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Anotace

KRATKY, Martin. Syntéza salicylanilidovych proléciv. Hradec Kralové: Farmaceuticka
fakulta University Karlovy, 2008. 75 s. Diplomova prace.

Diplomova prace se zabyva syntézou antimykobakterialnich proléCiv na bazi estert
salicylanilid s aminokyselinami. Nejprve charakterizuje proléciva, jejich vyznam a
sumarizuje popsané biologické u¢inky a vyuziti salicylanilidi. Hlavnim cilem prace byla
priprava proléciv esterifikaci salicylanilidii s aminokyselinami. Nékteré piipravené latky
byly zhodnoceny z hlediska u¢inku zejména vici atypickym mykobakteriim. Pfipravené
derivaty jevi antimykobakterialni aktivitu, ktera je vSak nizsi nez u vychoziho 5-chlor-N-
(3-chlorfenyl)-2-hydroxybenzamidu.

Diplomova prace potvrzuje existenci ptesmyku po uvolnéni a-aminoskupiny esteru
Z-aminokyseliny a salicylanilidi za vzniku latek se dvéma amidickymi vazbami. Takto
vznikly diamid byl podroben esterifikaci se Z-aminokyselinami (L-Phe a Gly), odbourani
N-protektivni skupiny a uvolnéni aminoskupiny. Zda se, Ze pii uvolnéni aminoskupiny
pravdépodobné probiha obdobny pfesmyk jako pii formovani diamidt za vzniku triamidd.
Jsou diskutovany dva navrZzené mechanismy téchto presmyki — pies sedmiclenny
benzoxazepindionovy cykl nebo pfes péticlenny hydroxyimidazolinon, pficemz se
na zékladé¢ nové zjisténych okolnosti, ke kterym tato diplomova prace pfispéla, priklani
k druné moznosti. Vysledky prace naznacuji, ze tento presmyk by mohl byt obecné

probihajici reakci estert salicylanilida s a-aminokyselinami.

Klicova slova:
Salicylanilidy, biologicka aktivita, antimykobakterialni aktivita, estery aminokyselin,

proléciva, presmyk.



Annotation

KRATKY, Martin. Synthesis of Salicylanilide Prodrugs. Hradec Kréalové: Faculty
of Pharmacy of Charles University, 2008. 75 pp. Diploma Thesis.

This diploma thesis is concerned with synthesis of antibacterial prodrugs based
on esters of salicylanilides with amino acids. First there are characterized prodrugs and
their importance and then biological activities and application of salicylanilides. The main
goal of this work was the synthesis of prodrugs of salicylanilides amino acids esters. Some
synthesized compounds were evaluated especially for their activity against atypical
Mycobacteria strains. These compounds possess antimycobacterial activity, but it is lower
than initial salicylanilide 5-chloro-N-(3-chlorophenyl)-2-hydroxybenzamide.

This diploma thesis acknowledges rearrangement after N-deprotection and a-amino
group liberation of N-protected amino acids esters with salicylanilides to furnish diamides.
The diamide was esterified by Z-amino acids (L-phenylalanine and glycine). These
obtained esters were N-deprotected and the amino group was liberated. After this liberation
there was described rearrangement to furnish probably triamides, analogously to furnishing
of diamides. There are discussed two possible mechanisms of rearrangement — with
forming of seven-membered benzoxazepinedione rings or with five-membered
hydroxyimidazoline intermediates. The second version is considered to be more probable
because of new knowledge. This diploma thesis contributed to these findings. It seems that
this type of rearrangement could be generally a running reaction of the esters

of salicylanilides with a-amino acids.

Keywords:
Salicylanilides, biological activity, antimycobacterial activity, amino acids esters,

prodrugs, rearrangement.
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1. Uvod

Derivaty salicylanilidu (N-fenyl-2-hydroxybenzamidu) jsou skupinou latek
vyznacujici se Sirokym spektrem biologickych ucinkl. Jiz diive byly vyuzivany jako
topickd antimykotika®, humanni i veterinarni anthelmintika a antiprotozoarni 1é¢iva.
Popsany jsou dale ucinky antibakterialni, antimykobakteridlni, kdy nékteré derivaty jevi
vysokou aktivitu na kmeny atypickych mykobakterii, které jsou rezistentni ke standardni
1é¢b&, a také moluskocidni, antialgalni a obecnd herbicidni piisobeni.? Velky potencial
pii 1é¢€bé nadorovych onemocnéni by mohla mit inhibi¢ni aktivita salicylanilidi na tyrosin
kinazy spjaté s EGFR.>*

Masivni a ne vzdy racionalni expozice mikrobialni a fungalni populace
antibakteridlnim chemoterapeutikim a antimykotikim vede u ptivodné citlivych kment
ke vzniku rezistence. U nékterych druht jako methicilin nebo vankomycin rezistentnich
stafylokokii nebo vankomycin a na aminoglykosidy rezistentnich enterokokt tato
sekundarni rezistence predstavuje vyznamny klinicky problém.> Obdobna situace je
pozorovana u tuberkuldzy, kdy byl jiz v roce 1996 hlaSen na evropském kontinentu vyskyt
multirezistentnich kmend Mycobacterium tuberculosis®, a atypickych mykobakterioz.
Jednu z moznosti feSeni, kromé jinych opatieni, pfinasi pravé syntéza a vyzkum novych
antimikrobné aktivnich latek, pti¢emz salicylanilidy tvofi jednu z velice nadéjnych skupin.

Piedmétem studia salicylanilidti kromé syntéz, ucinku v Zivych systémech a jejich
mechanismi jsou vztahy mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou a také

priprava proléciv.



2. Teoreticka ¢ast — proléciva

2.1. Charakteristika proléciv

Jednim z tkold farmacie je vyhledavat nové molekuly vyuzitelné jako potencialni
1é¢iva. Kromé isolace léCivych latek z biologickych materialt (rostliny a houby,
zivocichové, mikroorganismy) rozeznavame pét zékladnich zplsobil ziskdvani novych
1é¢iv — nahodily screening, objevovani ztraceného, studium chemickych obmén znamych
biologicky aktivnich latek, vyuziti kombinatorialni chemie a vyuziti poznatkl
farmaceutické chemii pfibuznych oboril, zejména biochemie, biologie a klinickych obort
mediciny.’

Pti velice frekventné uzivaném piistupu obmeén struktury se vyuziva poznatkl
0 isomerii, homologii, analogii a prolééivech.7

Proléciva neboli prekursory 1é¢iv (téz profarmaka, anglicky termin prodrugs) patii
ve farmakoterapii k hojné pouzivanym latkam. Jedna se o obménénou strukturu biologicky
aktivni latky, ktera je in vitro neucinna nebo jen velmi malo ucinna, a farmakologicky
ucinek ziska az po aplikaci do biologického systému, nejCastéji metabolickou
transformacf.’

V minulosti byly nékteré latky zavedeny do praxe, aniz se védelo, ze Slo
0 proléciva. Tento poznatek byl ziskan az béhem klinického pouzivani. Piikladem miize
byt Domagktv Prontosil, zavedeny do terapie roku 1935, jakoZzto prekursor antibakterialné
ucinného sulfanilamidu, na ktery se v organismu pieméiuje metabolickou redukcei

azoskupiny.’
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Obr. 2.1. Metabolicka pfeména Prontosilu na sulfanilamid a benzen-1,2,4-triamin

Prvnim zdmérné navrZzenym prolé¢ivem bylo urinarni antiseptikum methenamin
(hexamethylentetramin, urotropin; 1894), jez v kyselém prostfedi uvolfiuje amoniak a
u¢inny formaldehyd.’

Od sedmdesatych let 20. stoleti az do soucasnosti je hlavnim cilem pfipravy
proléciv zména nékterych vlastnosti mateiského 1éCiva, které se jevi jako nevhodné,

zaucelem jejich posunu pozadovanym smérem. Mizeme tak ovliviiovat rozpustnost,
-9-



vstfebavani, distribuci, pfipadnou toxicitu apod. Jde zpravidla o cilené a zdmérné zmény a
Gpravy na zakladé modernich poznatki piirodnich véd, nikoli o nahodné objevy.’

Ptipravu a funkci proléciv jakozto reversibilnich derivatli je mozné pfirovnat
k pouZiti chranicich skupin pfi chemickych syntézach. Jedna se o zasah do zakladni
struktury molekuly [éCiva pfipojenim netoxickych chrénicich (protektivnich) a
modifikujicich skupin, které po uréitou dobu méni fyzikalné — chemické vlastnosti
zéddoucim smérem. Pied vlastnim farmakodynamickym efektem dojde k odStépeni této
chranici skupiny za uvolnéni vlastniho 1é¢iva. Prolééivo vSak muze vzniknout i kombinaci
dvou molekul I1éc¢iv. Takovym piikladem mutze byt antibiotikum sultamicilin
(ampicilin + sulbaktam),  desinficiens salol (salicylova kyselina + fenol)  nebo

analgetikum — antipyretikum benorilat (acetylsalicylova kyselina + paracetamol).”®
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Obr. 2.2. Salol Benorilat

Vazba poutajici chranici skupinu mtize byt vazbou kovalentni, optimalné snadno
hydrolyzovatelnou — napft. esterickd, amidicka, etherickd, acetalova nebo poloacetalova.
Mezi prolécivy nachézime organické slouceniny typu Schiffovych ¢i Mannichovych bazi,
mozné je vSak také vyuZiti metabolicky redukovatelnych vazeb (napf. azoskupina
u Prontosilu nebo antirevmatika a 1é¢iva nespecifickych stfevnich zanéth sulfasalazinu).
Mozny je i vztah komplexni nebo iontovy (depotni antibiotikum prokain-benzylpenicilin).’

V soucasné farmakoterapeutické paleté je zastoupeno mnoho proléciv. Kromé nize
uvedenych antibakterialnich latek jsou prolé¢iva v souCasné praxi vyuzivdna napf.
v nasledujicich skupinach 1é¢iv (podle AISLP®):

» psychofarmaka: depotni neuroleptika (estery flufenazin-dekanoat, flupentixol-
dekanoat, zuclopentixol-dekanoét), benzodiazepinoveé anxiolytikum
chlordiazepoxid

> analgetika — antipyretika a nesteroidnich antirevmatika: aloxiprin (derivat

acetylsalicylové kyseliny), prekursor flufenamové kyseliny etofenamat
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» léciva  kardiovaskularniho  systému: antihypertezivum  alfa-methyldopa,
betablokator bopindolol, vétSina inhibitori angiotensin konvertujiciho enzymu
(enalapril, ramipril, perindopril, fosinopril a dalsi), blokatory ATI1 receptoru
losartan, kandesartan-cilexetil, olmesartan-medoxomil

» vasodilataéné a antiangindzné pusobici nitraty: glycerol-trinitrat, isosorbit-dinitrat,
isosorbit-mononitrat

» hypolipidemika: skupina fibrati (fenofibrat, etofylinklofibrat) a statind 1. generace
(lovastatin, simvastatin)

» léciva GIT: antiulcerézné¢ UCinné inhibitory protonové pumpy (omeprazol,
pantoprazol, lansoprazol, esomeprazol), lé¢iva uZzivand pii nespecifickych
stievnich zanétech (sulfasalazin), laxativa pikosulfat a bisakodyl, opioidni
antidiarhoikum difenoxylat

» vitaminy: provitaminy, coZ jsou latky, které se v organismu méni na vlastni G¢inné
vitaminy (napf. karoteny, panthenol, latky ze skupiny derivatd vitamini D)

> pohlavni hormony: gestageny norgestimat, desogestrel, medroxyprogesteron-
acetat, hydroxyprogesteron-kapronat, lynestrenol, atypicky gestagen tibolon,
androgeny testosteron-isobutyrat a undekanoat, estrogeny estradiol-benzoat,
valerat, dipropionat, steroidni anabolika nandrolon-dekanoét a fenylpropionéat

> celkove i lokalni kortikoidy: betamethason-propionat a fosfat, hydrokortison-
hemisukcindt sodny, butyrat, triamcinolon-acetonid, fluocinolon-acetonid,
methylprednison-aceponat, prednikarbét

» dalsi 1é¢iva: antiparkinsonikum levodopa pteménujici se na dopamin, expektorans
bromhexin metabolizujici se na ambroxol, depotni insuliny, imunosupresivum
azathioprin, antivirotikum oseltamivir, cytostatika irinotekan, estramustinfosfat,
ifosfamid, cytostatikum a imunosupresivum cyklofosfamid nebo antagonista

aldosteronu a diuretikum spironolakton

2.2. Rozdéleni proléciv podle ucelu

Bylo pfipraveno velké mnozstvi derivati — prolé¢iv mateiskych molekul, z nichz
mnoho naslo uplatnéni v klinické praxi. Prolé¢iva se déli podle ucelu, ke kterému slouzi
modifikace vlastnosti, do n&kolika skupin’:

1) prekursory se zvySenou rozpustnosti ve vodé
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2) prekursory se zlepSenym vstiebavanim

3) prekursory se specifi¢téjsi distribuci

4) prekursory se snizenou toxicitou a redukovanymi vedlej$imi u¢inky
5) prekursory s protrahovanym ucinkem

6) prekursory se zvySenou stalosti

2.2.1. Prekursory se zvySenou rozpustnosti ve vodg’

Zvyseni hydrofility je nutné u nékterych 1é¢iv k lepSimu transportu v organismu a
dale u 1éc¢iv aplikovanych ve vodnych roztocich. Obecné se zvySeni rozpustnosti ve vodé
dosahuje jednak na fyzikalné — chemickém zakladé, jednak zdsahem do struktury 1éCiva a
tvorbou proléciv. Lze vyuZzit tvorbu soli, zavedeni hydrofilnich skupin (hydroxylova,
karboxylova, sulfonovda, aminova aj.) do molekuly nebo tvorbu proléciva skladajiciho se
Z puavodni molekuly a nové zavedeného lehce odstépitelného hydrofilniho fragmentu.

Piikladem takovychto proléfiv muze byt hydrokortison-hemisukcinat sodny,

»~rozpustny menadiol* nebo prekursor paracetamolu pro injekéni podani propacetamol.

2.2.2. Prekursory se zlepSenym vstirebavanim’

ZlepSeni vstiebavani ve vétSiné ptipadl spociva ve zvysSeni lipofility 1é¢iva, nebot
piiméfené lipofilni latky obecné prostupuji biologickymi bariérami 1épe neZz hydrofilni.
Pfi nejcastéjSim  prostupu 1é¢iv  biomembranami pasivni difuzi prostupuje pouze
nedisociovana forma ionizovatelného 1é¢iva.

Zvyseni lipofility je obecné mozné blokovanim hydrofilnich skupin etherifikaci,
esterifikaci nebo tvorbou amidu s lipofilni molekulou. Také je mozné vnést do molekuly
fragment zvysujici log P (alkyl, alkoxyl, halogen a dalsi).

Piikladem  mohou byt  glukokortikoid  triamcinolon-acetonid  nebo

sympatomimetikum, antiglaukomatikum a prekursor adrenalinu dipivefrin.

2.2.3. Prekursory se specifictéjsi distribuci’

Specificka distribuce znamend hromadéni 1é¢iva v urcité tkéni. Je to zadouci
vlastnost zejména u cytostatik. Pfikladem mohou byt cytostatika estramustinfosfat (terapie
hormonalné dependentnich nadorti) nebo azathioprin ($té€pi se na Géinny 6-merkaptopurin
v nadorech se zvySenou aktivitou thioglukosidazy), zjinych 1é¢iv dopaminergni

antiparkonsonikum levodopa prostupujici hematoencefalickou bariérou.
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2.2.4. Prekursory se sniZenou toxicitou a redukovanymi vedlej§imi u¢inky’

Jednim z hlavnich cilt syntézy proléciv je redukce toxicity a drazdivosti ptivodniho
1é¢iva. Lokalné drazdivou aldehydickou skupinu je mozno docasné¢ blokovat tvorbou
Schiffovych bazi, napf. ujiz zminéného antiseptika methenaminu nebo hydrataci
u sedativa chloralhydratu. Dal§im ptikladem muze byt blokada drazdivé fenolické skupiny
acetylaci u laxativnich prolééiv bisakodylu a oxyfenisatindiacetatu nebo sulfataci
u pikosulfatu. Dale sem lze zafadit lokalni antimykotikum triacetin uvolfiujici glycerol a
octovou kyselinu nebo analgetikum — antipyretikum aloxiprin, kondenzat acetylsalicylove

kyseliny a oxidu hlinitého, ktery ma sniZzené lokaln¢ drazdivé ucinky na GIT.

