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ABSTRAKT

Tato praca sa zaoberd pripravou benzanilidov aich analogov ako potencidlne
antimykobakterialne aktivnych zlucenin. V ramci teoretickej Casti je popisana tuberkuldza
(TBC) ako mykobakteridlne infekéné ochorenie a je podana stru¢na charakteristika sucasnych
antituberkulotik. Doéraz je kladeny na tie charakteristické vlastnosti, ktoré determinuju
nedokonalost’ stcasnych antituberkulotik atym podmieniuji nutnost niekol’komesacne;j
kombinovanej liecby TBC. Nasledne st popisané niektoré lepSie preskimané potencidlne
cielové Struktary vyuzitené pri vyvoji novych, dokonalejSich antituberkulotik. Nakoniec je
podany stru¢ny prehlad najdolezitejSich biologickych vlastnosti benzanilidov aich tio

analogov a detailna charakteristika ich stereochemickych vlastnosti.

V ramci praktickej casti je prezentovanych celkom 100 derivatov benzanilidu
respektive jeho analogov. Ztychto latok je 92 originalnych, v literatare doposial
nepopisanych. U vSetkych latok st uvedené vysledky ich in vitro antimykobakterialneho
testovania proti Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv, Mycobacterium avium, a dvom kmeiom
Mycobacterium kansasii. U pripravenych latok je taktiez charakterizovana ich in vitro
schopnost’ inhibovat enzym izocitratlyazu, doélezity perzistenény faktor M. tuberculosis.
V dalSej casti st popisané metddy a vysledky konformacnej analyzy vazieb CS-NH, Ar-
CSNH a Ar-NHCS molekal 2-metoxy-2'-hydroxytiobenzanilidov. Ziskané vysledky su

porovnané so sucasnym stavom poznania.
KPucové slova:

Tuberkul6za, antituberkulotika, perzistencia, dormantny stav, izocitratlyaza, benzanilidy,

tiobenzanilidy, konformacia tiobenzanilidov.



ABSTRACT

This work deals with the synthesis of benzanilides and their analogues as the
potentially antimycobacterial active compounds. In the theoretical part of the work there is a
description of tuberculosis (TBC) as a mycobacterial infectious disease and a short
characteristic of recent antituberculotic drugs. The most important features of both, which
determine the imperfection of recent antitubeculotics and the long-term multidrug TBC
treatment, are emphasised. Further, some of the potential targets, useful for the development
of new and more effective antituberculotics, are reviewed. Finally, there is a short overview of
biological properties of benzanilides and thiobenzanilides and a more in depth characteristic
of stereochemical properties of these compounds.

In the experimental part of the work there are presented 100 benzanilide derivatives
and their analogues. Ninety-two of these compounds are original, which have not been
described in literature yet. For all of the compounds there are presented the results of in vitro
antimycobacterial evaluation against Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv, Mycobacterium
avium, and two strains of Mycobacterium kansasii. The prepared compounds are as well as
characterised by their ability to act as an in vitro inhibitor of the enzyme isocitrate lyase, an
important persistant factor of M. tuberculosis. The next part of the work concerns with the
means and the results of conformational study of CS-NH, Ar-CSNH and Ar-NHCS bonds of
2-methoxy-2"-hydroxythiobenzanilides. The obtained results are compared with recent

knowledge.
Keywords:

Tuberculosis, antituberculotics, persistence, state of dormancy, isocitrate lyase, benzanilides,

thiobenzanilides, conformation of thiobenzanilides.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Ac-CoA - acetyl-koenzym A

ACP - acyly prenasajuci protein

AMI - amikacin

ATP - adenozintrifosfat

BCG - Bacillus Calmette Guérin

BK - vysokovodivostny prostrednictvom Ca®* aktivovany draslikovy kanal
CAP - kapreomycin

DMF - dimetylformamid

DMSO - dimetylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DosR - regulon prezivania v dormantnom stave

DosR (Rv3133c) - transkripény faktor regulujici expresiu génov z DoSR
DosT (Rv2027c), DosS (Rv3132c) - senzorové kinazy riadiace DosR (Rv3133c)
dTDP - deoxytimidindifosfat

EMB - etambutol

EmbA, EmbB, EmbC - enzymy s arabinozyltransferazovou aktivitou
embA, embB, embC - gény kodujuce enzymy s arabinozyltransferazovou aktivitou
EtAc - etyl-acetat

ETH - etionamid

EtOH - etanol

FAS Il - syntetdza mastnych kyselin II

FQ - fluorochinolény

GDP - guanozindifosfat

GTP - guanozintrifosfat

HIV - virus l'udskej imunitnej nedostato¢nosti

IC - inhibi¢na koncentracia



ICL - izocitratlyaza

icl - gén kodujuci izocitratlyazu

IL-12 - interleukin 12

INF-y - interferon y

INH - izoniazid

InhA - NADH dependentna A2-trans-enoyl-ACP reduktaza
inhA - gén kodujuci NADH dependentnti A2-trans-enoyl-ACP reduktazu
KAN - kanamycin

MDR-TBC - multiliekovo rezistentnd tuberkul6za

MIC - minimalna inhibi¢né koncentracia

MRNA - medidtorova ribonukleova kyselina

Mtb - Mycobacterium tuberculosis

NADH - nikotinamidadenindinukleotid

pPPGpPp, pppGpp - polyfosforylované guaninové nukleozidy
PAS - p-aminosalicylové kyselina

PTH - protionamid

PZA - pyrazinamid

Reluw - enzym syntetizujtci a hydrolyzujiaci ppGpp a pppGpp
relu, - gén kodujici enzym syntetizujtci a hydrolyzujuci ppGpp a pppGpp
RIF - rifampicin (rifampin)

RNA - ribonukleova kyselina

RNAP - komplex RNA polymerazy

rRNA - ribozomalna ribonukleova kyselina

RT - rezonan¢na teodria

SI - index selektivity

SM - streptomycin

TBC - tuberkuloza



Tc - cytotoxické T lymfocyty

TCA - trikarboxylové kyseliny

TEA - trietylamin

THF - tetrahydrofuran

TLC - tenkovrstvova chromatografia
TNFa - tumor nekrotizujuci faktor o

Treg - regulacné T lymfocyty

tRNA - transférova ribonukleova kyselina
UDP - uridindifostat

WHO - Svetova zdravotnicka organizacia
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1. UVOD

Tuberkuléza (TBC) je jedno z najstarSich I'udskych ochoreni. Kostrové pozostatky
dokazuju, ze T'udia trpeli a umierali na tato chorobu uz pred niekolkymi tisickami rokov.
Napriek tejto skutocnosti pricina TBC zostavala dlho nejasna, predpokladalo sa, ze ide
0 dedi¢né alebo spontanne vznikajuce ochorenie. Prva zmienka o TBC ako o infekénej
chorobe sa datuje do roku 1720 (B. Martens). Experimentalny dokaz podal o priblizne 150
rokov neskor J.A. Villemin prostrednictvom prenosu TBC na zvierata. Nakoniec, v roku 1882
R. Koch vyhlasil, na zéklade svojich izola¢nych a kultivaénych experimentov, za povodcu

ochorenia baktériu druhu Mycobacterium tuberculosis (Mtb) *.

