (4) in vitro — MIC (umol.dm™)

g CA CT CK CG TA AF AC ™
3 24 h 48 h 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h 24 h 48 h 24h | 48h 24 h 48 h 72h | 120h
3a >125 | >125 | >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125 | >125| >125| >125| >125| >125| >125
3b >125 | >125 | >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125 125 >125
3c >125 | >125 | >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125
3d >250 | >250 | >250 | >250 | >250| >250 | >250| >250 | >250 | >250 | >250 | >250| >250 | >250 | >250 | >250
4a >250 | >250 | >250 | >250| >250 | >250 | >250 | >250| >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
4b >250 | >250 | >250 | >250| >250| >250| >250| >250| >250 | >250 | >250 | >250| >250 | >250 | >250 | >250
4c >125 | >125 | >125| >125| >125| >125| >125| >125| >125 | >125| >125| >125| >125| >125| 15,62 | 31,25
4d 250 250 | >250 | >250| >250| >250| >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
* 0,061, 0,122 195 | 391 | 19| 391 | 049 | 19 | 0061| 0,122| 781 | 781 | 1563 | 31,25| 0,49 1,95

* ketokonazol

Testované kmeny:

CA - Candida albicans
CT - Candida tropicalis

CK - Candida krusei

CG - Candida glabrata
TA - Trichosporon asahii

AF - Aspergillus fumigatus
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AC - Absidia corymbifera

AF - Aspergillus fumigatus

TM - Trichophyton mentagrophytes




Tab. 4

Antimykobakterialni aktivita N-fenyl-2,6-dihydroxybenzamidia (1), 3-fenyl-5-hydroxy-2H-
1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont (2), 3-fenyl-5-hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-
benzoxazin-2-onu (3) a 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiond (4) in vitro
— MIC (pmol.dm™)

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

14d | 21d 14 d 21d 7d 14 d 21d 7d | 14d| 21d

la 32 625 | 62,5 125 32 62,5 62,5 32 | 62,5| 625

1b 32 62,5 32 62,5 32 62,5 62,5 32 | 625| 625

1c 62,5| 62,5 32 62,5 16 32 62,5 16 32 32

2a 32 62,5 32 62,5 32 62,5 125 32 | 62,5| 125

2b 32 62,5 32 62,5 16 32 62,5 16 32 | 62,5

2C 16 32 16 32 16 32 62,5 16 32 | 625

3a 125 250 125 125 62,5 125 250 | 62,5| 125 | 250

3b 62,5 | 125 62,5 125 62,5 125 250 | 62,5| 125 | 250

3C 62,5 | 125 62,5 125 32 62,5 250 32 | 62,5| 250

4a 32 62,5 32 62,5 32 62,5 125 32 | 625| 125

b | - | - | | T T

4c 32 62,5 32 62,5 32 62,5 125 32 | 62,5| 125

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

INH — isoniazid
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