2.2.5. Prekursory s protrahovanym a¢inkem’

Tyto prekursory umoziuji udrzet po del§i dobu potfebnou terapeutickou hladinu
1é¢iva. Prolongace ucinku se dosahuje tvorbou Spatné rozpustnych, lipofilnich derivati —
nejcastéji soli a ester. Typicky se jednd o depotni psychofarmaka, hormony nebo
antibiotika. Jako piiklad mohou slouzit estery estrogenu estradiolu (propionat, dipropionat,
valerat, benzoédt aj.), antipsychotikum flufenazin-dekanoat nebo dlouhodobéji pisobici

komplexy insulinu se Zn** a bilkovinou protaminem.

2.2.6. Prekursory se zvysenou stalosti’

K reakcim davajicim vznik této skupiny proléciv patii napt. esterifikace primarni
alkoholické skupiny retinolu (vitamin A) kyselinou palmitovou, ¢imZz je chranéna
pted oxidaci na aldehyd, resp. kyselinu, nebo acetylace fenolické skupiny tokoferolt
(vitaminy skupiny E). Dal§im piikladem mize byt stabilizace prostaglandint,

za laboratornich podminek nestalych kapalin, esterifikaci nebo acetalizaci.

2.3. Piiklady proléciv antibakterialné u¢innych latek

2.3.1. Sulfonamidy a chloramfenikol

Sulfonamidy byly prvnimi do praxe uspésné zavedenymi antibakteridlnimi
chemoterapeutiky, dale maji vyznamné antiprotozoarni u¢inky vyuzivané v humanni a
zejména veterinarni medicing.’®'* Prvni prakticky uZivanou slougeninou byl Prontosil,

Ktery se in vivo metabolizuje na u¢inny sulfanilamid a benzen-1,2,4-triamin.
-13-



Mezi prolégiva patii N*-substituované sulfonamidy. JelikoZ nezbytnou podminkou
uc¢inku je volna aminoskupina v poloze 4, Ize pouzit jako prolé¢iva pouze ty derivaty, které
tuto primarni aromatickou aminovou skupinu uvoliuji. V praxi se dfive pfi stievnich
infekcich pouzivaly nevstiebatelné sulfonamidy ftalylsulfathiazol a sukcinylsulfathiazol,
které se ve stievé méni redukci stfevnimi bakteriemi na matetfskou latku sulfathiazol, ktera

zde dosahuje vysokych koncentraci.**?
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Obr. 2.3. Ftalylsulfathiazol Sukcinylsulfathiazol

Jinym ptikladem je sulfasalazin, adukt sulfapyridinu a 5-aminosalicylové kyseliny,
uzivany pii revmatoidni arthritidé a nespecifickych stievnich zanétlivych onemocnénich.
Sulfasalazin se v tlustém stievé rozklada redukénim S$té€penim azoskupiny na uvedené
ptisobi lokaln¢ antibakterialn€, vstiebany podil u¢inkuje systémove protirevmaticky. Také
olsalazid a balsalazid, dalSi latky této farmakoterapeutické skupiny, ucinkuji jako proléciva
5-aminosalicylové kyseliny.**?

HOOC HooC
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Obr. 2.4. Stépeni sulfasalazinu na 5-aminosalicylovou kyselinu a sulfapyridin

Chloramfenikol, zastupce nepocetné skupiny amfenikold, byl jednim z prvnich
Sirokospektrych antibiotik. Mezi jeho proléciva patii estery s palmitovou a jantarovou
kyselinou. Palmitat byl syntetizovan za ucelem piipravy peroralni suspenze, nebot
chloramfenikol-palmitat je velmi malo hydrosolubilni, umoznuje tudiz tvorbu suspenzi a
navic je diky nizkému soucinu rozpustnosti maskovana intenzivné hotka chut volného
chloramfenikolu. Naopak sodna siil chloramfenikol-hemisukcinatu je ve vodé velmi dobie

rozpustnd, coz umoznuje aplikaci roztoku injekéné nebo lokalné (oftalmologie).7'12
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Obr. 2.5. Chloramfenikol-palmitat Chloramfenikol-hemisukcinat sodny

2.3.2. Betalaktamy

Betalaktamovd antibiotika  (peniciliny, cefalosporiny, —monobaktamy a
karbapenemy) jsou velice rozsahlou a terapeuticky rozsifenou skupinou, coz odrazi i
znacny pocet modifikaci struktur v€etné proléciv, kterych bylo pfipraveno a je vyuzivano
nejvice mezi nejstarsi skupinou penicilind.

Zé&kladnim penicilinem je benzylpenicilin (G-PNC), ktery je vSak acidolabilni a
nelze jej tudiZ podavat per 0s. Jednou z moznosti, jak tuto nevyhodu pickonat, je pfevedeni
na antibakterialné netcéinny lipofilni acetyloxymethylester — penamecilin. Penamecilin
z velké casti prochdzi zaludkem, resorbuje se ve stievé a rychle se hydrolyzuje zpét
na benzylpenicilin. Dal§i vyhodou této latky je prodlouzeni intervalii mezi podévani
(krystalicky G-PNC se podava parenteralné po 4 — 6 hodinach, penamecilin po 8 hod).**?

Druhou nevyhodou G-PNC je jeho kratky biologicky poloc¢as. Prodlouzeni doby
uc¢inku a tim sniZeni po¢tu aplikaci bylo dosazeno tvorbou soli s organickymi bazemi, které
antibiotikum pomalu uvoliuji. Pouziva se prokain-benzylpenicilin, ktery udrzi
terapeutickou hladinu po 24 hod, a benzathin-benzylpenicilin udrZujici dostate¢né hladiny
po 2 — 4 tydny. Je vyuzivana i jejich kombinace. Obdobné 1ze pouzit i benzathinovou siil

peroralng uginného fenoxymethylpenicilinu (V-PNC).***2

PP
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Obr. 2.6. Penamecilin
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Obr. 2.7. Prokain-benzylpenicilin
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Obr. 2.8. Benzathin-benzylpenicilin

DalSi modifikovanou latkou je Sirokospektry aminopenicilin ampicilin. Jeho
pivaloyloxymethylester pivampicilin ma vyrazné vyssi vstfebatelnost nez matei'ska latka,
naniz se vorganismu hydrolyzuje. Obdobné vlastnosti ma i bacampicilin, 1-
ethoxykarbonyloxyethylester ~ ampicilinu.  Kombinaci  ampicilinu s inhibitorem
betalaktamaz sulbaktamem vznika sultamicilin nejen s lepsi vstiebatelnosti p.o. (sulbaktam
se sam per 0S nevstiebava, ampicilin omezen¢), ale navic diky inhibici ampicilin

12

hydrolyzujicich enzymu betalaktamaz ma rozSifené spektrum uc¢inku.”™ DalSim,

terapeuticky vSak nyni v CR neuzivanym prolééivem ampicilinu je hetacilin, kondenzat

Vv

s acetonem, s vy3i stabilitou pro parenteralni podani.’
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0 HaC }-—o\
o] o CoHs
Obr. 2.9. Pivampicilin Bacampicilin
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Obr. 2.10. Sultamicilin Hetacilin

Druhou skupinou betalaktamovych antibiotik jsou cefalosporiny. Zde se vyuziva

k obmén¢ zejména esterifikace primarné injekéné podavanych 1é¢iv, vznikly ester je pak

oproti mateiské latce vstiebatelny po p.0. podani. Jako ptiklad mohou slouzit peroralni

cefalosporiny Il. generace cefuroxim-axetil (1-acetoxyethylester cefuroximu), cefpodoxim-

proxetil [1-(isopropyloxykarbonyloxy)ethylester cefpodoximu]*® nebo cefetamet-pivoxyl

(pivaloyloxymethylester cefetametu) ze IIl. generace.’! Tyto estery se po vstiebani

hydrolyzuji ve stfevni sténé na ucinny cefuroxim, resp. cefpodoxim a cefetamet.

HoN

— YS
~° N%
0 0
7 H H 2 H H
N N
| HN-- S \ HN-- S
/O /O
H3C N_ _~ o NH, H3C NP~ o}
0 \[( o “CHj
o)
o) j\ j\ o~ o 0 CHs
Hsc” Y07 CHs ch)\O)J\O)\CHS
Obr. 2.11. Cefuroxim-axetil Cefpodoxim-proxetil

2.3.3. Tetracykliny a makrolidy

Sirokospektra antibiotika tetracykliny také patii mezi déle uzivané latky

S mnozstvim pfipravenych obmén. Piikladem takovych obmén mohou byt injekéné

podavané Mannichovy baze rolitetracyklin, adukt tetracyklinu s formaldehydem a

pyrrolidinem, lymecyklin vznikly reakci tetracyklinu s formaldehydem a aminokyselinou
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lysinem nebo pipacyklin, sloucenina tetracyklinu s formaldehydem a N-(2-
hydroxyethyl)piperazinem, jeZ se v organismu rozkladaji na uvedené latky.

OH O OH O O
OH

Obr. 2.12. Rolitetracyklin

Ve skupiné makrolidi byly syntetizovany a studovany zejména soli a estery
nejstarSiho uzivaného zastupce erythromycinu. K solim nalezi erythromycin-laktobionat
pro injekéni podéani nebo Spatné rozpustny stearat k p.0. podani. Estery jsou lipofilng;si
nez volna baze erythromycinu, maji lepsi biodostupnost. Patii k nim ethylsukcinat a estolat
(laurylsulfat erythromycin-propionatu). Diive se pouzival oleandomycin a jeho
triacetylovany prekursor troleandomycin slepSi biodostupnosti. Pomérné novym
prolécivem je dirithromycin, lipofilni 1épe vstiebatelny kondenzat 9(S)-erythromycylaminu
s (2-methoxyethoxy)acetaldehydem.*

2.3.4. Antimykobakterialni lé¢iva (antituberkulotika)

Antituberkulotika jsou chemicky heterogenni skupinou 1é€iv, nebot’ tato skupina je
vytvotena podle cilového organismu, nikoli podle chemické struktury anebo mechanismu
ucinku. Jednd se o IéCiva ucinkujici bakteriostaticky nebo baktericidné na druh
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis a tzv. atypickd mykobakteria, mezi které se
taxonomicky fadi napf. Mycobacterium kansasii, fortuitum, chelonae, marinum, xenopi
nebo M. avium intracelulare complex.’

K antimykobakterialnim prolé¢ivim patii prekursor para-aminosalicylove kyseliny
vapenatd sil 4-benzamidosalicylové kyseliny (benzoyl-p-aminosalicylové).! Prolégivo
dithofal maskujici zdpach G&inné latky oditépuje aktivni ethanthiol.”

Také jedny z nejuzivangjSich antituberkulotik pyrazinamid a isoniazid (INH) je
mozZno povaZzovat za prolééiva. Pyrazinamid se v buiikach hydrolyzuje v mirné kyselém
prostiedi pyrazinamidazou na pyrazin-2-karboxylovou kyselinu, INH na isonikotinovou
kyselinu, které v bunice ovliviiuji syntézu mykolovych kyselin, tvoficich zakladni slozku
bunééné stény mykobakterii.” Nov&jsi vyzkumy ukézaly, ze INH vstupuje pasivni diftizi

do mykobakterialni bunky, kde je aktivovan specifickym bifunkénim O,-dependentnim
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enzymem s katalazovou a peroxidazovou aktivitou (KatG, kodovany genem katG)
navysoce reaktivni derivaty s baktericidni aktivitou (superoxidové, peroxidové,
acylperoxidoveé, hydroxylové, isonikotinoylové, pyridylové radikaly, isonikotinovy aniont
aj.). Tyto derivaty jednak blokuji syntézu mykolovych kyselin, fosfolipidi, DNA a
proteosyntézu, jednak zplsobuji nahromadéni sacharidi a fosfatovych esterti. INH
interferuje téZ s metabolismem nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD), nebot’ je do jeho
struktury inkorporovan misto nikotinamidu. Vznikly pseudo-NAD nemuze plnit funkci
elektronového akceptoru, ¢imz mimo jiné brzdi energeticky metabolismus i reparaci DNA.
Navic metabolity isoniazidu inhibuji InhA, enzym nutny k prodluzovani mastnych kyselin
pfi syntéze mykolovych kyselin. Nasledny deficit mykolovych kyselin vede ke ztrate
odolnosti bunécné stény vici kyselinzim.13

Od isoniazidu je kondenzaci se sacharidem odvozen hydrofilngjsi prekursor se
snizenou drazdivosti glykoniazid.” Jako prolégivo INH byl piipraven i iproniazid. P¥i jeho
pouzivani se ukéazalo, ze navic plisobi antidepresivné, coz je zpisobeno inhibici enzymu

monoaminooxidazy.*?
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Obr. 2.13. Benzamidosalicylan vapenaty Dithofal
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Obr. 2.14. Isoniazid Iproniazid Pyrazinamid
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Obr. 2.15. Glykoniazid
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3. Cil prace a jeho teoreticka vychodiska

Jednou ze slibnych moznosti modifikace fyzikalné — chemickych a tim i
biologickych vlastnosti salicylanilidd je jejich esterifikace aminokyselinami za vzniku
proléciv. Piedpokladd se mozny targeting a snizeni nezadoucich uc¢inkt, pficemz volbou
aminokyseliny ¢i kratkych peptida lze cilené ovlivnit konkrétni lipofiln¢ — hydrofilni
charakter proléiva.” Pkiprava téchto esteri, kdy reaguje fenolicky hydroxyl salicylové
casti s N-chranénou aminokyselinou (nechranéné aminokyseliny nereaguji), sleduje
docasnym blokovanim fenolické skupiny zlepSeni fyzikalné — chemickych vlastnosti,
zejména rozpustnosti, sniZeni toxicity a modifikaci transportu v organismu. V organismu je
pak takovéto prolécivo odbourdano na vlastni U¢inny salicylanilid a zcela netoxickou
aminokyselinu.**

Timto piistupem se zabyva také skupina doc. J. Vinsové. Pii esterifikaci
salicylanilidad Z-glycinem a Z-L-alaninem byl oproti ostatnim Z-aminokyselinam
pozorovan piekvapivy vznik sedmiclenného benzoxazepinového cyklu pii soucasném
odstépeni benzylalkoholu. U dalSich reagujicich Z-aminokyselin vznikaji poZadované
estery salicylanilidu s pfislusnou Z-AMK. Pfi acidolytickém odbouravani N-chranici
skupiny bromovodikem v bezvodé kyselin¢ octové, nebot’ hydrogenace na palladiu vedla
ke smésici produktl, vznikd hydrobromid pfislusného esteru, kdy se proton aduje
na uvolnénou a-aminoskupinu esteru za vzniku amoniové soli. Uvolnénim aminoskupiny
pusobenim triethylaminu (EtzN) Vv bezvodych podminkach vznika piekvapivé misto
ocekavaného ,,volného* esteru dvojity amid (diamid) bez volné aminoskupiny a naopak
svolnou fenolickou skupinou, coZ bylo s jistotou prok&dzano pomoci metod fyzikalni

organické chemie.™

Obr. 3.1. Schéma vzniku diamidu pfi uvolnéni a-aminoskupiny esteru substituovaného
salicylanilidu s L-fenylalaninem pomoci triethylaminu
(pfevzato a upraveno podle ¢lanku ,Salicylanilide esterification: unexpected formation
of novel seven-membered rings“'*)
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Cilem této diplomové prace byla ptiprava salicylanilidovych prolé¢iv na bazi
esterifikace s aminokyselinami. Vychozi latkou byl 5-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-
hydroxybenzamid jakoZzto vysoce antimykobakterialné aktivni sloucenina, ktera byla
podrobena esterifikaci s Z-L-valinem (valin je lipofilni neutrdlni aminokyselina),
odbourani chranici skupiny, uvolnéni aminoskupiny valinu, ¢imz pfesmykem vznikl
diamid. K potvrzeni existence a mechanismu vyse nastinéné¢ho piesmyku byl pfipraveny
diamid opétovné podroben esterifikaci s Z-L-fenylalaninem (opét lipofilni neutrani AMK)
a Z-glycinem, odbourani chrénici skupiny a uvolnéni a-aminoskupiny. Pfesmykem by tak
mély analogicky vzniknout pfislusné latky se ttemi amidickymi vazbami (triamidy).