Rod Mycobacterium je pocetny ana Zemi hojne rozsireny. Vacsina jeho druhov su
pddne alebo vodné baktérie Ziviace sa ako saprofyty. Obligatnymi parazitmi, vyvolavajicimi
ochorenie ¢loveka, je len niekolko druhov. Okrem M. tuberculosis m6zu TBC u ¢loveka
vyvolat'" i Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium caprae,
Mycobacterium microti a Mycobacterium pinnipedii, vSetky sa sthrnne zvykni 0znacovat
ako M. tuberculosis komplex. Dal§im mykobakterialnym ochorenim ¢loveka je lepra,
povodcom je Mycobacterium leprae a Buruli vred sposobovany Mycobacterium ulcerans.
Fakultativnymi parazitmi ¢loveka su napr. Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
marinum, baktérie Mycobacterium avium komplexu, atd., ktoré u imunokompromitovanych

jedincov vyvolavaji tzv. atypické mykobakteriozy .

Hoci bola v dvadsiatych rokoch minulého storo¢ia do praxe zavedena vakcinacia proti
TBC pomocou oslabeného kmena M. bovis (BCG vakcina) a od $tyridsiatych rokov minulého
storo¢ia su dostupné antimykobakterialne uc¢inné latky, predstavuje TBC stale jedno
Z najrozsirenejSich a najnebezpecénejsich infekénych ochoreni. Podl'a odhadu WHO je tretina
celosvetovej populacie infikovana povodcom ochorenia, ro¢ne je toto ochorenie
diagnostikované asi u9 milionov I'udi a d’alSich asi 1,5 miliéna nan kazdy rok zomrie.
Dovodom je najmd nedokonalost’ sucasnych antituberkulotik, schopnost’ mykobaktérii
manipulovat’ mechanizmami hostitel'ského imunitného systému vo svoj vlastny prospech,
mykobakteridlna schopnost’ perzistovat’ a prezivat’ v dormantnom stave, narast rezistencie na

v/ , . o, ve e, . . . 1.2
dnes pouZivané antituberkulotika, rozsirujuca sa HIV infekcia a migracia obyvatel'stva > %2,

| preto je dnes vyskum zamerany na ziskanie novych antimykobakterialne aktivnych

latok, zvlast’ zasahujucich nereplikujuice sa mykobaktérie, vysostne aktualny.
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2. CIEL PRACE

Tematicky je tato dizertacna praca zamerana na derivaty benzanilidu a jeho analogy
ako antimykobakterialne aktivne latky. Tato téma je dlhodobo $tudovana mojou skolitel’kou
Prof. RNDr. Jarmilou Vinsovou, CSc. ako i dalsimi pracovnikmi modjho Skoliaceho

pracoviska -Katedry anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty UK.

Samotny ciel’ dizertanej prace je stanoveny na zaklade vysledkov mojej diplomovej
prace. Vramci nej som Udvoch pripravenych latok (4/5,4'-dichlor-2-metoxy-2'-
hydroxybenzanilidu) zistil pomerne vysoku in vitro antituberkuloticku aktivitu. Ich minimalna
inhibi¢na koncentracia (MIC) voci M. tuberculosis je po 14/21 dnoch inkubacie na Grovni 8/8
resp. 4/4 pmol/l. Preto som sa rozhodol d’alej rozsirit’ tito skupinu latok ako i pripravit’ latky
bez hydroxy skupiny v anilidovej ¢asti molekuly (Obrazok 1). Od oboch skupin 1atok je d’alej

naplanované pripravit’ ich tioanalogy (Obrazok 1).

Cl
O
| = N
Cl— H

OH
2 OCH,4
/ \ /Rz
i 1 te o0
LS N NI N
R4 _ H R _ H OH
OCH; OCH,
R2
O 1,
XX N N N
R’ : P~ H R1_: = H OH
OCH; OCH;

Obréazok 1: Cielové molekuly dizertadnej prace: R* = Cl, R* = NO,, Cl, di-Cl, Br, CFa.

Pripravené latky je zamyslané otestovat’ na ich in vitro antimykobakterialnu aktivitu,
in vitro schopnost’ inhibovat’ enzym izocitratlyazu (ICL), pripadne cytotoxicitu a zo ziskanych

vysledkov vyvodit’ vztahy medzi struktirou a biologickou aktivitou.
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3. SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
3.1. Tuberkuloza

Tuberkuléza je infekéné ochorenie vyvoldvajice chronicky granulomatézny zapal
infikovaného tkaniva *. Hoci sa poznanie tohto ochorenia v uplynulych rokoch prehibilo, stale

ostava mnoho neznameho. Nasledujuce kapitoly stru¢ne zhfnaju zédkladné poznatky o TBC.
3.1.1. Etiologia a charakteristika povodcu

Povodcom TBC je najCastejSic baktéria druhu M. tuberculosis. Vo vynimo¢nych
pripadoch st pri¢inou iné druhy z M. tuberculosis komplexu *. Mtb je intracelulérna, acrobna,
nepohybliva, nesporulujuca, toxiny akapsulu netvoriaca baktéria tyCinkového tvaru
s rozmermi 0,3-0,6 x 1-4 um > ®. Jej hlavnym hostitelskym organizmom je &lovek, infikovat’
vsak moze i iné Zivo¢iSne druhy. Najlepsi rast dosahuje v tkanivach bohatych na kyslik, napr.
v plicach (pl'acna TBC), zriedkavejsie infikuje iiné tkanivda (mimoplucna TBC).
Infikovanymi bunkami postihnutych tkaniv st najmi makrofagy. Na zaklade farbenia podla
Grama nejde ani o Gram-pozitivnu ani 0 Gram-negativnu baktériu, ale otzv. acido-
rezistentn baktériu. K prieniku zasaditého farbiva (kristalovej violeti) do bunkovej steny
totiz dojde aZ po jeho kombinacii s fenolom a sfarbenie sa zachovava i pri pdsobeni kyslého

organického rozpustadla (Ziehl-Nielsenovo farbenie) °.