Derivaty pfipravené ve vétSim mnozstvi byly podrobeny testovani na aktivitu
vaci mykobakteriim.

Tato prace, jeji cile a metodika izce navazuji na doktorandskou vyzkumnou ¢innost

a disertacni praci Ing. AleSe Imramovského, Ph.D.%®
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4. Prehled biologické aktivity a pouziti salicylanilida

Salicylanilidy, tj. rGzné substituované¢ amidy salicylové Kyseliny aanilinu, se
antibakterialni ucinek vcéetné antimykobakterialniho, antifungalni, antiprotozoarni,
anthelmintickd a herbicidni aktivita. Mnohé z téchto latek jsou v praxi pouzivany jiz
dlouhou dobu. Vyuziti, u¢inky a n¢které vztahy chemické struktury a biologické aktivity
salicylanilidd znamé do roku 2004 piehledné shrnuje clanek J. Vinsové a A.

Imramovského.?

o}

OH

Obr. 4.1. Salicylanilid

4.1. Antibakterialni a antifungalni aktivita

U salicylanilidt je jejich antibakteridlni (véetné antimykobakteridlni) a antifungalni
aktivita zndma jiz del$i dobu. Skupina prof. K. Waissera pfipravila velké mnozstvi
salicylanilid antimykobakterialné aktivnich in vitro, a to zejmena proti atypickym
mykobakteriim (Mycobacterium avium, M. fortuitum a M. kansasii). Tyto latky svou
aktivitou (niz8i minimalni inhibi¢éni koncentrace — MIC) pirevySuji bézné uZzivana
antituberkulotika.>"’

Vroce 1998 byl navrzen novy mechanismus antibakterialniho piisobeni
salicylanilidl, ktery je zalozen na schopnosti inhibice dvoukomponentovych regula¢nich
systému (TCS) bakterii. Tyto systémy jsou sloZeny z histidin proteinkinazy (environmental
sensing protein) a DNA-vazebného proteinu, ktery ma funkci regulatoru odpovédi.
Aktivace nebo represe je dosazena fosforylaci z adenosintrifosfatu (ATP), kdy se fosfatova
skupina pfenese na Specificky zbytek aspartamové kyseliny, regulatoru odpovédi, pies
vysoce energeticky fosfohistidinovy intermediat piibuzné kinélzy.z'18
TCS se vyskytuji u vSech bakterii véetné mykobakterii a né€kterych hub, chybi vSak

v bunikach eukaryontii. V bakteriich je mnoho takovych dvoukomponentovych systémd,
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kazdy z nich kontroluje transkripci nékolika genti. Slou¢eniny blokujici TCS blokuji tyto
signélni cesty a mohou zptisobit uhyn citlivych bungk bakterii a hub.”

Pro antibakteridlni uclinek je nezbytny salicylanilidovy farmakofor,
elektronakceptorovy substituent v salicylové ¢asti molekuly a hydrofobni substituce
Vv anilidové casti. Takto snizend hydrofilita hraje dilezitou roli pfi priniku 1éciva
lipidickou bun&&nou membranou mikroorganismil.”> Kromé& hydrofobicity (hydrofobni
substitu¢ni konstantar) hraji roli i elektronové (Hammettova konstanta) a struktualni
parametry.>!” Tento novy poznatek 0 mechanismu G&inku byl studovan na molekulach

closantelu a tetrachlorsalicylanilidu.?
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Obr. 4.2. Closantel Tetrachlorsalicylanilid

Salicylanilidy vykazuji vysokou aktivitu proti bakterialni patogenim, a to i t€m,
které¢ diky vzristajici rezistenci piedstavuji ¢im dal tim veétsi klinicky problém. Jsou
vyznamné aktivni vi¢i gram-pozitivnim bakteriim vcetné methicilin rezistentnim kmeniim
Staphylococcus aureus a vankomycin rezistentniho Enterococcus faecium (v obou
piipadech se MIC pohybuje v rozmezi 1 — 2 pg/ml).>*

Jak jiz bylo uvedeno, pro antibakterialni ucinek je nezbytna pfitomnost volné
hydroxylové skupiny v salicylové ¢asti molekuly. Tuto fenolickou skupinu lze doc¢asné
blokovat esterifikaci s aminokyselinami (glycin, alanin aj.) nebo kyselinou octovou
za vzniku proléciv, ktera maji vyhodnéjsi fyzikaln¢ — chemické vlastnosti a ktera jsou
V organismu biotransformovana na vlastni u¢inné lz'1tky.16

93 analogt salicylanilidu bylo testovano na aktivitu vicéi bakteriim Escherichia coli
a Pseudomonas aeruginosa®, coz jsou &asti gram-negativni pivodci komunitnich i
nosokomiélnich infekci.® V jednotné testované koncentraci 13yol/l vykazovaly
salicylanilidy vice nez 95% inhibici ristu kmeni E. coli, ovSem také nulovy Géinek vici P.
aeruginosa. ECs pro E. coli dosdhla hodnoty 4umol/l. Jejich cytotoxicita uc¢i savéim
bunkam linie HeLa byla zhodnocena jako mirna, toxické koncentrace ptesahovaly

6 umol/l. Z hlediska vztahii mezi strukturou a aktivitou bylo zjiSténo, ze latky se substituci
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halogeny na jednom ¢i obou benzenovych kruzich jsou G¢inné a dobie snaSené, osvédcila
se chlor a dibrom substituce salicylu, event. salicyl nesubstituovany, v anilidové ¢asti pak
ucinek zvysSuje mono, di nebo trihalogen substituce, ptipadné nitroskupina, methyl nebo
hydroxyl. Jako farmakofor byl v souladu s dalsimi zjisténimi identifikovan amidicky
mustek s hydroxylem v ortho poloze vici karboxylu. Pfitomnost fenoxy, naftoxy nebo
benzoyl skupiny v anilidové ¢asti vede ke ztraté ucinku, podobné jako nahrada salicylové
kyseliny naftoovou kyselinou nebo karbazolovym analogem.?

Halogenované salicylanilidy jako napi. tribromsalan (3,4",5-tribromsalicylanilid),
dibromsalan  (4°,5-dibromsalicylanilid), metabromsalan (3,5-dibromsalicylanilid) a
tetrachlorsalicylanilid (3,3",4",5-tetrachlorsalicylanilid) naSly vyuZiti jako antimikrobni
latky v kosmetickych piipravcich.?

Fluorofen (3 -trifluormethyl-3,5-dibromsalicylanilid) byl wuzivan jako Ié¢ivo
pii infekcich a zanétech periodontu. Vykazoval vSak fotoalergizujici ucinek, patrné
zpiisobeny piitomnosti halogend.”?! Proto se z4jem prenesl k vyzkumu piedeviim latek
substituovanych v salicylové ¢asti. 5-Acylované derivaty salicylanilidu jsou G¢inngjsi a
rozpustnéjsi. Alkylovand sulfoskupina pak zvySuje kyselost fenolického hydroxylu a
zaroven lipofilitu molekuly. 5-Alkylsulfonyl derivaty vykazuji in vitro vy3Si aktivitu
nez tribromsalan proti Castym periodontalnim patogenim Actinomyces viscosus a

Streptococcus mutans. Maji navic i protizanétlivé Gginky.??*%3
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Obr. 4.3. 5-Alkylsulfonylsalicylanilidy; X = -CN, -NO,, halogen, niZsi halogenovany
alkyl; R = (ne)substituovany C1-20 alkylsulfonyl

Jiz pfed poznanim a popsdnim molekuldrniho mechanismu Uc¢inku salicylanilida
na TCS byly na Gzemi CR pouzivany jako lokalni nespecificky puisobici antimykotika
nesubstituovany salicylanilid, uZzivany téz jako antifungaln¢ ucCinkujici pesticid24,
a 5-brom-4"-chlorsalicylanilid (Salifungin lig.), u kterého byly navic popsany a
terapeuticky vyuzivany antibakterialni u¢inky."

Série O-acetylovanych derivata salicylanilidu se 4- nebo 5-chlor substituovanym

salicylovym jadrem a chlor, brom nebo trifluormethyl substituci v polohach 3", 4°
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anilidové ¢asti, ptip. jesté acetylované na karboxamidovém dusiku, byla in vitro testovana
na antifungdlni aktivitu na kmenech osmi béznych humannich houbovych patogeni:
Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, Trichosporon beigelii, T.
mentagrophytes, Aspergillus fumigatus, Absidia corymbifera. MIC testovanych latek
v rozpéti 0,49 — 31,25 pg/ml byla konfrontovdna s MIC vysoce potentniho a klinicky
Siroce uzivaného triazolového antimykotika flukonazolu. Nejvyssi aktivitu vykazovaly
testované slouceniny proti Trichosporon mentagrophytes. VSechny latky dosahovaly
nizsSich MIC neZ flukonazol u kment Aspergillus fumigatus a Absidia corymbifera, nékteré
mély s flukonazolem shodnou u¢innost u Candida krusei. Ostatni houbové patogeny byly
naopak citlivéjsi na flukonazol. Celkové nejnizsi u¢innost vykazoval O,N-diacetylovany
derivat, z ¢ehoz lze vyvodit, ze vodik na amidickém dusiku je nezbytny pro antifungalni
aktivitu.'®

V ramci této skupiny sloucenin se ukdzalo, ze optimalni antifungélni aktivita je
spojena s urcitym rozsahem lipofility charakterizované hodnotami log K (reten¢ni faktor),
a to vrozsahu 0,40 —0,50. Pfitomnost bromu a zejména trifluormethylového zbytku
v anilidové ¢asti G¢innost zvysuje, coz potvrzuje fakt, ze nejaktivnéjsi molekulou se ukazal
4-chlor-2-[4-(trifluormethyl)fenylkarbamoyl]fenylacetat (log K = 0,4637).%°

Stejna série salicylanilidti byla studovana in vitro na antimykobakterialni aktivitu
U kment druhtt Mycobacterium tuberculosis, M. avium a M. kansasii. Zde byly testované
latky porovnavany s MIC Siroce uzivaného antituberkulotika 1. linie isoniazidu.
Acetylované salicylanilidy vykézaly u jednoho kmene M. kansasii stejnou ucinnost jako
isoniazid, udruhého kmene M. kansasii a na M. avium, obou INH rezistentnich,
dosahovaly velmi dobré ucinnosti. Testovany kmen M. tuberculosis vykazoval vyssi
citlivost na standardni isoniazid. Oproti antimykotické aktivité v tomto ptipad¢ acetylace
amidického dusiku ucinnost nesnizila. 4-Chlor substituce v salicylové casti zvySuje
antimykobakterialni aktivitu a naopak snizuje uéinnost proti houbam. Uginek pozitivné
moduluje 1 4" substituce ¢i 37, 4” disubstituce. Antimykobakteridlné¢ nejaktivnéjSim proti
M. tuberculosis se jevil 4-chlor-2-(3,4-dichlorfenylkarbamoyl)fenylacetat, nejlipofilné;jsi
zkousSena latka (log K = 0,6053). Vuci atypickym mykobakteriim vykazoval nejnizsi MIC
(2 — 4 pg/ml), stejné jako u hub, 4-chlor-2-[4-(trifluormethyl)fenylkarbamoyl]fenylacetat.'®

Negativnim rysem vysoké antibakterialni a antifungalni u€innosti salicylanilida je
jejich cytotoxicita, za kterou vysoce pravdépodobné zodpovida fenolicka skupina salicylu,
zaroven klicova pro aktivitu. Ve srovnani s INH je 1Cso cytotoxického ucinku vuci bunkam

lidského stfevniho epitelu (linie HCT-8) O-acetylovanych salicylanilidii vyrazné nizsi,
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pohybuje se v rozmezi 0,27 — 60,60 pg/ml — pro zminovany nejaktivnéjsi 4-chlor-2-[4-
(trifluormethyl)fenylkarbamoyl]fenylacetat to je 1260  /ml, zatimco u INH ICs
presahuje 10Qug  /ml.*®* O-acetylované salicylanilidy tak stale zGstavaji relativnd
cytotoxickymi. Prof. Waisser a kol. shrnuji*’, Ze ackoli jsou salicylanilidy svou strukturou
relativné jednoduché, vykazuji Siroké antimykobakteridlni spektrum a jsou strukturné
odlidné od jinych uzivanych antituberkulotik. Navic jsou aktivngj$i proti podminéné
patogennim druhiim mykobakterii nez bazéalni antituberkulotikum isoniazid.
Heterocyklickymi derivaty salicylanilidt jsou 3-fenyl-1,3-benzoxazin-2,4-diony
ptipravené kondenzaci pftislusnych salicylanilidi s ethylchloroformiatem v pyridinu nebo
acetonitrilu. Skupina kolem prof. Waissera pfipravila velké mnoZzstvi téchto derivati jako
potencialnich antituberkulotik.? Ukaézalo se, Ze tyto heterocyklické derivaty jsou ménd
aktivni nez oteviené¢ formy. Pro antibakterialni ucinnost se jevi vyhodnou piitomnost
alespont dvou halogenovych atomi, substituované polohy 2 a 5 na fenylovém zbytku
v poloze 3 naopak nejsou pro uginek vyhodné.?
Zkoumana byla i syntéza, antibakterialni a antifungalni aktivita jodsalicylanilida
(4 -jodsalicylanilid, 4-jodsalicylanilid, 5-jodsalicylanilid, 4,4"-dijodsalicylanilid).>?® Jako
antibakterialni a fungicidni latky byly dale pfipraveny penta a hexakoordina¢ni slouceniny
cinu a kiemiku se salicylanilidy nebo jejich thiosemikarbazony jako ligandy.>*" B-
Aminoestery salicylanilidl jsou patentovany jako antifungalné¢ aktivni lzitky.2
Antibakterialni a antifungalni aktivitu jevi dale heterocyklické analogy
salicylanilidt, kdy je zakladni skelet salicylamidu N-substituovan misto fenylu (anilin)
substituovanymi heterocykly (pyridin, pyrimidin, pyrazin, triazol, benzimidazol, thiazol ¢i
isoxazol)?®?°, dale vy3si homology N-benzylsalicylamidy™® ¢i thiosalicylanilidy.?
Salicylanilidy dale vykazuji aktivitu jako inhibitory proteinové sekrece typu Il
(T3S) rodu Yersinia (Y. pestis, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis). T3S je nezbytnym
prvkem pro virulenci a vyskytuje se 1 u mnoha dalSich bakterii, napt. z celedi
enterobakterii  — Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella spp.,
enteropatogennich kmenu E. coli a dale u Chlamydia spp. T3S je nutna k proniknuti
do hostitelské buiiky a zaroven umoziuje bakterii vyhnout se imunitni odpovédi hostitele.
Inhibitory T3S tak sniZuji virulenci. Prvnim popsanym salicylanilidem s timto u¢inkem byl
2-(4-chlorfenylkarbamoyl)-4,6-dijodfenylacetat, od néhoz byly odvozeny a syntetizovany
dalSi analogy. Take zde se ukézalo, Ze pro biologickou aktivitu je nezbytna hydroxylova
nebo acetylesterova skupina. Pokud se ukézal acetylovany salicylanilid aktivni,

deacetylovany uc¢inkoval téz. U acetylovanych derivati 1ze nahradit bez ztraty ucinku jod
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Vv poloze 6 vodikem, oproti tomu u neacetylovanych molekul stejna obména vedla
ke sniZzeni aktivity. Zaména obou jodu za vodik vede vZzdy k poklesu aktivity. Vysoce
potentnim inhibitorem se ukéazal 4°-brom-5-jodsalicylanilid, resp. jeho acetylester.
Pii zkoumani salicylanilidt jako inhibitorti T3S krom¢ jeji inhibice nékteré také blokovaly
rast bakterii rodu Yersinia — pfedevsim deacetylované struktury, coz je v souladu s vyse
uvedenymi zjisténimi. Koncentrace nutné k inhibici ristu jsou vSak vyssi nez ty, které staci
K aplné inhibici T3S. Rust je téz inhibovan u bakterii bez pfitomnosti T3S. Derivaty
s volnou hydroxylovou skupinou a elektronakceptorovymi substituenty v salicylové ¢asti
(tj. kyselejsi) maji schopnost blokovat syntézu ATP rozpojenim oxidativni fosforylace, a to
snizenim protonmotivni sily (elektrochemického gradientu) na mitochondrialni membrané.
Acetylace hydroxylu umoznuje vyhnout se snizeni protonmotivni sily, ackoli je mozné, ze
se acetylderivaty v organismu metabolizuji na deacetylované. Zajimavosti je, Ze i kdyZ Y.
pseudotuberculosis obsahuje mnoZstvi TCS, nebylo zatim referovano o vzajemné vazbé
mezi TCS a T3S, zatimco toto spojeni bylo prokazano u Pseudomonas syringae a

Salmonella spp.*

4.2. Inhibice EGFR tyrosin kinazy

Tyrosin kinazy jsou bilkovinami nezbytnymi K pienosu signalt dovnité bunky.
Jejich vystupniovand aktivita byla pozorovana u nékterych zdvaznych patologickych stavi
(napf. maligni bujeni, psoriaza, restenéza). Mnoho druhti nadort ma dysfunkéni
(deregulované) protein kindzy spjaté sreceptory pro ristové faktory, coz mize
zapric¢inovat nekontrolovatelnou bunéénou proliferaci. Proto jsou tyrosin kindzy
atraktivnimi molekulami pro zasah potenciélnich 1é¢iv pusobicich proti zhoubnému bujeni,
nebot jejich blokada miize zastavit riist nadoru.”

Receptor pro epidermalni rastovy faktor (EGFR) patii do rozsahlé rodiny
transmembranovych receptor pro rustové faktory. Je exprimovan v fad¢é raznych nadort
epitelidlniho pivodu (karcinom prsu, ovarii, nemalobunécny karcinom plic a dalsi).
Inhibitory s EGFR spjatych protein kindz kompetuji o vazbu s ATP na katalytickou
doménu enzymu. Piikladem mohou byt 4-fenylaminochinazoliny, na zaklad¢ jejichz
struktury bylo modelovano misto, kde se vaZi na receptor.*

Prokazalo se, Ze pseudo-sesticlenny kruh salicylanilid tvofeny intramolekularnim

vodikovym miistkem hydroxyskupiny salicylu s karboxamidovym kyslikem mize imitovat
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pyrimidinovy kruh chinazolinu. Proto se mohou vézat na stejné vazebné misto EGFR jako
chinazoliny. Konformace svodikovym mustkem na amidickém dusiku se stava

vyznamnou pii 3 a/nebo 2°/6” substituci.*

2 i: ~H /@\
M Cl
N c H

H,CO HyCO
OCH,4 OCH,
Obr. 4.4. Srovnani podobnosti 4-fenylaminochinazolinu a ,,closed —ring* konformace

(vysvétleni viz nize) salicylanilidu®

Salicylanilidy mohou existovat ve dvou konformacich. Prvni a dominantni je tzv.
»closed —ring* (uzaviena) s intramolekularnim vodikovym mustkem z fenolického
hydroxylu na karbonylovy kyslik, druhd, tzv. ,,open — ring* (oteviena), je charakterizovana
vodikovym mustkem fenolického hydroxylu na amidicky dusik.* V ptitomnosti anionu,
napf. dihydrogenfosfatu, dochazi u vétSiny salicylanilidi ke zméné konformace
na otevienou, nebot’ ta diky ,,pfeskupené* hydroxylové skupiné 1épe vaze aniont, a to pres
amidicky a hydroxylovy vodik a vodik na 2° uhliku. Naopak u salicylanilidu
substituovaného v 4" poloze vysoce elektronakceptorovou (napf. kyanidovou) skupinou
byla i v pritomnosti dihydrogenfosfatu prokazana ptevaha konformace typu ,,closed —
ring“, nebot’ diky snizeni elektronové hustoty v anilinovém kruhu nedochazi v interakci
s aniontem K pfeskupeni intramolekularniho vodikového mustku na intermolekularni,
aniont je vazan pouze pies dva vodiky (hydroxylovy a na 2" uhliku anilinu). Proto je vazba
pres tii vodiky ,.closed —ring™ konformace stabilnéjsi. Tato zjiSténi ilustruji, proc¢ je
vyhodnd elektronakceptorova substituce v anilinové ¢asti molekuly, nebot’ usnadiuje a
stabilizuje ,,closed — ring* konformaci nezbytnou pro aktivitu diky imitaci pyrimidinoveho

cyklu chinazolinu.®

~H.,
M
H (@]

,»closed — ring* ,»open —ring*

Obr. 4.5. Porovnani dvou konformert salicylanilidu4
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Pro optimalni UCinek je tfeba v salicylové Casti nesubstituovana poloha 3 a
substituce elektrondonorovymi skupinami v polohach 4 a 5 (methoxyl, hydroxyl aj.).
V anilidové cCasti je optimalni substituce malym lipofilnim a elektronakceptorovym
substituentem v poloze 3" (napf. chlor) a nesubstituované polohy 2°, 4", 5" a 6 . Blokadou
(methylace, benzoylace) fenolického hydroxylu diky nemoznosti vytvofit pseudo-
Sesticlenny cykl aktivita mizi.*

Salicylanilidy se vsouladu suvedenymi piedpoklady ukazaly byt potentnimi
inhibitory EGFR. Nejaktivngjsi slou¢eniny mé&ly 1Csq v rozmezi 23 — 71 nmol/l.”

Inhibi¢ni uc¢inek na EGFR maji 1 4- nebo 5-akryloylaminosalicylanilidy.
Salicylanilidy s akrylamidovou skupina se krom¢ vySe uvedeného mechanismu ucinku
(isostericka imitace derivati chinazolinu) jejim prostiednictvim vazi mechanismem
Michaelovy adice na thiolovou skupinu cysteinu 773 EGFR. Neju¢inngj$im se jevil 5-
akrylolyamino-3"-bromsalicylanilid, kdy pti koncentraci Q401 mol/l vykazoval 76%
inhibici EGFR tyrosin kinazy. Opét se ukazalo, ze blokada salicyloveho hydroxylu
(etherifikace) vede ke sniZzeni aktivity. Obdobny efekt ma nahrada akrylamidu
propionamidem, jenz neposkytuje Michaelovu reakci. Naopak uc¢innou se ukézala

substituce v poloze 3 anilinu objemnymi substituenty (fenyl, fenoxyskupina).?

4.3. Anthelminticka a antiprotozoarni aktivita

Derivaty salicylanilidu naSly uplatnéni v humanni i veterinarni mediciné jako
anthelmintika, zejména jako anticestoda a antitrematoda. Sifeji pojato, patfi do skupiny
halogenovanych fenold, znichz maji vysokou ucinnost zejména latky se dvéma
benzenovymi jadry navzajem spojenymi jedno¢lennym az dvouclennym fetézcem (—S-,
u salicylanilidd —CONH-). U¢inek p¥iznivé ovliviiuje bohata substituce halogenovymi a
nitroskupinami (2',5-dichlor-4'-nitrosalicylanilid = niklosamid), dale pak ma pozitivni vliv
zavedeni fenoxyskupiny (rafoxanid). Za obecny mechanismus ucinku halogenovanych
fenolll jakozto anthelmintik se uvaZuje interakce kyselé fenolické skupiny s bazickymi
skupinami proteini helmintd a rozpojeni oxidativni fosforylace v mitochondriich
parazita.12 Ptednosti salicylanilidovych anthelmintik je jejich nizka toxicita.?

Z prakticky uzivanych salicylanilidi se jedna zejména o latky niklosamid a

rafoxanid.
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Niklosamid je ve vodé nerozpustna latka, obtizné se proto absorbuje z GIT a piisobi
prakticky vyhradné intralumindlné. Kromé uvedeného obecného ucinku navic blokuje
citratovy cyklus, inhibuje pfijem glukézy parazitem a tlumi inkorporaci anorganického
fosfatu do ATP.*' Diky tomuto u&inku dojde k depleci energetickych zasob a scolex
(hlavicka tasemnice) se odpoji od stény stfeva a parazit je vypuzen peristaltikou
z organismu ven, nékdy dojde k jeho natraveni. V humanni medicing€ se pouziva k 1é¢bé
infekci tasemnicemi Taenia solium, Taenia saginata, Hymenolepis nana, Diphyllobotrium
latum, Dipylidium caninum, Heterophyes heterophyes, Mesocestoides variabilis, G¢inny je
v8ak i proti motolicim, zejména Fasciola hepatica, a mirné pfi nakaze Enterobius
vermicularis.®® Neptisobi viak proti vajickiim. Podavé se jednorazové na laéno nebo rano
po snidani v jedné davce, tablety se rozkouSou. MoZna jsou i jina schémata podavani. UZiti
laxativa neni nutné, doporucuje se vSak jako prevence vzniku cysticerkdzy pii infekci
Taenia solium.™ Nezadouci G&inky nejsou vyznamné, objevuji se zejména travici potize.
Béhem lécby se nedoporucuje konzumovat alkoholické napoje. Diive se uzival piipravek
Yomesan thl.** v soucasné dob& neni v CR 4dny huménni pripravek registrovan,
niklosamid je tak vyuZivan pouze v kompozitnich pripraveich® ve veterinarni medicing
k 1écbeé dipylididzy a tenidoz u kocek, psi a dalSich masozravet, ktefi nejsou urceni
pro lidsky konzum.*

Rafoxanid je uzivan pouze ve veterinarnim Iékafstvi jako antitrematodum a
anticestodum. Pusobi na larvy i dospélce, oproti niklosamidu dochazi k jeho Uplnému
vstiebani. Neni metabolizovan, nezadouci téinky jsou velmi malé. V CR se podavéa pouze
sparkaté zvéfi, v zahrani¢i také hospodarskym zvifatiim. Indikovan je k p.o. 1é¢bé fascioldz

a cephenemyiazy, pusobi vSak 1 insekticidné¢ proti nékterym ektoparazitim, napf.

stieckim. >0
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Obr. 4.6. Niclosamid Rafoxanid

Déle lze jako antiparazitika vyuzit oxyklozanid, salantel, closantel ¢i derivaty

salicylanilidu s piipojenou 5-chlorchinolin-8-oxyskupinou v anilidové ¢asti.?
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Obr. 4.7. Oxyklozanid Salantel

U closantelu, ktery ma v organismu diky vysoké vazbé na plazmatické bilkoviny
velmi dlouhy biologicky polocas, se u mySich zarodeénych a somatickych bun¢k in vivo
prokézal davkové zavisly klastogenni efekt, tj. schopnost zplisobovat poskozeni (zlomy)
chromozémii bungk.*

S cilem zvysit antiparazitarni aktivitu analogicky jako u salantelu byly pfipraveny
latky s obménami v salicylové ¢asti molekuly, napt. zavedenim substituovaného benzoylu
do polohy meta.? Na zaklade zjisténi, 7e pritomnosti elektronakceptorové nitroskupiny
ve struktufe se zvySuje anthelmintickd aktivita (niclosamid a jeho isomer cestodicid, 2,5-
dichlor-4-nitrosalicylanilid), byla pfipravena a studovana série derivata 5-
chlorsalicylanilidu s nitroskupinou v poloze 3" a elektrondonorovou skupinou v poloze 4".
Zjistilo se, Ze anticestodni aktivita proti Hymenolepis nana roste u derivati, které maji
vétsi elektronovou hustotu v poloze 4” diky zavedeni cyklické amino- nebo iminoskupiny,
nejcastéji ve forme piperidinu.2'35

Prakticky vyuzivana je téZ sodna sul niklosamidu bayluscid. Je registrovana jako
herbicid a je také pouZzivana ke kontrole rybiho parazita mihule moiské (Petromyzon
marinus), ktera pusobi thyn sladkovodnich ryb, zejména v severoamerickych Velkych
jezerech.?3® Jako pesticidy se uZivaji i piperazinova a 2-aminoethanolové (olaminova) siil
niklosamidu. Kromé& uvedené aktivity proti mihulim pisobi jako moluskocidni latky,
zejména vici vodnim Sneklim. Ve vodnich ekosystémech se nekumuluji, jen mirné

ovlivituji vodni rostliny, fyto- a zooplankton.*’

4.4. Herbicidni aktivita

5-Nitrosalicylanilidy s etherifikovanou nebo neutralizovanou (stl) fenolickou

skupinou a s delsim substituovanym uhlovodikovym fetézcem Vv anilidové casti vykazuji
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vysokou uCinnost jako agrochemické mikrobicidy vuci celedim Pythiaceae a
Peronosporaceae.”*®

V Japonsku se jako herbicid p#i péstovani ryze (Oryza sativa) pouziva
2" 5-dichlor-4”-nitrosalicylanilid®*°, jehoz u&innost je vy3$i neZ u b&né pouZivanych
herbicidl ze skupin sulfonamidii, oxyacetamidu a tetrazolint.

Salicylanilidy substituované vyhradné v anilidové ¢asti (4'-CHs, -OCHgs, -Br, -Cl,
-NOy, -N(CHz3),; 3°-Cl, -NO3; 37,4°-Cl) vykazuji inhibi¢ni ucinek na chloroplasty Spenatu

setého (Spinacia oleracea)®*

, pticemz hodnoty ICsy Se pohybuji v rozmezi 4 pmol/l
(R =3"-Cl) az 339,8 umol/l pro R = 4’-N(CHy3),. Inhibi¢ni aktivita na fotosyntézu koreluje
s Hamettovymi konstantami & a hydrofobnim parametrem  danych substituentt.

U dal8i série téchto salicylanilidi substituovanych v poloze 5 fluorem, bromem
nebo nitroskupinou byla sledovéna antialgalni aktivita proti Chlorella vulgaris.® **
Nejaktivnéjsi slouceniny vykazovaly ICsy v koncentracich mezi 2,4 — 5,0 umol/l, pticemz

jejich aktivita opét zalezi na hydrofobicité a elektronovych parametrech substituentt.

4.5. DalSi ucinky

1-(2-Hydroxybenzoyl)benzotriazoly  vzniklé cyklizaci 2 -aminosalicylanilida
s kyselinou dusitou jsou studovany jako aktivatory sodikovych kanalii. Tuto aktivitu
vykazuji i jejich prekursory 2 -nitrosalicylanilidy.?*?

Salicylanilidy substituované alkyly a halogeny v salicylové ¢asti molekuly,
hydroxyly, alkyly a halogeny v anilidové ¢asti a event. alkylované na amidickém dusiku se
uplatnuji 1 v primyslové fotochemii, kde bylo patentovano jejich pouziti do vyvojek barev
v textilnim pramyslu.®*

Derivaty odvozené od 2,5-dichlorsalicylanilidu tvofi sionty pfechodnych prvki
(Cu*, Co*, Ni**, Zn®* a Fe*") barevné komplexy. Zajimavé viak je, Ze maji schopnost

inhibovat korozi zeleza zplisobenou pfitomnosti kyselych roztoki.**
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Obecné charakteristiky prace

VétSina pouzitych chemikalii byla zakoupena od firmy Sigma-Aldrich, Fluka,
Merck a Lachema, nebo pfipravena piimo v nasi laboratofi (napt. Z-glycin). Bezvoda
rozpoustédla byla vysusena pomoci molekulovych sit 4A, ptip. bezvodého siranu sodného,
a predestilovana v suché destila¢ni aparatuic pod CaCl, nebo Na.

Prabéh chemickych reakci a cistota vyslednych produktd byly kontrolovany
za pouziti tenkovrstvé chromatografie (TLC) pomoci komer¢nich desek Silufol UV 254
(firma Kavalier nebo Merck). Jako mobilni faze byly pouzivany soustavy o sloZeni toluen-
ethylacetat v poméru 9:1 a toluen-ethylacetat v poméru 4:1; u 5-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-
hydroxybenzamidu (5,3 -dichlorsalicylanilidu) byla pouzita také soustava petrolether-
ethylacetat (9:1). Latky byly detekovany pod UV lampou pfi vinovych délkach 254 a 366
nm, volna aminoskupina ninhydrinovou reakci.

Produkty odbouravéni hydrobromidovych soli byly cistény chromatograficky
na sloupci silikagelu (Kieselgel 60, Merck). Nékteré produkty byly ptecistény jednou nebo
dvémi rekrystalizacemi z adekvatniho vrouciho rozpoustédla.

Teploty tani krystalickych latek byly stanoveny na Koflerové bloku (firma
Nagema) nebo kapildrni metodou v pfistroji Melting Point B-450 (Bichi) a nejsou
korigovany.