Pri¢ina tejto vynimocnosti Mtb je v stavbe jej bunkového obalu. Ten pozostava z
bunkovej membrany a bunkovej steny. Bunkova stena je netypicky az z 60 % tvorena latkami
lipofilnej povahy a podla sudobych poznatkov pozostava zdvoch casti: mykolyl-
arabinogalaktan-peptidoglykanu (mAGP) a extrahovatel'nej zmesi nekovalentne viazanych
glykanov, lipidov a proteinov. Mykolyl-arabinogalaktan-peptidoglykan je peptidoglykan (PG)
obsahujuci miesto obvyklej N-acetylmuramovej kyseliny N-glykolylmuramovu kyselinu, na
ktory je kovalentne viazany arabinogalaktan (AG), ktorého distalny koniec je esterifikovany
mykolovymi kyselinami ® 7. Mykolové kyseliny st p-hydroxy mastné kyseliny s hlavnym
uhlikovym retazcom Csqs — Ces, ktoré obsahuju v polohe a alkyl Cy — Cys (proximalny
retazec). Podla substitiicie v hlavnom retazci sa mykolové kyseliny delia na a-mykolové,
metoxymykolové a ketomykolové kyseliny. U Mtb st mykolové kyseliny syntetizované
Specialnym enzymovym systémom (FAS 11) 8 Tato stavba azlozenie bunkovej steny
umoziiuje Mtb odolavat’ vyschnutiu, poésobeniu réznych antimikrobnych latok a prezivat’ vo

vnutri makrofagov 910,
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3.1.2. Rizikové faktory

Medzi rizikové faktory TBC patri HIV infekcia, maligné ochorenia, diabetes melitus
(zvlast inzulin dependentny), malnutricia, silikza, fajenie, abuzus alkoholu, znecistenie
ovzdusia, vek, geneticka predispozicia a terapia kortikosteroidmi alebo antagonistami tumor
nekrotizujiceho faktoru o (TNF a) °.

3.1.3. Epidemiolégia

Zdrojom nakazy je najéastejSie Clovek saktivnou TBC, menej Casto infikovany
biologicky material. Napr. pred zavedenim pasterizacie mlieka, to bolo vel'mi Casto kravskeé
mlieko infikované M. bovis. K prenosu nakazy najcastejSie dochadza pomocou infekénych
Castic, ktoré su vykaslavané ¢lovekom s aktivnou TBC. Infekéné cCastice si svoju infekénost,
v doésledku odolnosti Mtb voci vyschnutiu, zachovavaji i niekol’ko hodin. Menej Castym
spdsobom prenosu je priamy kontakt alebo alimentdrna cesta (nakazené mlieko). K vstupu
povodcu ochorenia do hostitel'ského organizmu dochadza najcastejsSie inhaldciou infekénych

astic > 6.

3.1.4. Patogenéza

Pri prvom kontakte hostitel'ského organizmu S pdévodcom ochorenia dochadza
k primoinfekcii. Ta zacina, ked” mykobaktérie dosiahnu pl'icne alveoly. Tu st fagocytované

alveolarnymi makrofiagmi a dendritickymi bunkami dychacich ciest * *?

. Tie predstavuju
sucast’ prirodzeného imunitného systému hostitela a ako patogén rozpoznavaju niektoré
Struktiry pritomné v bunkovej stene mykobaktérii. Ide najmd o molekuly N-glykolyl-
muramyl-dipeptidu, dimykolatu trehalézy a manozylovaného lipoarabinomananu 12
Nasledne s fagocytované mykobaktérie vacSinou okamzite eliminované splynutim fagozému
s lyzozémami *°. Zaroven imunitné bunky prenikaju z alveolov do placneho parenchymu, kde
zaCinaju produkovat rozne cytokiny, ktoré¢ su dolezité pre rozvoj Specifickej bunkovej
imunitnej odpovedi. Napr. dendritické bunky produkuju interleukin 12 (IL-12), ktory je
dolezity pre vyvolanie T-bunkovej odpovede typu 1 (Ty1 odpoved’, produkcia interferonu y —

INF v, makrofagova odpoved) 2.

U istej casti makrofagov neddjde, v dosledku réznych nie uplne znamych
mechanizmov, Kk eliminacii fagocytovanych mykobaktérii. Tie moézu vo vnutri fagozomov

prezivat’ a delit’ sa. Takto infikované makrofagy mézu zostat’ v plicnom parenchyme alebo

14



10 Nakoniec sa rozpadaju auvoliiuja

migrovat' do spadovych lymfatickych wuzlin
mykobaktérie, ktoré su vzapiti fagocytované dalsimi makrofagmi. Tie st na miesto
atrahované chemotakticky. Touto akumuldciou makrofagov vznikd drobny granulém

(primarne tuberkulozne lozisko) nazyvany tuberkul 412

Za 2 az 12 tyzdnov sa rozvija Specifickd bune¢nd imunitnd odpoved’ sprevadzana
infiltraciou primarnych lozisk T lymfocytmi animi aktivovanymi makrofagmi > °.
Aktivované makrofagy su vyrazne mikrobicidné a na rozdiel od neaktivovanych makrofagov
uz neposkytuju mykobaktéridam vhodné prostredie k intracelularnemu rastu 1 Pomocou CD8"
T lymfocytov (cytotoxické T lymfocyty, Tc) aaktivovanych makrofagov dochadza
k eliminacii vacsiny mykobaktérii, ¢im je vSak stcasne zniCena i velka Cast’ infikovanych
neaktivovanych makrofagov a parenchymatickych buniek. Vysledkom je vznik pevnej