Infradervena (IC) spektra ziskanych krystalickych latek byla métena laskavosti pani
Ivy Vencovské na Katedie anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty UK
v infraderveném spektrofotometru Nicolet Impact 670 vrozsahu 400-4000 cm™
v tabletach ziskanych vysokotlakym slisovanim s bromidem draselnym (KBr). V piehledu
piipravenych latek jsou uvedeny pouze nékteré charakteristické vibrace.

NMR spektra byla meéfena na Katedfe anorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty UK v CDCl; nebo DMSO-d6 pfi laboratorni teploté na pfistroji
Varian Mercury Vx BB 300 pracujicim s frekvenci 300 MHz pro *H NMR a p#i 75 MHz
pro 3C NMR spektra. Chemické posuny jako udany jako hodnoty & v ppm a jsou nepiimo
vztazeny k tetramethylsilanu jako standardu.

Hmotnostni spektra byla stanovena na Katedie analytické chemie Farmaceutické
fakulty UK na hmotnostnim spektrometru Micromass Quattro Micro API (triple

quadrupole, ESCI lon Source, MassLynx 4.1 software Waters, Ceska republika).
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Pii syntézdch bylo postupovdno podle obecné metodiky piipravy estert
salicylanilidd s Z-AMK, odbouravéni chranici skupiny a uvoliiovani a-aminoskupiny
publikované nejprve v ¢lanku ,,Salicylanilide esterification: unexpected formation of novel
seven-membered rings“**

Ph.D.P®

, pozdéji shrnuté v disertaéni praci Ing. AleSe Imramovského,

Nazvoslovi pfipravenych sloucenin bylo vytvofeno podle pravidel TUPAC

programem ChemBioOffice 2008 a ptevedeno do ¢eského jazyka.
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5.3. Jednotlivé syntézy

5-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-hydroxybenzamid

Sumarni vzorec: C13H9CI,NO,
Molekulova hmotnost: 282,12

Reak¢ni schéma:

oH Ha M ey il /@I\
| oo
H
oH l JH

Pracovni postup:

Ve 400 ml chlorbenzenu bylo za laboratorni teploty rozpusténo 12,2 g (0,096 mol)
5-chlorsalicylové kyseliny a 16,6 g (0,096 mol) 3-chloranilinu. Pak bylo ptidano 8,3g (5,3
ml; 0,048 mol) PCl;. Reakéni smés byla umisténa do mikrovinného reaktoru
MicroSYNTH MLS ETHOS 1600 URM, kde se ponechala pii vykonu 530 W reagovat 21
minut. Po mirném zchladnuti se reakéni smés pielila do Erlenmayerovy baiiky a ponechala
vykrystalizovat. Reakéni smés byla ochlazena a krystaly odfiltrovany na Biichnerové
nalevce. Filtrat zahustén na rotacni vakuové odparce (RVO) a opét ponechan krystalizovat.

Oba ziskané podily byly spojeny a piekrystalizovany z vrouciho 96 % ethanolu.

Vytézek: 21,2 g (78,2 % teorie)
Teplota tani: 223 — 225 °C (EtOH; lit.* 222 — 223 °C)

TLC:
toluen-EtOAC 9:1 Rf=0,49
petrolether-EtOAc 9:1 Rf=0,25

1C spektrum (KBr) em'™:
3432, 3092, 1633 (amid 1), 1431, 820.*°
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(S)-4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenyl-2-
(benzyloxykarbonylamino)-3-methylbutanoat

Sumarni vzorec: CysH24CIl>N,O5
Molekulova hmotnost: 515,39

Reak¢ni schéma:

VoS ¢ ORI Yol
DMF
cl
CI\@f‘\NH c1+  Hooc NHJ]\O/\© DCC @NH cl
: o L0
NH _O
0
Y
Pracovni postup:

503 g Z-L-val (0,02 mol) bylo rozpusttno v90 ml suchého N,N-
dimethylformamidu (DMF), ptidano 5,64 g (0,02 mol) 5-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-
hydroxybenzamidu a smés pod chlorkalciovym uzavérem byla za stalého michani
ochlazena na - 10 °C. Zaudrzovani této teploty byl béhem jedné hodiny do roztoku
ve tiech Castech pridan N,N"-dicyklohexylkarbodiimid (DCC) v mirném nadbytku (4,52 g,
tj. 0,022 mol). Po ptidani posledniho podilu se chlazend reakéni smés nechala michat jeste
1 hodinu. Poté byla nechana 48 hod pii teplot¢ 4 °C. Vyloucena N,N’-
dicyklohexylmocovina (DCU; M. hm. = 224,35) byla odfiltrovdna a zvéazena. Ziskano
celkem 3,77 g, tj. 84,0 % teorie. Filtrat byl na RVO zahus$tén do vytvoieni medové zluté
tekutiny vazké konzistence. Ke smési pfidano 30 ml ethylacetatu, opét se vyloucila DCU,
odfiltrovana na frité. Do filtratu pfidano 35 ml hexanu, coz vedlo k vylouceni krystalu.

Ponechano stat 24 hod pii 4 °C, bezbarvé krystaly zfiltrovany a vysuSeny.

Vytézek: 6,01 g, tj. 58,3 % teoretického vytézku

Teplota tani: 140 — 141 °C

TLC:

toluen-EtOACc 9:1 Rf=0,58

IC (KBr) cm™:

3330, 2965, 1764 (C=0 ester), 1712, 1667, 1592, 1532, 1481, 1424, 1310, 1199, 1104,
896, 781, 752, 700, 530."
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'H NMR (DMSO) &:

8,21 (1H, bs, NH), 7,82-7,72 (2H, m, H3, H2"), 7,53-7,40 (2H, m, H5, H6"), 7,36-7,28
(4H, m, H5", H3"", H4"", H5""), 7,28-7,20 (2H, m, H2"", H6™"), 7,16-7,09 (2H, m, H4",
H6), 5,28 (1H, d, J=8,0 Hz, NH), 5,11 (1H, d, J=12,1 Hz, OCH,), 5,02 (1H, d, J=12,1 Hz,
OCH,), 4,39 (1H, dd, J=8,0 Hz, J=5,2 Hz, CH), 2,37-2,17 (1H, m, CH), 1,03 (3H, d, J=6,9
Hz, CHs), 0,93 (3H, d, J=6,9 Hz, CH3)."

3C NMR (CDCls) &:

170,6, 162,8, 156,4, 145,6, 138,6, 135,8, 134,6, 132,2, 132,0, 130,0, 129,9, 129,8, 128,6,
128,3, 128,2, 124,9, 124,3, 120,7, 118,5, 67,4, 59,7, 30,4, 19,2, 17,6.7

Reakce opakovana ve stejnych navazkach za vytézku 5,79 g, tj. 56,2 %.
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(S)-1-[4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenoxy]-3-methyl-1-oxobutan-2-

amonium bromid

Sumarni vzorec: Ci1gH19BrCIoN,O3
Molekulova hmotnost: 461,39

Reak¢ni schéma:

0
cl cl
Cl HBr/ AcOH NH Cl

—_—

0
NH
o 0
OyiiNHTI/OVQ O/ NH, [ HBr
0o

Pracovni postup:

5,46 g (S)-4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)-3-
methylbutanoatu (0,0106 mol) bylo vsypano do banky a za michani bylo najednou
odmérnym valcem piidano 32 ml 33 % roztoku bromovodiku v kyseliné octové. Reakéni
smés michana 30 minut do vycefeni Zzlutohnédého roztoku. Pozorovan unik CO,
z odbouravané chranici skupiny, bylo proto nutno obcas nadzdvihnout uzavér barky.
Po vyceteni a ukonceni michani bylo pfiddno 5 ml diethyletheru (DEE), po 5 minutach
dalsi 3 ml DEE. Kdyz se zacaly vyluCovat bezbarvé krystaly, piidano jest¢ 10 ml DEE.
Krystaly zfiltrovany na frit¢, 2 X promyty 15 ml DEE, 2 x 7 ml suSeného CHCI; a opét
2x 15 ml DEE. Ziskand bezbarva krystalickd latka vysuSena ve vakuu za laboratorni

teploty.

Vytézek: 4,29 g (87,7 % teorie)

Teplota tani: 200 — 202 °C

TLC:

toluen-EtOAC 9:1 Rf=0,00 (sul)

IC (KBr) cm™:

3420, 2969, 1765 (CO ester), 1668, 1593, 1515, 1483, 1422, 1298, 1199, 1107, 777, 677,
539,
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'H NMR (DMSO) &:

10,77 (1H, bs, NH), 8,54 (3H, bs, NH,.HBr), 7,90 (1H, t, J=1,8 Hz, H2"), 7,85 (1H, d,
J=2,7 Hz, H3), 7,73 (1H, dd, J=8,7 Hz, J=2,5 Hz, H5), 7,57 (1H, d, J=8,7 Hz, H6), 7,42-
7,35 (2H, m, H6", H4"), 7,17 (1H, dd, J=8,0 Hz, J=0,9 Hz, H5"), 4,21 (1H, m, CH), 2,35-
2,24 (1H, m, CH), 0,99 (3H, d, J=6,5 Hz, CHs), 0,97 (3H, d, J=6,5 Hz, CH3)."®

3C NMR (DMSO) §:

167,7, 162,9, 155,3, 145,8, 140,4, 133,2, 131,8, 131,0, 130,7, 129,0, 125,3, 124,0, 119,4,
118,4, 57,6, 29,3, 18,0, 17,9.

Reakce provedena dvakrat za stejnych podminek. Odbourani Z-skupiny realizovano
stejné, k vycefenému roztoku pfidano 5 ml DEE, po 10 min 3 ml DEE. KdyZ po chvili
zacaly vypadavat bezbarvé krystaly, pfidano 5 ml DEE. Tyto krystaly odfiltrovany na frit&,
promyty 3 x 15 DEE a zvazeny. Ziskano 4,15 g, tj. 84,9 % vytézek.
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(S)-5-chlor-N-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-2-

hydroxybenzamid

Sumarni vzorec: C1gH15CI,N,03
Molekulova hmotnost: 381,25

Reak¢ni schéma:

i QL
cl
Cl o

H EtzN o
o) — =
NH, /HBr O

Iz
ZT

Cl

Pracovni postup:

1,00 g (S)-1-[4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenoxy]-3-methyl-1-oxobutan-2-
amonium hydrobromidu (0,00217 mol) byl rozpustén v 18 ml suchého chloroformu.
Mikropipetou bylo ptidano 0,2781 ml triethylaminu (0,00206 mol, 95 % ekvimolarniho
mnoZstvi hydrobromidu; p = 0,7225 g cm™) a reakéni smés byla michana za laboratorni
teploty po dobu 30 minut, poté byl odfiltrovan nerozpustny podil. Do filtratu pridany 4,0 g
silikagelu a smés byla na RVO zahus$téna do sucha. Takto pfipraveny vzorek byl délen
na sloupci silikagelu (kolona o priméru 40 mm, napln 50,0 g silikagelu), a to nejprve eluci
75 ml smési toluen-ethylacetat (9:1) a nasledné 365 ml smési toluen-ethylacetat (4:1).
Pribézné byly jimany do zkumavek frakce, ve kterych byl pomoci UV detekce
identifikovan produkt. Podily obsahujici produkt byly spojeny, na RVO zahustény a

vysuseny za vzniku bezbarvych krystald.

Vytézek: 0,474 g, tj. 60,4 % teorie
Teplota tani: 214 — 216 °C

TLC:
toluen-EtOAC 9:1 Rf=0,34
toluen-EtOACc 4:1 Rf =0,45

IC (KBr) cm™:
3282, 2969, 1660, 1632, 1595, 1535, 1481, 1418, 1375, 1355, 1279, 1251, 1200, 1170,

867, 822, 790, 771, 721, 649.%°
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'H NMR (DMSO) &:

12,01 (1H, s, NH), 10,44 (1H, bs, OH), 8,94 (1H, d, J=8,1 Hz, NH), 8,00 (1H, d, J=2,4 Hz,
H6), 7,83 (1H, t, J=2,0 Hz, H2"), 7,48-7,41 (2H, m, H6", H4"), 7,33 (1H, t, J=8,1 Hz, H5"),
7,11 (1H, ddd, J=8,7 Hz, J=2,2 Hz, J=1,0 Hz, H4 ), 6,97 (1H, d, J=8,7 Hz, H3), 4,53 (1H,
t, J=7,5 Hz, CH), 2,23-2,12 (1H, m, CH), 0,96 (6H, d, J=6,6 Hz, CH3).*®

3C NMR (CDCls) &:

170,4, 165,7, 156,9, 140,2, 133,3, 133,2, 130,7, 129,2, 123,5, 123,1, 119,2, 119,0, 118,6,
117,9, 59,3, 30,9, 19,4, 18,6."

Reakce opakovéna ttikrat. Pfi druhém odbourani bylo pouzito 5,4 g vychozi
hydrobromidové soli (0,0117 mol), ktera se suspendovala v 50 ml suseného chloroformu, a
mikropipetovano bylo 1,558 ml Et3N (0,0111 mol). Déleni na kolon¢ vedlo k ziskani 2,34
g, tj. 55,3 % teorie.

Pfi tfetim uspotfadani byla vychozi hydrobromidova sil (0,5 g = 0,0011 mol)
do reakce vnesena uZ v chloroformovém roztoku po jejim ¢isténi. Opét pridano 95 %
ekvimolarniho mnozstvi EtsN (0,001 mol) a postupovano analogicky. Pfi zahus$tovani
filtratu na RVO vsak vznikla viskozni olejovita kapalina, ktera byla rozpusténa v 5 ml
suseného chloroformu. Tento roztok byl kvantitativné nanesen pfimo na piipravenou

kolonu a eluovan vyse popsanym zptisobem za ziskani 0,244 g produktu (62,1 %).
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(S)-4-chlor-2-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methylbutan-1-oxobutan-2-

vlkarbamoyl]fenylacetat

Sumarni vzorec: CyoH20CIl>N,04
Molekulova hmotnost: 423,29

Reak¢ni schéma:

0 0 H
cl N NaOH/(CH,CO,),  ° N N
OH Q

ZT

Pracovni postup:

1 g NaOH (0,025 mol) rozpustén v 40 destilované vody. K tomuto roztoku bylo
pridano 0,95 g (0,0025 mol) (S)-5-chlor-N-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
yl]-2-hydroxybenzamidu a smés byla za stalého michani ochlazena na 0 °C. K roztoku
bylo najednou pfidano pipetou 2,6 ml acetanhydridu (mirny nadbytek 0,0275 mol, p = 1,08
gcm™®) a smés byla za stalého chlazeni michana 30 minut. Bezbarva sraZenina odséta
na Biichnerové nalevce, promyta mens$im mnozstvim studené destilované vody a ve vakuu
pii laboratorni teploté vysusena do sucha. Produkt byl rekrystalizovan ze soustavy ethanol-

hexan.

Vytézek: 0,650 g (61,4 % teorie)
Teplota tani: 211 — 214 °C (EtOH-hexan)

TLC:
toluen-EtOAC 9:1 Rf=0,15
toluen-EtOAC 4:1 Rf=0,29

IC (KBr) cm™:

3412, 3277, 2965, 1769 (C=0 ester), 1643, 1596, 1534, 1481, 1426, 1371, 1302, 1198,
1110, 894, 778, 682.