kasedznej nekrdzy primdrneho tuberkuldzneho loziska (granulomu) °

Samotny granulém predstavuje kompaktny ttvar, v ktorom je nizky parcialny tlak
kyslika. V jeho strede sanachadza amorfna hmota apoptickych makrofagov a zvysné
infikované neaktivované makrofagy. Po obvode je vrstva buniek imunitného systému tvorena
najmi aktivovanymi makrofagmi, CD4" a CD8" T lymfocytmi *. CD4" T lymfocyty sa delia
na niekol’ko bunkovych skupin (Thl, Th2, Treg, TH17), Z ktorych najdélezitejSia je skupina
Tyl buniek. Aktivované makrofagy spracovavaju a prezentuju mykobakterialne antigény
a aktivuju tak d’alsie Tyl a T¢ lymfocyty. Tyl potom produkujt INF y a iné cytokiny, ktoré
udrzuji makrofagy v aktivovanom stave. Aktivované makrofagy produkuju TNF o, ¢im
privadzaju do miesta infekcie d’alS§ie bunky a podporujii rozvoj imunitnej odpovedi. Presny
stav baktérii vo vnutri granuldému nie je zndmy, mézu existovat’ ako dormantné a/alebo ako
aktivne deliace sa baktérie '* 2. Ak v granuldmoch prevazia aktivované makrofagy nad
neaktivovanymi (prevaha Tyl odpovedi), tak progresia primarnej TBC sa v tomto Stadiu
zastavi. Tym, zvyC€ajne bez pritomnosti akychkol'vek symptomov, primoinfekcia konc¢i. Tyto
udia (90 % infikovanych) st bez klinickych priznakov TBC a nie s schopni prenaSat’ toto
ochorenie (latentnd TBC). V buducnosti vSak mo6zu, po oslabeni imunitného systému
a reaktivacii TBC, ochoriet’ (postprimarna TBC). V opa¢nom pripade, v ich granulémoch

mdze postupom &asu dojst’ k fibrotizacii a nakoniec ku kalcifikacii *2, *°.

U 10 % infikovanych (vo vidcSine ich granulomov prevazuji neaktivované
makrofagy) postupuje ochorenie d’alej (primarna progresivna TBC). Nekroza sa rozsiruje,

zasiahne priedusky a vznikaju tzv. tuberkulozne dutiny (kaverny) vyplnené granulomom. Tie
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predstavuju zdroj infekénych castic, ktoré su prostrednictvom kasla uvolfiované z plic do

okolitého prostredia (aktivna TBC) 6. 11

. Krvnou cestou mozu byt’ baktérie taktiez roznesené
do ostatnych casti hostitel'ského organizmu. Mimoplicna forma je pritomna u priblizne 15 %
pacientov s aktivnou TBC. Postihnuté mozu byt kosti, kiby, koza, peceti, slezina, peritoneum,
mozog, srdce a urogenitalny systém °. Nakoniec moze infekcia vyustit do stavu, ked je
granuléom vypliajici kavernu bunkami imunitného systému skvapalneny. V skvapalnenom
granuldéme sa mykobaktérie mézu mnozit i extracelularne, lebo tu nachadzaji k tomu
mimoriadne priaznivé aerobne podmienky. Rast mbze dosiahnut az trovne, ked’ dutina
praskne, skvapalneny granulom sa dostane do prieduskového stromu a mdze byt vykaslany.

Zhojenie dutin uz nie je mozné ad integrum a deje sa ich kontrakciou a fibrotizaciou, ¢o vedie

k trvalému poskodeniu funkcie plac °.

U pacientov s aktivnou TBC sa vyskytuju granulomy vo vsetkych vyssie zmienenych
vyvojovych $tadiach, od sterilnych fibrotizovanych alebo kalcifikovanych granulomov, cez
granulomy typické pre latentntt TBC v strede s kasedznou nekrézou, az po otvorené kaverny
obsahujuce skvapalneny granulém a mnozstvo replikujucich sa mykobaktérii. Tieto Struktury
vytvaraju prostredie s roznym parcialnym tlakom kyslika a obsahom Zivin vyznaéujuce sa
roznym pH a uroviiou oxidacného stresu. V kazdom type granulomu su preto iné Zivotné
podmienky, ¢o vedie k vzniku roznych mykobakterialnych subpopulacii. Kazda subpopulacia
sa vyznaCuje expresiou inych génov apreto inou replikatnou schopnostou, inou
metabolickou aktivitou ainou citlivostou na posobenie lieciv a hostiteI'ského imunitného
systému. Tato patologicka charakteristika TBC je pravdepodobne podkladom pre pochopenie

vzniku fenotypickej rezistencie vodi sa¢asnym antituberkulotikdm (vis. d’alej) ** 1722,

3.1.5. Priznaky

Medzi typické priznaky aktivnej plticnej TBC patri bolest’ na hrudi, produktivny
kaSel’, respiratnd nedostato¢nost’, strata hmotnosti, nocné potenie, teplota, celkova slabost’ a

vy&erpanie a v pokro¢ilom $tadiu i vykaslavanie krvi °.
3.2.  Sucasné antituberkulotika

Latky s antimykobakterialnou aktivitou, pouzivané dnes v klinickej praxi, rozdeluje
WHO na zaklade antituberkulotickej aktivity, vedl'ajSich u€inkov, skrizenej rezistencie a ceny

do 5 skupin **;
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1. Peroralne antituberkulotika prvej linie:

- izoniazid (INH, hydrazid izonikotinovej kyseliny, Obrazok 2) je prolie¢ivo, ktoré musi byt
najskor aktivované pomocou endogénneho mykobakteridlneho enzymu
s katalazo/peroxidazovou aktivitou (KatG). Pomocou neho za pritomnosti kyslika, Mn*
a NADH vznika z INH prislusny acylovy radikal, ktory sa nasledne stabilizuje reakciou
s NAD® radikilom na kovalentny komplex INH-NADH % 2! Tato §truktara predstavuje
vlastny inhibitor, ktory sutazi S NADH o0 vdzobné miesto na InhA. InhA je NADH
dependentna A2-trans-enoyl-ACP (acyly prenasajuci protein) reduktaza. Tento enzym
preferenéne redukuje substraty obsahujtice 16 a viac uhlikovych atomov, ktoré st vyuzivané

21, 22, 23

pri syntéze mykolovych kyselin . INH je latka s cidnym ucinkom na deliace sa

a metabolicky aktivne Mtb .

- pyrazinamid (PZA, amid pyrazinkarboxylovej kyseliny, Obrazok 2) naruSuje
transmembranovy potencidlovy gradient a membranové transportné funkcie patogéna. Taktiez
ide o prolieCivo, ktoré je na aktivnu pyrazinkarboxylovi kyselinu transformované
nikotinamidazou/pyrazinamidazou mykobaktérii. PZA je aktivny len v kyslom prostredi
a proti mykobaktériam v semidormantnom stave. Jeho zavedenie do terapie TBC prinieslo

skratenie lie¢by z pdvodnych 9-12 mesiacov na 6 mesiacov *°.