'H NMR (DMSO) &:

10,36 (1H, s, NH), 8,60 (1H, d, J=8,1 Hz, NH), 7,84 (1H, t, J=2,1 Hz, H2"), 7,60 (2H, m,
H3, H6"), 7,47 (1H, dd, J=8,4 Hz, J=0,9 Hz, H5), 7,34 (1H, t, J=8,1 Hz, H5"), 7,25 (1H, d,
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J=8,5 Hz, H6), 7,12 (1H, dd, J=9,0 Hz, J=0,9 Hz, H4"), 4,38 (1H, t, J=8,1 Hz, CH), 4,23
(1H, m, CH), 2,18 (3H, s, CHs), 0,95 (3H, d, J=3,6 Hz, CH3), 0,93 (3H, d, J=3,6 Hz, CHs).
3C NMR (CDCls) &:

170,4, 168,8, 164,3, 146,9, 140,3, 133,3, 131,2, 130,7, 130,0, 129,1, 125,5, 123,4, 118,9,
118,8, 117,9, 59,8, 30,5, 20,8, 19,3, 18,8.
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(S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
yvlkarbamoyllfenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)-3-fenylpropanoat

Sumarni vzorec: CzsH33Cl,N3Og
Molekulova hmotnost: 662,56

Reak¢ni schéma:

| 0 H cl 5 ©
- N " + z-Lphe D€
H oo —_— o
OH DMF
NH _O
Cl S} i

Pracovni postup:

0,299 g (0,001 mol) Z-L-fenylalaninu bylo rozpusténo ve 30 ml DMF, pfidano
0,381 g (0,001 mol) (S)-5-chlor-N-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-2-
hydroxybenzamidu a roztok (pod chlorkalciovym uzavérem) byl za stalého michani
ochlazen na - 10 °C. Pii této teploté byl béhem hodiny ve tfech podilech piidan DCC
celkové v mirném nadbytku 0,248 g (0,0012 mol), pficemZ po ptidani posledni casti stale
chlazend reakéni smés ponechdna michat jeste¢ 1,5 hodiny. Poté byla nechana stat 7 dni
pii teploté 4 °C. Krystaly DCU vypadéavaly velmi zvolna, zfiltrovany na Biichnerové
nalevce. Filtrat byl na RVO zahus$tén do vytvoreni vazké kapaliny medové Zluté barvy.
Ke smési ptidano 2 x 10 ml EtOAc, opét se vylouc¢ila DCU, ta odfiltrovana. Do filtratu
pfidavan postupné po n¢kolika ml hexan (celkem 20 ml), coz vedlo k vyluCovani krystali
produktu. Ponechano stat 24 hod pfti 4 °C, zfiltrovano a vysuSeno. Z filtratu ziskan dalsi

podil produktu. Spojené podily byly dvakrat piekrystalovany z EtOAC.

Vytézek: 0,417 g, tj. 62,9 % teorie
Teplota tani: 162 — 164 °C (EtOAC)

TLC:
toluen-EtOAC 9:1 Rf=0,16
toluen-EtOAC 4:1 Rf=0,43
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IC (KBr) cm™:

3410, 3285, 2963, 2934, 1767 (C=0 ester), 1696, 1643, 1596, 1526, 1481, 1349, 1261,
1204, 1145, 1109, 1080, 1056, 897, 779, 697.

'H NMR (DMSO) a *C NMR (DMSO):

viz pfiloha €. 1
Reakce provedena dvakrat za obdobnych podminek, druha reakce se pouze lisila

tim, ze reak¢ni smés ponechéana po pridani DCC stat pti 4 °C 48 hod. Vytézek €inil 0,402 g
(60,6 %).
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(S)-1-{4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
vlkarbamoyl]fenoxy}-3-fenyl-1-oxopropan-2-amonium bromid

Sumarni vzorec: C,7H,5BrCIloN3;O4
Molekulova hmotnost: 610,36

Reak¢ni schéma:

Cl (@] Cl O
O @]
HBr/AcOH
-
NH NH, /HB
o n/O o 2 / r

Pracovni postup:

K 0,300 g (0,443 mmol) (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-
oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)-3-fenylpropanoatu bylo
za michani najednou pfidano 1,33 ml 33 % roztoku HBr/AcOH. Reak¢ni smés ponechana
uzaviend michat 30 minut az do rozpusténi vSech krystalti. Rezultoval zlutohnédy roztok,
z n¢hoz unikal CO; (z chrénici skupiny), proto bylo nutno nékolikrat uvolnit uzavér banky.
Po vycefeni pfidano 3 ml diethyletheru, po 5 min opét 3 ml DEE, po 10 min 2 ml DEE —
zacaly vypadavat bezbarvé krystaly. Krystaly zfiltrovany na frit€, 2 x promyty 5 ml DEE,
2 x 2 ml suSeného CHCI3 a 2 x 5 ml DEE. Ziskana latka vysuSena ve vakuu za laboratorni

teploty.

Vytézek: 0,121 g, tj. 44,8 % teorie

Teplota tani: 190 — 194 °C

TLC:

toluen-EtOAc 9:1 Rf= 0,00 (stl)

IC (KBr) cm™:

3366, 2966, 1741 (C=0 ester), 1637, 1602, 1542, 1480, 1415, 1288, 1206, 1111, 824, 784,
701, 531.
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Reakce realizovana dvakrat ve stejném provedeni. Ponechano reagovat 0,040 g
(0,6 x 10° mol) (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
ylkarbamoyl]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)-3-fenylpropanoatu a 0,177 ml
HBr/AcOH. Ziskano 0,017 g hydrobromidu, tj. 46,2 % teoretického vytézku.
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5-chlor-N-{(S)-1-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
vlamino]-1-oxo-3-fenylpropan-2-ylt-2-hydroxybenzamid

Sumarni vzorec: C,7H,7CI,N304
Molekulova hmotnost: 528,43

Reak¢ni schéma:

H
N
HN
cl o)
NH,, /HBr O HN O
o
OH @\
cl

Pracovni postup:

0,120 g (0,196 mmol) (S)-1-{4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-
oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenoxy}-3-fenyl-1-oxopropan-2-amonium bromidu bylo
rozpu$téno v 5 ml suchého chloroformu. Mikropipetou bylo jednorazové ptidano 2642
triethylaminu (95 % ekvimolarniho mnoZstvi, 0,187 mmol, p = 0,7225 g cm™) a reakéni
smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 30 minut. Nerozpustny podil byl
odfiltrovan na frité. Mezitim se naplnila kolona o priméru 20 mm 4,0 g silikagelu. Filtrat
nanesen na kolonu a eluovan celkem 180 ml smési toluen-ethylacetat (9:1). Odtékajici
frakce byly kontinualn¢ jimany. Produkt v nich byl detekovan pomoci UV lampy. Obsahy
zkumavek s produktem byly spojeny, na rota¢ni vakuové odparce zahu$tény a vzniklé

bezbarve krystaly vysuseny.

Vytézek: 43,5 mg, tj. 44,1 % teorie
Teplota tani: 204 — 206,5 °C

TLC:
toluen-EtOAC 9:1 Rf=0,37
toluen-EtOAC 4:1 Rf=0,57
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IC (KBr) cm™:
3282, 2968, 2930, 1660, 1633, 1595, 1537, 1482, 1376, 1287, 1200, 1169, 1097, 867, 822,
790, 771, 681, 649, 534.
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(S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
ylkarbamoyll]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)acetat

Sumarni vzorec: CogH,7Cl,N3Og
Molekulova hmotnost: 572,44

Reak¢ni schéma:

N a
e ‘S ae
cl \ N . cl o ©
N v ZGly ———
oy © DMF o Q
| NH__O
C O)\/ Tr

O

Pracovni postup:

0,209 g Z-Gly (0,001 mol) bylo rozpusténo ve 30 ml suchého DMF, ptidano 0,381
g (0,001 mol) (S)-5-chlor-N-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-2-
hydroxybenzamidu a smés ponechana pod chlorkalciovym uzavérem za stalého michani
ochlazena na - 12 °C, tato teplota byla udrZzovéana po celou dobu reakce. Béhem hodiny
bylo ve tfech podilech ptidano 0,248 g DCC (mirny nadbytek, 0,0012 mol), piicemz
po ptfidani posledniho podilu se stale chlazend reak¢éni smés nechala michat jesté 1,5
hodiny. Poté byla reak¢ni smés ulozena na 40 hod do chladu (4 °C). Vylouc¢ena DCU
(krystaly vypadavaly pozvolna) zfiltrovdna na frit¢. Filtrat byl na RVO zahustén
do vytvofeni medové Zzluté tekutiny vazké konzistence. Ke smési piidavan postupné
EtOAc, vyloucila se dalsi DCU, ktera byla opét odfiltrovana. Do filtratu pfidavan postupné
po nékolika mililitrech hexan (celkové 25 ml), coz vedlo k vypadavani krystali produktu.
Ponechéno stat 24 hod pii 4 °C, zfiltrovano a vysuSeno. Tento filtrat pfiveden zahu$ténim a
naslednym ptidanim 15 ml hexanu k opétovné krystalizaci, ziskany produkt odfiltrovén.

Podily produktu byly spojeny, provedena dvakrat rekrystalizace z EtOAcC.

Vytézek: 0,329 g, tj. 57,5 % teorie

Teplota tani: 189 — 191,5 °C (EtOACc)

TLC:

toluen-EtOAc 9:1 Rf=0,08
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toluen-EtOAC 4:1 Rf=0,22

IC (KBr) cm™:

3319, 3064, 2931, 2856, 1778 (C=0 ester), 1709, 1693, 1658, 1596, 1529, 1481, 1453,
1412, 1340, 1260, 1227, 1163, 1061, 892, 779, 731, 696.

'H NMR (DMSO) a *C NMR (DMSO):

viz ptiloha €. 2

Reakce opakovana se stejnymi navaZzkami. Soustava ponechana stat pii 4 °C 48
hodin, k vysrazeni DCU piidano 6 ml EtOAc, po filtraci do filtratu pfidano 10 ml hexanu.
Ponechano stat 1,5 hod pii 4 °C, produkt odfiltrovan. Filtrat pfiveden ke krystalizaci,
spojené podily produktu jedenkrat ptekrystalizovany z EtOAc. Vytézek — 0,303 ¢
(52,9 %).
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(S)-2-{4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
yvlkarbamoyllfenoxy}-2-oxoethan-1-amonium bromid

Sumarni vzorec: CyoH2,BrCloN3;O4
Molekulova hmotnost: 519,22

Reak¢ni schéma:

H
N cl H
HN \©/ . N cl
cl o)

o S o
o)\/NH“/O O)\/NHZ/HBr

@)

Pracovni postup:

K0,200 g (0,35 mmol) (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-
oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)acetatu bylo najednou piidano
mikropipetou 1,05 ml 33 % HBr/EtOAc. Reakéni smés ponechana uzaviena michat 30
minut, dokud se vSechny krystaly nerozpustily a vznikly Zlutohnédy roztok nebyl Ciry.
Pozorovan unik CO, pochazejiciho z odbouravané chranici skupiny. Po 30 minutach
pfidano 3 ml diethyletheru, po 5 min opét 3 ml DEE, po 10 min 2 ml DEE. Zacaly
vypadavat nazloutlé krystaly. Krystaly zfiltrovany na frité, 2 X promyty 5 ml DEE, 2 x 2
ml suchého CHCI; a opét 2 x 5 ml DEE. Ziskana latka vysusena ve vakuu za laboratorni

teploty.

Vytézek: 0,0435 g, tj. 23,0 % teorie

Teplota tani: 182 — 186 °C

TLC:

toluen-EtOAc 9:1 Rf= 10,00 (stl)

IC (KBr) cm™:

2931, 2857, 1773 (C=0 ester), 1654, 1637, 1559, 1507, 1474, 1425, 1396, 1214, 1195,
1106, 570.
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Reakce provedena dvakrat, druhé provedeni se lisilo zavérem. Navazka (S)-4-chlor-
2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenyl-2-
(benzyloxykarbonylamino)acetatu — 0,330 g (0,576 mmol), piidano 1,73 ml HBr/AcOH.
Postup analogicky s uvedenym az do okamziku, kdy zacal byt piidavan ether. Po ptidani
celkem 35 ml (postupné 3, 2, 5, 5, 10, 5 ml) DEE vypadlo jen minimum soli, kterd byla
odfiltrovana a promyta 2 x 2 ml DEE a 2 ml suSeného CHCIs. Ziskéano 22,1 mg (7,4 %).
Ve filtratu v baiice u dna (pod vrstvou DEE) ziistalo velké mnozstvi olejovité viskdzni
zlutohnédé kapaliny. Ether odpaien na RVO, ke zbytku ptidano 5 ml DEE, ten odpafen,
pak 5 ml hexanu, taktéZ zahuSténo do sucha na RVO. Zbytek uplné rozpustén v 5 ml
suSeného CHCI;. Tento roztok podroben dalSimu kroku, reakci s triethylaminem. Celkove
mnozstvi vzniklého produktu tak nemohlo byt kvantifikovano vazenim, jeho mnoZzstvi
spocitano z teoretického vytézku 0,2993 g podle rovnice:
my (hydrobromidu v roztoku) = m¢ (teoret. vytézek hydrobromidu) — m, (isolovany
hydrobromid) = 0,2993 g - 0,0221 g = 0,2772 g.
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5-chlor-N-{2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-

ylaminol-2-oxoethyl}-2-hydroxybenzamid

Sumarni vzorec: CyoH»1CI,N304
Molekulova hmotnost: 438,30

Reak¢ni schéma:

H
HN
CI@ e ©/
O
(@]
O%\/NHleBr

Pracovni postup:

_— N
N N Cl
CLF T
OH

Prvni Gast produktu byla pfipravena vpravenim 0,045 g (8,67 x 10 mol)
hydrobromidové soli do 3,5 ml suSeného CHClI;. Mikropipetou jednorazové ptidano 11,5
ul EtsN (8,67 x 10™ mol, tj. 95 % ekvimolarniho mnoZstvi; p = 0,7225 g cm™) a reakéni
smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 30 minut. Nerozpustny podil odfiltrovan
na frité.

Druha ¢ast byla pripravena vpravenim 71,0 ul EtsN (0,507 mmol; 95 %
ptedpokladaného latkového mnozstvi druhého reaktantu) do chloroformového roztoku
hydrobromidové soli z druhého postupu piedchozi reakce. Roztok byl michan 30 minut
pii laboratorni teploté. U tohoto roztoku na TLC (UV detekce pii 254 nm; vyvijeci
soustava toluen-EtOAc 4:1) detekovany velké skvrny s Rf = 0,00. Tato latka (pfesmykem
vznikly 5-chlor-N-{2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylamino]-2-
oxoethyl}-2-hydroxybenzamid) byla z roztoku vysrazena postupnym piidavanim celkem
25 ml DEE. SraZenina odsata na frité, filtrat vakuové zahusStén a opét ptidano 25 ml DEE
za vylucovani krystalti produktu, jeZz byly odfiltrovany. Krystaly promyty 2 x 10 ml DEE.
Vznikly filtrat vysusen na RVO a nasledné rozpustén v 5 ml suSeného chloroformu.

Oba pripravené roztoky byly spojeny, na RVO caste¢né ponechdno odparit
rozpoustédlo. Do roztoku ptiddno 200 mg silikagelu, vakuové vysuseno. Mezitim byl 6,5 g
silikagelu naplnén sloupec o priméru 10 mm. Pfipravend suchd smés nanesena na kolonu a
eluovéana celkem 45 ml soustavy toluen-EtOAc 4:1. Odtékajici frakce byly kontinualné

jimény do zkumavek. Latky byly detekovany pomoci UV (254 nm).
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Jako vedlejsi produkty reakce byly rozdéleny a identifikovany meziprodukty
pfesmyku (mechanismus viz diskuse) — 2-[2-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-hydroxy-5-
oxoimidazolidin-1-yl]-N-(3-chlorfenyl)-3-methylbutanamid ~ (isomer  pfesmyknutého
triamidu) a 2-[2-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-5-oxo0-4,5-dihydro-1H-imidazol-1-yl]-N-(3-
chlorfenyl)-3-methylbutanamid, vznikly dehydrataci pfedchozi latky.

Vytézek: 0,1005 g (38,6 % teorie)
Teplota tani: pti 236 — 238 °C taje za rozkladu

TLC:
toluen-EtOACc 9:1 Rf=0,00
toluen-EtOAC 4:1 Rf=0,00

IC (KBr) cm™:
2975, 2938, 2738, 2677, 2491, 1732, 1685, 1654, 1647, 1636, 1595, 1577, 1559, 1541,
1475, 1434, 1398, 1384, 1171, 1036, 820.