- etambutol (EMB, Obrazok 2) je bakteriostaticka latka, ktora zasahuje do syntézy bunkovej
steny (syntéza arabinogalaktanu a arabinomananu). EMB pdsobi inhibi¢ne na tri enzymy s
arabinozyltransferazovou aktivitou (EmbA, EmbB a EmbC), ktoré su zodpovedné i za

vytvorenie terminalneho hexaarabinofuranozidového retazca arabinogalaktanu (miesto

26, 21, 28 7, stereochemického hladiska ide o latku

Ry . . ;. , . . 7.2
vyznadujucu sa optickou izomériou, eutomérom je S,S izomér .

naviazania mykolovych kyselin)

- rifampicin (rifampin, RIF, Obrdzok 2) a rifabutin su Sirokospektralne, baktericidné,
semisyntetické antibiotika odvodené od rifamycinu B. Védzbou na DNA-dependentni RNA
polymerazu inhibuju syntézu RNA. Tieto latky su aktivne proti rastiicim i metabolicky
aktivnym nerasticim mykobaktéridm, ¢o umoznilo skratit’ dobu liecby TBC z povodne 12-18

mesiacov na asi 6-9 mesiacov °® %,
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izoniazid pyrazinamid etambutol rifampicin

Obrazok 2: Perordlne antituberkulotikd prvej linie: izoniazid, pyrazinamid, etambutol,
rifampicin.

2. Injekéné antituberkulotika

- aminoglykozidové antibiotika (streptomycin (SM), kanamycin (KAN), amikacin (AMI),
Obrazok 3) su baktericidné latky s postantibiotickym efektom au¢inkom zavislym na
koncentracii. Pdsobia len na extracelularne mykobaktérie. Primarne interferuju
S proteosyntézou prostrednictvom inhibicie translacie mRNA, d’alej spdsobuju nespravne
Citanie genetického kodu a poSkodenie bunkovej membrany. Cielovou Struktirou je 30S

ribozomalna podjednotka. Ide o latky potencialne ototoxické, nefrotoxické a neurotoxické .

NH

J

HN™ NH, OH

“OH HO
OH R2' ™ © NH, HZN\/\)L
O/,

o_ .0 o_ .0
. HO ‘ HoN 2 HO
CH3 . ,
HO “OH
OH HO OH

HO NH, OH

kanamycin A: R! = NH,, R? = OH
streptomycin kanamycin B: R! = NH,, R? = NH, amikacin
kanamycin C: R! = OH, R? = NH,

Obrazok 3: Aminoglykozidové antibiotika: streptomycin, kanamycin, amikacin. Kanamycin
predstavuje zmes troch latok.

- kapreomycin (CAP, Obrazok 4) je polypeptidové antibiotikum, ktoré sa vsak v ostatnych

vlastnostiach zhoduje s aminoglykozidovymi antibiotikami 3
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kapreomycin: R = H, OH

Obrazok 4: Injekéné polypeptidové antibiotikum kapreomycin. Kapreomycin predstavuje
zmes dvoch latok.

3. Fluorochinolény

- fluorochinolony (FQ) sa ako zachranné lie¢iva pouzivaju v liecbe TBC od roku 1985.
K vicsiemu rozsireniu ich pouzivania vSak doSlo az zavedenim FQ tretej a Stvrtej generécie
31 Suto syntetické latky, ktoré zasahuju do syntézy mykobakteridlnej DNA prostrednictvom
interakcie s podjednotkou A a B DNA gyrazy 2*. FQ st schopné dosiahnut’ i intracelularne
prostredie makrofagov a vykazuju preto ucinok i na intracelularne mykobaktérie. Vyznacuja
sa baktericidnym ucinkom a pouzivaju sa k liecbe multiliekovo rezistentnej TBC, MDR-TBC

(levofloxacin, moxifloxacin, gatifloxacin, ofloxacin, Obrazok 5) 8

o o i o o
F OH F OH o
| HsC | H N N
N N N N HN
~ ' I C@H RIS
H3C/ H 3

H3C’NJ O\/*LiCH3 AN

ofloxacin: racemat
levofloxacin: S enantiomér gatifloxacin moxifloxacin

Obrazok 5: Fluorochinoldny pouzitel'né k liecbe TBC: ofloxacin, levofloxacin, gatifloxacin,
moxifloxacin.

4. Peroralne bakteriostatické antituberkulotikd druhej linie

- p-aminosalicylova kyselina (PAS, Obrazok 6) je bakteriostaticka latka preferen¢ne
pOsobiaca na extraceluldrne mykobaktérie. Mechanizmus jej pdsobenia nie je plne objasneny,
predpoklada sa interakcia so syntézou listovej kyseliny a inhibicia prijmu Zeleza. Velkou

nevyhodou je kratky biologicky polcas a nutnost’ podavania vysokych davok (rddovo gramov)
31
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- cykloserin (CS) a terizidon (Obrazok 6) st bakteriostatické analogy D-alaninu,
aminokyseliny, ktora je dolezitou zlozkou bakterialnej bunkovej steny. Terizidon predstavuje
kombinaciu dvoch molektl cykloserinu. Obe latky pdsobia ako kompetitivne inhibitory D-
alanin-D-alanin syntetdzy, alanin racemazy a alanin permedzy, ktoré st nevyhnutné pre
syntézu peptidoglykanu. Latky maji potencial vyvolat’ zdvazné neurologické a psychiatrické

e e 31
vedl'ajsie tcinky .

- etionamid (ETH) a protionamid (PTH) (Obrazok 6) ide o prolieciva, ktoré su aktivované
pdsobenim mykobakteridlneho enzymu EtaA. Miesto zasahu je syntéza mykolovych kyselin,
rovnaky enzym ako v pripade INH . Ide o bakteriostatické latky pdsobiace proti intra- i extra-

celularnym mykobaktériam 2431

Oy _OH o

OH HN /N R

o ) N 0 |

O \ N
oS W=y

NH, 0 2 o) H,N" s

. . . . . L etionamid: R = -C,Hj
p-aminosalicylova kyselina cykloserin terizidon

protionamid: R = -CH,CH,CH;

Obrazok 6: Peroralne bakteriostatické antituberkulotika druhej linie: p-aminosalicylova
kyselina, cykloserin, terizidon, etionamid, protionamid.

5. Latky s nejasnou antituberkulotickou aktivitou: klofazimin, linezolid,

amoxicilin/klavulanat, tioacetazon, imipenem/cilastatin, klarithromycin

Vsetky vyssie uvedené zluceniny (skupina 1-4) mozno d’alej rozdelit’ na baktericidné
a bakteriostatické. Toto rozdelenie je vSak len orientacné, lebo niektoré statické latky mozu
byt za istych podmienok (koncentracia latky, fyziologicky stav baktérii) cidné. Napr. PZA
posobi cidne v kyslom prostredi na nerastuce mykobaktérie, na rastice a metabolicky aktivne
posobi vSak len staticky. Iné rozdelenie je na antituberkulotikd prvej linie: INH, RIF, PZA,
EMB, SM a antituberkulotikd druhej linie: KAN, AMI, CAP, FQ, PAS, CS, ETH, PTH.
Mozné¢ je 1 rozdelenie na latky Specificky pdsobiace proti mykobatériam (INH, PZA, EMB,
PAS, ETH, PTH) a latky Sirokospekralne, posobiace ina iné bakterialne druhy (RIF, SM,
KAN, AMI, CAP, FQ, CS). Podl'a miesta zasahu je mozno antituberkulotika rozdelit’ na: 24

- inhibitory syntézy bunkovej steny: INH, EMB, ETH, PTH, CS

- inhibitory syntézy nukleovych kyselin: RIF, FQ,
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- inhibitory proteosyntézy: SM, KAM, AMI, CAP
- latky zasahujice do energetického metabolizmu: PZA

3.3. Sucasna terapia TBC

Terapia TBC sudobymi antituberkulotikami sa vyznacuje, i V pripade, ze povodcom
je citlivy kmen, vel’kou ¢asovou naro¢nost'ou (typicky 6 a viac mesiacov) a nutnostou pouzit’
kombinaciu viacerych antituberkulotik. V stc¢asnosti sa ma za to, ze dovodom je kombinacia
dvoch rozdielnych typov liekovej rezistencie. Mykobaktérie vykazuju jednak geneticku

a jednak fenotypicku rezistenciu >,

Genetickd rezistencia, nakol'ko je zakodovand v DNA, je ireverzibilna a dedic¢na.
Rozdelena moéze byt na vlastnu aziskani rezistenciu. Vlastna geneticka rezistencia
mykobaktérii je spdsobovand najmé nizkou permeabilitou ich bunkovych povrchov, ktora je
determinovana atypickou stavbou a zlozenim bunkovej steny, nizkou pritomnostou porov
v bunkovej membrane a &innostou efluxnych mechanizmov. Dalej sa na vlastnej genetickej
rezistencii podiela napr. expresia [-laktamaz. Této rezistencia zuzuje spektrum
antibakteridlnych latok, ktoré st schopné pdsobit’ na mykobaktérie a sposobuje, ze, na druha

stranu, antimykobakteridlnu aktivitu vykazuju i latky bez vSeobecnej antibakteridlnej aktivity
9,32

Ziskana geneticka rezistencia vznika v priebehu zivotného cyklu baktérii voci
latkam, na ktoré boli tieto baktérie povodne citlivé. U mykobaktérii k jej vzniku dochadza
hlavne prostrednictvom spontdnnych mutécii génov kodujucich ciel'ové Struktiry lie€iv (napr.
embA, embB, embC, inhA) aselekciou takychto mutantov v podmienkach nespravnej
antimykobakterialnej lieCby (napr. monoterapie). Udava sa, Ze Vv podmienkach typickej
antimykobakterialnej liecby dochadza K spontannej mutacii S pravdepodobnostou 1.10° na
jedno bunecné delenie. Celkova pravdepodobnost’, Ze U ¢loveka s aktivnou TBC vzniknt Mtb
bunky so spontannou mutaciou je vSak vyrazne vysSia z dovodu pritomnosti velkého
mnozstva mykobaktérii a teda i vel’kého poétu bunkovych deleni, ktoré sa navyse opakuju.
Preto, hoci je pri monoterapii eliminovana velka vac¢Sina mykobaktérii — vSetky, ktoré su
citlivé k danému lieCivu, nezostane hostitel'sky organizmus uplne prosty mykobaktérii.
Zostanu napr. tie, ktoré sa vd’aka spontannej mutacii stali rezistentné na dané lie¢ivo. Na
zaCiatku su v malom pocte, predstavujicom len zlomok povodného mnozstva mykobaktérii,

rychlo sa v§ak pomnozia a zaujmu priestor uvolneny odstranenim citlivych mykobaktérii. Po
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kratkom odozneni priznakov tak ochorenie nastupuje znova, tento krat je vSak rezistentné voci
povodne pouzitému lie¢ivu. Pri su¢asnom pouziti kombinacie dvoch alebo troch lie¢iv je
naopak pravdepodobnost’ sucasného vyskytu dvoch resp. troch spontannych mutacii u jednej
bakterialnej bunky vel'mi nizka (1.10'18 resp. 1. 10" na jedno buneéné delenie). Preto
i pravdepodobnost’, Ze vznikni mutanti, ktori nebudii zasiahnuti ani jednou latkou je vel'mi
mala. Tato tvaha tvori raciondlny podklad pre nutnost’ pouzitia kombinédcie viacerych

antituberkulotik %,

Ziskana geneticka rezistencia je vysledok lI'udskej ¢innosti a je zodpovedna za vznik
lickovo rezistentnych kmenov M. tuberculosis. Epidemiologicky najzavaznejSie sa: MDR
kmene (multiliekovo rezistentné kmene), XDR kmene (extenzivne liekovo rezistentné kmene)
a TDR kmene (totalne liekovo rezistentné kmene). MDR kmene su také, ktoré su rezistentné
prinajmensom voc¢i INH a RIF, XDR kmene st navyse rezistentné voci chinolonom a aspon
jednému z injekénych lieciv so skupiny AMI, KAN a CAP. TDR kmene st také kmene, ktoré