Vedlejsi isolované latky

2-[2-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-hydroxy-5-oxoimidazolidin-1-yl]-N-(3-chlorfenyl)-3-

methylbutanamid

Sumarni vzorec: CyoH»1CI,N304
Molekulova hmotnost: 438,30

Strukturni vzorec:

cl
cl
HN
HO
N O
o'N o

Ziskané mnozstvi: 7,5 mg

Teplota tani: diky nizkému mnozstvi ziskané latky nestanovena

TLC:

toluen-EtOAc 4:1 Rf=0,70

IC (KBr) cm™:

2956, 2915, 2847, 1719 (cyklicky C=0), 1638, 1593, 1534, 1481, 1413, 1373, 1354, 1286,
1258, 1207, 1158, 1138, 1091, 1019, 868, 800, 718, 681.
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2-[2-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-5-ox0-4,5-dihydro-1H-imidazol-1-yI]-N-(3-chlorfenyl)-
3-methylbutanamid

Sumarni vzorec: CyoH19Cl,N303
Molekulova hmotnost: 420,29

cl Cl
ng_?\'\ﬁ@
N o)
HO /
N o
Ziskané mnoZzstvi: 10,5 mg

Teplota tani: 167,5-168,5 °C

Strukturni vzorec:

TLC:
toluen-EtOACc 9:1 Rf=10,16
toluen-EtOAcCc 4:1 Rf=0,34

IC (KBr) cm™:
1725 (cyklicky C=0), 1656, 1622, 1592, 1532, 1479, 1414, 1372, 1352, 1267, 1198, 1162,
1137, 1093, 1074, 1019, 991, 935, 884, 865, 821, 768, 720, 680.
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6. Biologické hodnoceni vybranych syntetizovanych derivati

salicylanilidu

Antimykobakterialni aktivita pfipravenych derivati salicylanilidu byla in vitro
testovana v Narodni referenéni laboratofi pro Mycobacterium kansasii Zdravotniho ustavu
se sidlem v Ostravé, vedouci MUDr. Jarmila Kaustova. VSechny kmeny, na kterych byly
provadeény testy citlivosti, byly ziskany z ceské Narodni sbirky typovych kultur (CNCTC),
pouze M. kansasii 6509/96 bylo klinicky isolovano od pacienta z okresu Karvina.
Stanoveni MIC bylo provadéno mikrometodou v Sulové piidé (firma Sevac) v plastikovych
P-destickach. Testované salicylanilidy byly do média piidavany jako roztok v DMSO
v koncentracich 250, 125, 62, 32, 16, 8, 8, 4, 2 a 1 umol/l. MIC byla ode¢tena po inkubaci
pii 37 °C po 7, 14 a 21 dnech.™

Testované kmeny mykobakterii byly Mycobacterium tuberculosis CNCTC My
331/88 (koncentrace kmene v médiu 10 umol/l), Mycobacterium kansasii CNCTC My
235/80 (koncentrace 10 umol/l), M. kansasii 6509/96 (10 umol/l) a Mycobacterium
avium CNCTC My 330/88 (10 umol/l).

Tabulka ¢. 6.1. MIC hodnocenych salicylanilidovych derivata (v umol/l)

M. tbc. M. avium M. kansasii M. kansasii
Latka 331/88 330/88 235/80 6509/96
14d|21d| 14d | 21d | 7d | 14d | 21d | 7d | 14d | 21d
5,3"-diClSal™ 4| 8 8 16 | - 4 8 - - -
Acetyl-5,3"-diCISal™® | 8 | 8 16 | 16 - 8 8 - 8 16

Z-L-Val-diClsal® 4 4 16 16 8 16 16 8 16 | 16

L-Val-diamid® 32 1625 125 | 125 | 625 625 | 125 | 32 | 625 62,5

Acetyl-L-Val-diamid | 16 | 32 |62,5n(62,5n| 32 | 62,5 [62,5n| 32 | 62,5 |62,5n

Z-Gly-L-Val-diamid | 125{125n{250n|250n | 125 | 125 |125n| 62,5 | 125 | 125

Z-L-Phe-L-Val-diamid |62,5| 125 |62,5n|125n| 62,5 [625n(62,5n| 625 | 62,5 | 125

INH 05| 0,5 | >250 | >250 [>250| >250 | >250 | 2 4 4

Vysvétleni zkratek v tabulce a v nasledujicim komentafi:
- nehodnoceno
5,3 -diClSal 5-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-hydroxybenzamid
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acetyl-5,3"-diClSal 4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenylacetat

Z-L-Val-diClSal (S)-4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenyl-2-
(benzyloxykarbonylamino)-3-methylbutanoat
L-Val-diamid (S)-5-chlor-N-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-

2-hydroxybenzamid

acetyl-L-Val-diamid (S)-4-chlor-2-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methylbutan-1-oxobutan-
2-ylkarbamoyl]fenylacetat

Z-Gly-L-Val-diamid  (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
ylkarbamoyl]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)acetat

Z-L-Phe-L-Val-diamid (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
ylkarbamoyl]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)-3-
fenylpropanoat

pismeno n u MIC pii dané koncentraci pozorovan naruast

Piislusné hydrobromidové soli vznikl¢ deprotekci N-chranéné AMK nebyly
testovany, nebot’ pii styku svodou dochazi K jejich hydrolyze za vzniku piislusného
diamidu, resp. triamidu. Triamidy a meziprodukty jejich pfesmyku nebyly testovany
zdbvodu ziskdni malého mnozstvi. Pro porovnani MIC byly zvoleny vychozi
salicylanilidy 5-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-hydroxybenzamid a jeho O-acetylester, 4-chlor-
2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenylacetat.

Zjisténa antimykobakterialni aktivita in vitro vSeobecné klesa v fadé hodnocenych
sloucenin v poradi: 5,3 -diClISal > acetyl-5,3"-diClISal > Z-L-Val-diClSal > acetyl-L-Val-
diamid > L-Val-diamid > Z-L-Phe-L-Val-diamid > Z-Gly-L-Val-diamid.

Zajimavé je srovnani acetylovanych a neacetylovanych derivatt — u dvojice L-Val-
diamid a acetyl-L-Val-diamid je u¢inngjsi acetylovany derivat, zatimco u dvojice 5,3 -
diClSal a jeho O-acetylesteru je uc¢innost acetylované latky nizsi. Z-L-Val-diClSal je
nejaktivnéjsi latkou celé série vaci Mycobacterium tuberculosis 331/88, zatimco
u atypickych mykobakterii je mén¢ ucinny nez 5,3"-diClISal a jeho O-acetylester.

Pfi srovnani aktivit Z-L-Phe-L-Val-diamidu a Z-Gly-L-Val-diamidu se ukazuje, Ze
lipofilngj$i molekula obsahujici Z-L-fenylalanin je aktivnéjsi nez sloucenina esterifikovana
Z-glycinem, chudsi o benzylovy fragment. Obecné se vSak ukazuje, ze substituované
salicylanilidy s vy38i molekulovou relativni hmotnosti jsou sice antimykobakterialné stale
aktivni, ovSem jejich uc¢innost klesa srostouci velikosti molekuly, tedy s kaZzdou
do molekuly vnesenou (Z)-aminokyselinou. Antimykobakterialni aktivita tak v souladu

s obecnymi zjisténimi® zavisi na lipofilitd, jejiz optimalni hodnota usnadiiuje pranik vysoce
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hydrofobni bun&énou sténou mykobakterii'®, elektronovych parametrech a také

na strukturalnich parametrech. Pravé komplikovanéj$i prostorové uspofadani molekul
s vice aminokyselinami v molekule (a vys$i molekulovou hmotnosti) by mohlo byt jednou
Z pricin jejich nizsi aktivity. Jako ptiklad 1ze uvést dvojici L-Val-diamid a Z-L-Phe-L-Val-
diamid, kde celkové vzato jen mirn€ nizsi ucinnost druhé latky vaci prvni (u nékterych
kmenii atypickych mykobakterii a nckterych dobach inkubace je MIC stejna, nckdy
dokonce nizsi) mize byt vysvétlena vyssi lipofilitou a zaroven protichtidné plisobicim

Zajimavé je porovnani MIC testovanych sloucenin s MIC zéakladniho a Siroce
uzivaného antituberkulotika isoniazidu. Zadné z hodnocenych latek neni tuberkulostaticky
ucinnéjsi nez INH vici kmenu M. tuberculosis 331/88 (INH vyrazné G¢inngjsi; pii 21 dni
trvajici inkubaci INH 0,5 umol/l, Z-L-Val-diClSal jako nejaktivnéj$i uvedena latka — 4
umol/l) a M. kansasii 6509/96 (jednadvacetidenni inkubace, INH — 4 umol/l, nejaktivné;si
opét Z-L-Val-diClSal a acetyl-5,3"-diCISal — 8 umol/l). Naopak vSechny testovane
salicylanilidy jevi vys$si aktivitu nez isoniazid vici kmenim M. avium 330/88 a M. kansasii
acetyl-5,3"-diCISal (21 dni inkubace, M. avium — 16 pmol/l, M. kansasii 235/80 — 8
umol/l) a Z-L-Val-diClISal (M. avium — 16 umol/l, M. kansasii — 16 pmol/l).
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7. Diskuse a zavér

7.1. Piipravené slouceniny a postup syntézy

V ramci diplomové prace byly piipraveny jako proléciva derivaty salicylanilidu
s aminokyselinami. Cilené bylo syntetizovano 11 nasledujicich slou¢enin: 5-chlor-N-(3-
chlorfenyl)-2-hydroxybenzamid  (jako vychozi salicylanilid), (S)-5-chlor-N-[1-(3-
chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-2-hydroxybenzamid ~ (oznacovany  jako
diamid), 5-chlor-N-{(S)-1-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylamino]-1-
oxo-3-fenylpropan-2-yl}-2-hydroxybenzamid (oznaceny jako L-Phe-triamid) a 5-chlor-N-
{2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylamino]-2-oxoethyl }-2-
hydroxybenzamid (Gly-triamid), dale estery s chranénymi aminokyselinami (S)-4-chlor-2-
(3-chlorfenylkarbamoyl)fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)-3-methylbutanoat, (S)-4-chlor-
2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenyl-2-
(benzyloxykarbonylamino)-3-fenylpropanoét, (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-
methyl-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)acetét, ester
s kyselinou octovou (S)-4-chlor-2-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methylbutan-1-oxobutan-2-
ylkarbamoyl]fenylacetdt a tfi amoniové soli  (bromidy) (S)-1-[4-chlor-2-(3-
chlorfenylkarbamoyl)fenoxy]-3-methyl-1-oxobutan-2-amonium bromid, (S)-1-{4-chlor-2-
[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenoxy}-3-fenyl-1-
oxopropan-2-amonium bromid a (S)-2-{4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-
oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenoxy}-2-oxoethan-1-amonium bromid. Déale byly vyisolovany
dva meziprodukty piesmyku, péticlenné cykly: 2-[2-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-hydroxy-
5-oxoimidazolidin-1-yl]-N-(3-chlorfenyl)-3-methylbutanamid a jeho dehydratovana forma
2-[2-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-5-0x0-4,5-dihydro-1H-imidazol-1-yl]-N-(3-chlorfenyl)-3-
methylbutanamid.

V ramci diplomové prace bylo pfipraveno sedm plvodnich, v literatufe dosud
nepopsanych sloucenin, a to sledem reakci zahrnujici sedmistupiiovou syntézu. Nékteré
kroky musely byt opakovany vicekrat, aby bylo mozneé ziskat dostacujici mnozstvi
kone¢nych produktt.

Pti syntézach bylo vyuZzito metodiky, kterd byla publikovéna v disertacni préci Ing.
Alese Imramovského, Ph.D.™

Vychozi salicylanilid kondenzuje v DMF s Z-chranénou aminokyselinou (Z-L-

valinem) aktivovanou N,N’-dicyklohexylkarbodiimidem za vzniku esteru (S)-4-chlor-2-(3-
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chlorfenylkarbamoyl)fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)-3-methylbutanoatu, coz je bézna
metoda peptidové chemie. N-Chranici skupina byla v bezvodém prostiedi acidolyticky
odbourana bromovodikem v kyseliné octové za vzniku hydrobromidové amoniové soli —
(S)-1-[4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenoxy]-3-methyl-1-oxobutan-2-amonium
bromidu.

Pfi odbouravani tohoto bromidu amoniové soli esteru, ve snaze o ziskani esteru
svolnou a-aminoskupinou pomoci triethanolaminu v bezvodém prostiedi, byly
identifikovany piekvapivé produkty reakce.”* Misto ocekavaného uvolnéného esteru
vznikaji latky se dvéma amidickymi vazbami (dvojité amidy, diamidy) a volnou fenolickou
skupinou — v této praci (S)-5-chlor-N-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-
2-hydroxybenzamid. Struktura takovychto sloucenin byla potvrzena pomoci 2D NMR.*
Tyto diamidy proto neposkytuji barevnou reakci s ninhydrinem prokazujici volnou
aminoskupinu, naopak davaji reakce typické pro fenoly, napf. podléhaji O-acetylaci
acetanhydridem v bazickém prostfedi — v pifipadé této diplomové prace za vzniku (S)-4-
chlor-2-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methylbutan-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenylacetatu.

Piesmykem vznikly (S)-5-chlor-N-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
yl]-2-hydroxybenzamid byl kondenzovan v DMF s Z-L-fenylalaninem nebo Z-glycinem
za vyuZziti vySe prezentované aktivace karboxylu N,N’-dicyklohexylkarbodiimidem. Obg
esterifikace probihaji v takové mite, Ze lze ziskat dostatecné mnozstvi produktu. NMR
spetra téchto esterti odpovidaji ptredpokladim, jejich interpretace bude doddna pozdéji.
U pfislusnych  esterd  (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
ylkarbamoyl]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)-3-fenylpropanoatu a (S)-4-chlor-2-[(S)-1-
(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenyl-2-
(benzyloxykarbonylamino)acetatu byla provedena acidolyza (33 % HBr/AcOH) za vzniku
soli (S)-1-{4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
ylkarbamoyl]fenoxy}-3-fenyl-1-oxopropan-2-amonium bromidu a (S)-2-{4-chlor-2-[(S)-1-
(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenoxy}-2-oxoethan-1-amonium
bromidu.

P#i odbouravani Z-skupiny esteru Z-L-Phe vznika sil v kvantitativné dostate¢ném
mnozstvi. V piipadé  (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
ylkarbamoyl]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)acetatu odstranéni benzyloxykarbonylové
skupiny za vzniku hydrobromidové soli a jeji néslednd isolace nejsou dostatecné
kvantitativni pro preparativni ucely (vytézky opakované reakce 23,8 % a 7,8 %). Proto pfi

druhém usporadani reakce byl podroben reakci s triethylaminem piimo chloroformovy
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roztok (S)-2-{4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
ylkarbamoyl]fenoxy}-2-oxoethan-1-amonium bromidu bez piede$lé isolace této latky.

Hydrobromidy byly podrobeny reakci v bezvodém prostiedi s Et3N za uvolnéni
bromovodiku. Zda se, ze obdobnym typem piesmyku jako pfi pfipravé diamidia patrné
vznikaji slouceniny se tfemi amidickymi vazbami — triamid 5-chlor-N-{(S)-1-[(S)-1-(3-
chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylamino]-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl}-2-
hydroxybenzamid (L-Phe-triamid) a 5-chlor-N-{2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-
oxobutan-2-ylamino]-2-oxoethyl}-2-hydroxybenzamid (Gly-triamid), V piipadé¢ syntézy
Gly-triamidu byly jako vedlejsi produkty isolovany dva péti¢lenné heterocykly 2-[2-(5-
chlor-2-hydroxyfenyl)-2-hydroxy-5-oxoimidazolidin-1-yl]-N-(3-chlorfenyl)-3-
methylbutanamid a 2-[2-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-5-0x0-4,5-dihydro-1H-imidazol-1-yl]-
N-(3-chlorfenyl)-3-methylbutanamid.

7.2. Problematika mechanismu pfesmyku

Pii popisu uvedeného piesmyku za vzniku diamidi byl zaroven navrzen
mechanismus tohoto presmyku. Navrh vychazi zpodobnosti vzniku sedmiclenného
benzoxazepinového cyklu, ktery byl ziskdn pfi esterifikaci halogensubstituovanych
salicylanilidi se Z-glycinem a Z-L-alaninem.* Autofi piedpokladali, Ze a-aminoskupina
uvolnéna reakci triethylaminu s amoniovou hydrobromidovou soli s EtsN okamzité
nukleofiln¢ atakuje benzamidovy karbonyl. Timto atakem dochazi zaroven k odstépeni
substituovaného anilinu. Vznikd tak benzoxazepindionovy cykl salicylové kyseliny a
prislusné aminokyseliny (v pfipadé¢ této diplomové prace valinu). Tento cyklicky
meziprodukt je z&hy opét nukleofilné atakovan primarni aminoskupinou uvolnéného
substituovaného anilinu na esterovem karbonylu za otevieni sedmiélenného cyklu, vzniku

diamidu a sou¢asném uvolnéni fenolické skupiny.
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Obr. 7.1. Schéma piesmyku podle pivodniho navrhu jeho mechanismu — vychozi latky 5-

chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-hydroxybenzamid a Z-L-Val

1 - (S)-4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)-3-
methylbutanoat

a — odbourani N-chranici skupiny (33%HBr/AcOH)

2 — (S)-1-[4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenoxy]-3-methyl-1-oxobutan-2-amonium
bromid

b — odbouréni hydrobromidu (Et3N)

3 — hypoteticky ester s volnou a-aminoskupinou

4 — cyklicky benzoxazepindionovy meziprodukt

5 — uvolnény 3-chloranilin, ktery atakuje cyklicky intermediat

6 — (S)-5-chlor-N-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-2-hydroxybenzamid

(pfevzato a upraveno podle ¢lanku ,,Salicylanilide esterification: unexpected formation

of novel seven-membered rings“'*)
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diamidu (S)-5-chlor-N-[1-(3-
chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-2-hydroxybenzamidu se Z-AMK (glycin, L-

Také hydrobromidové soli pfipravené reakci

fenylalanin) a acidolytickym odbouranim chranicich skupin jsme nechali reagovat
S triethylaminem za uvolnéni bromovodiku. Zd& se, Ze analogickym pifesmykem

pravdépodobné vznikaji slouceniny se tfemi amidickymi vazbami (triamidy).
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Obr. 7.2. Vznik triamidu z (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-

2-ylkarbamoyl]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)-3-fenylpropanodtu  podle  puvodné

navrzeného mechanismu piesmyku (s glycinem reakce probih4 obdobn¢)

1 — (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenyl 2-
(benzyloxykarbonylamino)-3-fenylpropanoat

a — odbourani N-chréanici skupiny (33 %HBr/AcOH)

2 (S)-1-{4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-
ylkarbamoyl]fenoxy}-3-fenyl-1-oxopropan-2-amonium bromid

b — odbouréni hydrobromidu (EtsN)

3 — hypoteticky ester s uvolnénou a-aminoskupinou
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4 — cyklicky benzoxazepinovy meziprodukt

5 - uvolnény N-(3-chlorfenyl)-L-valin atakujici primarni aminoskupinou cyklicky
intermediat

6 — 5-chlor-N-{(S)-1-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylamino]-1-oxo-
3-fenylpropan-2-yl}-2-hydroxybenzamid

K potvrzeni tohoto navrzeného mechanismu byla realizovdna fada experimentl
s aktivovanym anilinem nesoucim silnéj$i nukleofilni substituent v poloze para. Nebyl
vSak isolovan novy rekombinovany diamid, ziskany byly pouze produkty vazané jako
acyly primdrni aminoskupiny anilinu, tedy reagujici stejn€ jak anilin bez nukleofilni
substituce v para poloze.

Proto byl navrzen druhy mechanismus pfesmyku, ktery byl nasledné potvrzen
spektralnimi metodami. Uvolnéna a-aminoskupina atakuje benzamidovy karbonyl a
soucasné benzamidovy dusik atakuje karbonyl esteru za vzniku bicyklického intermediétu,

ktery se spontanné pieménuje na péti¢lenny difenylhydroxyimidazolinonovy cykl.

(© K}R
7y

R3

OH
7
R, /— OH R1 T2 | OH R o Rs
15~ N A NH
\ 7/ NNH —Re — HN N > R H R
\_ 7/ ! o} 2
0~ R o OH

NH, -
OH R3

1 2 3 4
Obr. 7.3. Schéma druhého mechanismu presmyku

1 — hypoteticky ester s uvolnénou a-aminoskupinou
2 — bicyklicky intermediat

3 — hydroxyimidazolinonovy meziprodukt

4 — diamid

V ptipad¢ piesmyku za vzniku (S)-5-chlor-N-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-
oxobutan-2-yl]-2-hydroxybenzamidu byla isolovana dehydratovana forma
imidazolinonového intermediatu — 1H-imidazol-5(4H)-on. Tato struktura byla potvrzena
MS, IC, *H NMR, *C NMR a >N NMR ve 2D experimentech. IC spektrum meziproduktu
(R'=5-Cl, R®=3-Cl, R®=isopropyl) ma charakteristicky absorpéni pas pii 1748
(cyklicky amid), 1625, 1591 (amidovy pas I), 1560 cm™ (amidovy pés I1), zatimco
pro ptesmyknuty diamid (S)-5-chlor-N-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-
2-hydroxybenzamid jsou typické vibrace amidu pii 1660, 1632, 1595 (amidovy pés |) a
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1535 cm™ (amidovy pas Il). Tyto zjisténé udaje a vysledky jsou v soucasné dob&
ptipravovany k publikaci.

Zda se, Ze tento presmyk poskytuji vSechny salicylanilidové estery
s aminokyselinami po odbourani N-chranici skupiny. U latek vzniklych esterifikaci 5-
chlor-N-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-2-hydroxybenzamidu Z-
glycinem a Z-L-fenylalaninem pifi odbouravani N-chrénici skupiny a uvolnéni primarni

aminoskupiny triethylaminem pravdépodobné vznikaji obdobnym zptisobem analogické
triamidy.

— - cl
cl - cl
0 HO Ny HO
| cl N N cl
¢ N NH . h — HN . 07 NH HN
H
H o HO N
o 0 v@ 0 on N O R o
)
O)\rNTo cl oﬁN\/&O
0 R

R=H, CH,CgHs R=H, CH,CeHs

Obr. 7.4. Navrh ptesmyku (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-

2-ylkarbamoyl]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)-3-fenylpropanoatu (R = CH2CgHs),
resp. (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenyl-
2-(benzyloxykarbonylamino)acetatu (R=H) na 5-chlor-N-{(S)-1-[(S)-1-(3-
chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylamino]-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl}-2-
hydroxybenzamid (R = CH,C¢Hs) a 5-chlor-N-{2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-
oxobutan-2-ylamino]-2-oxoethyl}-2-hydroxybenzamid (R = H)

V ramci diplomové préace byly isolovany oba zminéné triamidy, jejichZ struktura
nebyla dosud urCena. V piipad¢ pripravy 5-chlor-N-{2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-
methyl-1-oxobutan-2-ylamino]-2-oxoethyl}-2-hydroxybenzamidu se podafilo vyisolovat
vmalém mnozstvi dva meziprodukty: 2-[2-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-hydroxy-5-
oxoimidazolidin-1-yl]-N-(3-chlorfenyl)-3-methylbutanamid a jeho dehydratovany derivat
2-[2-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-5-0x0-4,5-dihydro-1H-imidazol-1-yl]-N-(3-chlorfenyl)-3-
methylbutanamid, coZ podporuje navrzeny bicyklicky mechanismus piesmyku. Jejich
struktura byla potvrzena pouze hmotnostni spektrometrii a IC. NMR hodnoceni je§té neni
hotovo, stejné¢ jako v piipadé 5-chlor-N-{2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-
oxobutan-2-ylamino]-2-oxoethyl}-2-hydroxybenzamidu a  5-chlor-N-{(S)-1-[(S)-1-(3-
chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylamino]-1-oxo-3-fenylpropan-2-yl}-2-
hydroxybenzamidu. Na zakladé IC spekter, TLC hodnot a diky isolaci vyse uvedenych
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cyklickych meziproduktt piedpokladdme, Ze by se mohlo jednat o navrZzené triamidickée

struktury.
Cl Cl
Cl cl
HN -H20 HN
HO
N O —N O
orN © on N o

Obr. 7.5. Dehydratace meziproduktu 2-[2-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-hydroxy-5-
oxoimidazolidin-1-yl]-N-(3-chlorfenyl)-3-methylbutanamidu na 2-[2-(5-chlor-2-
hydroxyfenyl)-5-ox0-4,5-dihydro-1H-imidazol-1-yl]-N-(3-chlorfenyl)-3-methylbutanamid

Gly-triamid (R = H) ma charakteristické vibrace v IC spektru: 1654, 1636, 1595
(amidovy pas 1), 1537 cm™ (amidovy pés 1), a dehydratovany intermediét jeho piesmyku
(R =H) - 1725 (cyklicky C=0 amidu), 1656, 1622, 1592 (amidovy pés 1) a 1532 cm™

(amidovy pas I1).

7.3. Zavér a shrnuti biologické aktivity pripravenych derivatia

salicylanilidu

Na pocatku diplomové prace byla provedena dukladna literarni reSerSe tykajici se
biologickych aktivit a vyuziti salicylanilidi. V publikované literatuie bylo zjisténo Siroké
spektrum ucinkl, pficemz nejvice a nejdéle zkoumanymi jsou antibakteridlni,
antimykobakteridlni, antifungélni, antiprotozoarni a anthelmintickd aktivita. Dale jsou a
mohou byt vyuzivany herbicidni, antialgalni, moluskocidni U¢inky nebo plisobeni proti
mihulim nebo pii zan&tlivych onemocnénich parodontu.” Velice perspektivni by mohlo byt
uplatnéni salicylanilidi jakozto inhibitori EGFR tyrosin Kkindz s potencionalnim
protirakovinnym pﬁsobenim.3'4 Je také popsana fada vztaht chemicka struktura — biologicka
aktivita v jednotlivych podskupinéch salicylanilidi, a to jak farmakofor, tak optimalni nebo
neefektivni substituce.

Diplomova prace potvrdila existenci pfesmyku po uvolnéni a-aminoskupiny
monoesteru Z-AMK a salicylanilidu. Timto pfesmykem vznikly diamid (S)-5-chlor-N-[1-
(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-2-hydroxybenzamid byl jednak
acetylovan a dale podroben analogickému sledu reakci (kondenzace se Z-AMK Z-L-
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fenylalaninem a Z-glycinem, odbouréni N-protektivni skupiny a uvolnéni aminoskupiny)
jako vychozi salicylanilid 5-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-hydroxybenzamid. Zda se, Ze pii
uvolnéni aminoskupiny probihd obdobny ptesmyk jako pti formovani diamida za vzniku
triamidd a uvolnéni fenolické skupiny salicylu. Byl porovnan a diskutovan pavodné
navrzeny mechanismus pfesmyku s novymi zjisténimi, ke kterym tato diplomoveé prace
ptispéla, v éemz spociva jeden z jejich ptinost. Ukazuje se, ze pfesmyk probiha jinak nez
podle pivodné navrzeného mechanismu, a to pfes heterocyklicky péticlenny
imidazolinonovy meziprodukt, ktery lze isolovat. Navic byl pfi déleni smési produktt
po uvolnéni aminoskupiny sloupcovou chromatografii s pouzitim silikagelu isolovan jeho
analog liSici se nepfitomnosti hydroxylové skupiny a jeji eliminaci vzniklou dvojnou
vazbou v tomto heterocyklu.

Zda se, Ze lze nejspiSe zobecnit, Ze vySe popsany piesmyk je obecné probihajici
reakci latek stejného strukturélniho typu jako v diplomové praci popsanych esteri
salicylanilid s AMK, t]. ruznych N-substituovanych 2-(2-alkyl-2-
aminoacetyloxy)benzamidu, které vznikaji in situ uvolnénim bromovodiku triethylaminem
Z ptisluSnych amoniovych soli.

Diky tomuto pfesmyku za vzniku diamidl a triamidi nelze metodikou pouzitou
v diplomové praci piipravit estery -OH skupiny salicylanilidt s a-karboxylovou skupinou
nechranéné (resp. uvolnéné) a-aminokyseliny. Tudiz N-nesubstituované a nederivatizované
a-AMK nemohou zastavat funkci chranici skupiny, nebot’ pii snaze o jejich uvolnéni
dochdzi kpopsanému ptesmyku za uvolnéni fenolické skupiny, ktera vysoce
pravdépodobné zodpovida za cytotoxické a drazdivé ucinky salicylanilidi. Pfitom ale
pravé tyto nevyhodné vlastnosti vedly ke snaze modifikovat fenol esterifikaci
s aminokyselinami za tvorby méné drazdivych a toxickych proléciv.

Puvodné syntetizované slouCeniny pfipravené ve véEtSim mnozstvi byly jako
salicylanilidova proléciva testovany na antimykobakterialni aktivitu va¢i Mycobacterium
tuberculosis 331/88 a atypickym mykobakterialnim kmenim Mycobacterium avium
330/88, Mycobacterium kansasii 235/50 a M. kansasii 6509/96. U¢innost (S)-5-chlor-N-[1-
(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl]-2-hydroxybenzamidu, (S)-4-chlor-2-[(S)-
1-(3-chlorfenylamino)-3-methyl-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenyl-2-
(benzyloxykarbonylamino)-3-fenylpropanoéatu, (S)-4-chlor-2-[(S)-1-(3-chlorfenylamino)-3-
methyl-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenyl-2-(benzyloxykarbonylamino)acetaitu a  (S)-4-
chlor-2-[1-(3-chlorfenylamino)-3-methylbutan-1-oxobutan-2-ylkarbamoyl]fenylacetatu je

vSak V porovnani s (S)-4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenyl-2-
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(benzyloxykarbonylamino)-3-methylbutanoatem, s 5-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-
hydroxybenzamidem a 4-chlor-2-(3-chlorfenylkarbamoyl)fenylacetatem nizsi. V3echny
vykazuji vyss$i aktivitu vaci Mycobacterium avium 330/88 a Mycobacterium kansasii
235/50 nez isoniazid.

Salicylanilidy stale zlstavaji nad€jnou a potentni skupinou chemoterapeutik
pusobicich jako inhibitory TCS, EGFR tyrosin kindz a rozpojovace oxidativni fosforylace
se Sirokym rozsahem biologickych aktivit, jejichz fyzikalné — chemicke a tim i
terapeutickeé vlastnosti 1ze modulovat napt. obménami zakladni struktury ¢i tvorbou

proléciv.
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8. Seznam pouzitych zkratek

AcOH
AISLP
AMK
AT1
ATP
C.
CNCTC
CR

d

DCC
DCU
DEE
DMF
DMSO
DNA

ECso

EGFR
EtzN
EtOAC
EtOH
GIT
Gly
ICso

IC

INH
IUPAC
log K
log P

L-Phe

octova kyselina
Automatizovany informacni systém lé¢ivych piipravki
aminokyselina, aminokyseliny
typ 1 receptoru pro angiotensin Il
adenosintrifosfore¢na kyselina
Candida
Czech National Collection of Type Cultures
Ceska republika
den
N,N"-dicyklohexylkarbodiimid
N,N”-dicyklohexylurea (N,N"-dicyklohexylmoc¢ovina)
diethylether
N,N-dimethylformamid
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
koncentrace 1é¢iva (testované latky), pfi které 50 % sledovanych bunck ¢i
organismil jevi pozadovanou odpoveéd’ (napf. zastavu ristu a mnozeni)
epidermal growth factor receptor; receptor pro epidermalni ristovy faktor
triethylamin
ethylacetéat
ethanol
gastrointestinalni trakt
glycin
koncentrace 1é¢iva (testované latky), pii které je dosazeno 50% inhibice
ristu pozorovanych bunék (napfi. bakterialnich nebo houbovych)
infraervena spektroskopie
isoniazid
International Union for Pure and Applied Chemistry
logaritmus K, tj. reten¢niho faktoru; charakterizuje miru lipofility
logaritmus rozdélovaciho koeficientu, pomér aktivity rozpusténé latky
v oktan-1-olu a aktivity neionizované latky rozpusténé ve vodé
L-fenylalanin
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L-Val

MIC

M. hm.

MS
NAD
NMR

p.o.
PNC

ppm
RVO
T3S
TCS
TLC
UK
uv

L-valin

Mycobacterium

minimalni inhibi¢ni koncentrace

molekulova hmotnost

mass spectroscopy; hmotnostni spektroskopie
nikotinamid adenin dinukleotid

nuklearni magneticka rezonance

per os, peroralni, tj. pfijimany tsty

penicilin

partes per milion

rotacni vakuova odparka

type 111 secretion; proteinova sekrece typu 11l
two-component system; dvoukomponentovy regulacni systém
thin layer chromatography; tenkovrstva chromatografie
Karlova universita

ultraviolet; ultrafialové zareni

benzyloxykarbonyl-, N-chranici skupina
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