st sidasne rezistentné vo&i vietkym antituberkulotikdm prvej i druhej linie * %,

Fenotypicka rezistencia je naopak reverzibilna. Ide o jav, ked’ sa Cast’ baktérii z vo¢i
lie¢ivam citlivej populacie stane docasne voc¢i tymto lieCivam necitliva ato i napriek ich
genetickej zhode so zvySkom populacie %2 Pri¢inou tejto docasnej necitlivosti mykobaktérii je
reverzibilny prechod ich buniek do takého replikacného a metabolického stavu, v ktorom
neobsahuju ciel'ové Struktury danych lieciv, resp. tieto Struktiry nie st pre ne zivotne dolezité.
Dnes pouzivané antimykobakteridlne lie¢ivd maji primarne svoje miesto zésahu
v biochemickych pochodoch, ktoré st pritomné a Zivotne ddleZité u metabolicky aktivnych
a rasticich mykobaktérii. Ciastoénti vynimku predstavujii len pyrazinamid a rifampicin (vis.
Stcasné antituberkulotikd). Preto mykobaktérie, ktoré¢ vykazuji vysSie uvedent docasnu
necitlivost’ vo¢i sucasnym antituberkulotikdm st tie, ktoré maju utlmeny metabolizmus
a schopnost’ delit’ sa. Konkrétne ide 0 perzistujiice a dormantné mykobaktérie. Dormantné
mykobaktérie st mykobaktérie v dormantnom stave, ktory je charakterizovany redukovanou
metabolickou aktivitou a neschopnost’ou pri in vitro kultivacii okamzite bez reaktivacie tvorit
kolonie. Perzistencia je definovana ako jav, ked’ voci lie€ivu citlivé baktérie obmedzia alebo
zastavia svoj rast asu schopné po neurciti dobu prezivat v hostitel'skych tkanivach i
Vv pripade riadnej liecby danym lie¢ivom. Tieto dva terminy, hoci sa niekedy vzajomne
zamienajui, nepopisuju rovnaky metabolicky a replika¢ny stav. Dormantny stav predstavuje

~r o

ovel’a h1bsi utlm metabolizmu a schopnosti delit’ sa **.
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Predpoklada sa, Ze perzistencia resp. prezivanie v dormantnom stave je reakciou Mtb
na Specifické zivotné podmienky (vis. Patogenéza), pripadne, Ze ide o vSeobecnu reakciu na
stav, ked" mykobakterialna populacia dosiahne stacionarnu fazu. V pripade predcasného
skonCenia liecby zostani tieto dormantné a perzistujuce mykobaktérie pritomné
V hostitel'skom organizme, mozu po istom ¢ase reaktivovat’ svoj metabolizmus, zacat’ sa opéat’
delit’ a spdsobit’ opdtovné vzplanutie ochorenia. Rozdiel oproti ziskanej genetickej rezistencii
je, ze mykobaktérie su citlivé na povodnu liecbu. Dlhodoba liecba TBC je preto nutna
k eradikacii tychto nereplikujucich sa mykobaktérii, ktoré periodicky prechadzaja z
nereplika¢ného stavu do aktivneho a spét’ a K nastoleniu dostato¢nej kontroly imunitného
systému nad zvy$nymi dormantnymi mykobaktériami *. Schopnost’ fenotypickej rezistencie
je primarne dana povahou Mtb, jej schopnostou perzistovat' alebo prezivat v dormantnom

stave, a naopak z vi&ej Casti nezavisi na imunitnej odpovedi hostitel'a alebo liebe >,

Na zéklade vyssie uvedeného mdézeme zhrnut, ze hoci dnes mame k dispozicii latky
s antimykobakteridlnou aktivitou, tie plne nereflektuji potreby terapeutickej praxe. Nedokazu
totiz rovnako efektivne zasiahnut’ voci vSetkym mykobakterialnym subpopuldciam, ktoré su
pritomné v hostitel'skom organizme s aktivnou TBC. To vedie k nutnosti pouzit' niekolko
mesaéni lie¢bu, ktora kladie zna¢né naroky na compliance pacienta av pripade jej
nedodrzovania zvysuje riziko vzniku rezistencie. Tato liecba navyse vedie len ku klinickému
vylieCeniu, pricom v organizme d’alej prebieha latentnd infekcia a zostava isté mnozstvo
dormantnych mykobaktérii. Tie predstavuji zdravotné riziko do budicnosti a brania tplnej
eradikacii povodcu ochorenia. V neposlednom rade stcasné lie€iva zasahuji len zopar
mykobakteridlnych biochemickych pochodov, ¢o zvySuje riziko vzniku multiliekovo

rezistentnych kmenov 3,

3.4. Sucasné smery vyvoja novych antituberkulotik

V sucasnej dobe sa za jednu z klI'iovych oblasti vo vyvoji novych antituberkulotik
povazuje vyskum latok schopnych zasiahnut' perzistentné a dormantné mykobaktérie.
Racionalny vyvoj takychto lie¢iv predpoklada znalost’ faktorov zodpovednych za schopnost’
mykobaktérii perzistovat’ a prezivat’ v dormantnom stave. Dodnes sa podarilo, napr. pomocou
Stadia modelov perzistencie a dormancie Mtb, niekol’ko takychto faktorov najst. VSeobecne
ide 0 gény, ktorych expresia je v tychto modeloch Zivotne dolezita/zvysena resp. produkty
tychto génov asystémy riadiace ich expresiu. Su to napr. izocitratlyaza (ICL), L,D-

transpeptidaza (Ldty:), DosR (dormancy survival regulon) regulator, tzv. stringent response
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systém, glycindehydrogenaza a iné. Presna funkcia vicsiny proteinov kdédovanych génmi
Specificky exprimovanymi VO vysSie zmienenych modeloch vSak nie je v sucasnosti
objasnena. Niz8ie je uvedena strucna charakteristika niektorych lepSie znamych faktorov

perzistencie resp. dormancie 3 .

ICL je enzym, ktory spolu s malatsyntazou vytvara tzv. glyoxylatovy skrat v cykle
trikarboxylovych kyselin (TCA). Tento skrat, nepritomny v bunkach vyssich Zzivocichov,
umoziuje obist’ reakcie TCA cykKlu, ktoré vedu k strate dvoch uhlikovych atbmov z molekul
substratu vo forme dvoch molekal CO,. Tym je umoznené vyuzit' atdomy uhlika acetyl-
koenzymu A (Ac-CoA) napr. z f-oxidacie mastnych kyselin K syntéze Zivotne dolezitych
molekal (napr. sacharidov). ICL katalyzuje S$tiepenie izocitratu na sukcinat a glyoxylat,
malatsyntdza katalyzuje kondenzéaciu glyoxylatu s Ac-CoA na malat (Obrazok 7). Malat
asukcinat su pre bunku prekurzory vyuzitelné, pri nedostatku sacharidov v zivotnom

prostredi, k syntéze Zivotne dblezitych sacharidov cestou glukoneogenézy %

COoO
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H,0, Ac-CoA OH
glyoxylat malat koenzym A

Obrazok 7: Enzymatické reakcie tvoriace glyoxylatovy skrat v TCA cykKle.

Mastné kyseliny (Ac-CoA) su v sucasnosti povazované za hlavny mykobakterialny
zdroj uhlika v priebehu infekcie hostitel'skych buniek. Izocitratlyazova aktivita je u Mtb
viazana na dva izoenzymy: ICL1 a ICL2. Tie su kédované génmi icll aicl2 ¥. ICL1 je
enzym, ktorého zvySena expresia bola zistena pocas infekcie mySich makrofagov a ktory bol
dolezity pre perzistenciu mykobaktérii v mysich plucach. Porusenie génu koédujuceho tento
enzym viedlo na mySom modely TBC k oslabeniu virulencie a perzistencie mykobaktérii bez

ovplyvnenia akutnej fazy infekcie *

. Naopak, Mtb infekcia umysi vyvolana kmenom
s chybajucim icl2 nevykazovala, v porovnani s infekciou vyvolanou divokym kmetiom Mtb,
ziadne zmeny. Pri poskodeni alebo delécii oboch génov (icll i icl2) bola narusena schopnost’

Mtb vyvolat u mysi akttnu i chronicka infekciu % ICL1 predstavuje v stcasnosti jeden
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Z najlepSie charakterizovanych perzisten¢nych faktorov, je znama S$truktira, katalyticky

mechanizmus, inhibitory, truktira s naviazanym inhibitorom ¥,

Taktiez bolo zistené, Ze mykobaktérie exprimuju atypické L,D-transpeptidazy
(Ldtmuz a Ldtye) kodované génmi ldtyn a ldty. Strata alebo poSkodenie tychto génov
oslabuje u Mtb virulenciu a schopnost’ perzistovat. Tieto transpeptidazy zosietovavaja
tvorbou 3—3 transpeptidovych spojov polysacharidové ret'azce peptidoglykanu, pricom 80 %
polysacharidovych retazcov peptidoglykanu u mykobaktérii V stacionarnej fazy je
zosietované tymto sposobom. Atypické su tieto transpeptidazy preto, lebo ostatné baktérie pri
zosiet'ovani polysacharidovych retazcov peptidoglykanu vyuzivaji D,D-transpeptidazy, ktoré

st inhibovatelné -laktamovymi antibiotikami a tvoria 4—3 transpeptidové spoje > %,

DosR regulodn je subor 48 génov, ktorych expresia je pravdepodobne zZivotne dolezita
pocas perzistencie a prezivania v dormantnom stave. Do tohto regulonu patria gény kodujace
Struktiry podielajuce sa na alternativnom transporte elektronov (fdxA), metabolizme nitratov
(narK2, narX), anaerébnej syntéze deoxynukleozidtrifosfatov (nrdZ), syntéze triglyceridov
(tgsl), ainé. Funkcia mnohych d’al§ich proteinov kodovanych génmi tohto reguldénu nie je
V stasnosti znama, predpokladd sa vSak ucast’ na metabolizme sacharidov, mastnych kyselin
alebo transporte elektronov za anaerobnych podmienok. DoOSR regulén je regulovany
dvojzlozkovym regulaénym systémom, ktory pozostava z dvoch senzorovych kinaz Do0SS
(Rv3132c), DosT (Rv2027c) animi aktivovaného transkripéného faktoru DosR (Rv3133c).
DosT a DosS hraju pri aktivacii DosR odligné tlohy, ¢im sa vzajomne dopifiajii. DosT je
senzor hypoxie, pri poklese parcialneho tlaku kysliku sa autofosforyluje a potom prenasa
fosfat na aspartatovy zvySok DoOsSR, ¢im ho aktivuje. Nasledne je aktivovana i DosS. Ta
predstavuje redox senzor, ktory pri d’alsom poklese parcialneho tlaku kysliku prebera funkciu
aktivatoru DosR, fosforyluje ho na aspartaitovom a treoninovom zvysku. DosT schopnost’
aktivovat’ DosR sa za hlbsej hypoxie straca. Predpoklada sa, ze fosforylovany DosR sa viaze
na prislusné oblasti DNA aspusta transkripciu prislusnych génov, ktorych translacné

produkty sa podiel’aji na odpovedi mykobaktérii na zmenené Zivotné podmienky % #2.

Transkripcia d’alSieho rozsiahleho suboru génov (> 80 ) je regulovana systémom
oznatovanym ako stringent response. Jeho mediatorom su polyfosforylované guaninové
nukleozidy (pppGpp, ppGpp). Tie su u M. tuberculosis syntetizované pomocou enzymu
Reluw prenosom difosfatu z ATP do 3” polohy GTP alebo GDP. Tento enzym ma vo vztahu k
(p)ppGpp okrem syntetickej i hydrolyticku aktivitu. Jeho synteticka aktivita je spustana
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nutricnym stradanim, oxidaénym a genotoxickym stresom, hydrolytickd aktivita naopak

prevlada po odstraneni zmienenych faktoroy ** 44 4

. (P)ppGpp neposobia ako transkripéné
faktory viazuce sa priamo na DNA, ale destabilizuji komplex RNA polymerasy (RNAP
komplex), intermediat vyskytujuci sa pocas inicidcie transkripcie na regulovanych
promotoroch. (p)ppGpp modzu inhibovat’ i dalsie procesy, napr. replikdciu DNA *. V roku
2009 bol u mykobaktérii identifikovany protein oznaceny CarD ako d’alsi faktor ovplyviujici
stabilitu RNAP. Sucasne sa zistilo, ze CarD na rozdiel od (p)ppGpp je dolezity i pre akitnu
fazu infekcie. To naznacuje, Ze CarD hra 1 nejaka d’alSiu na (p)ppGpp nezavislu a doposial
neznamu Ulohu v biochémii mykobaktérii. Aktivacia stringent response regula¢ného systému
vedie kutlmu syntézy rRNA, tRNA a d’alSich sucasti ribozémov, ¢o vedie k poklesu ich
biogenézy ak celkovému utlmu proteosyntézy, metabolizmu sacharidov, aminokyselin

a fosfolipidov * %

. Kmen M. tuberculosis bez génu relyy, nebol napr. schopny u infikovanych
my3i vyvolat’ latentnd TBC, hoci priebeh aktivnej infekcie ovplyvneny nebol *. Obdobné

vysledky boli ziskané na TBC modely vyuzivajuci guinejské prasa *.

Druhym sucasnym smerom vyvoja novych antituberkulotik je vyskum latok proti
metabolicky aktivnym mykobaktériam. Toto usilie je motivované najméd vznikom
multilieckovo rezistentnych kmetov, skuto¢nostou, ze sGcasné antituberkulotika zasahuju
mykobaktérie len v niekol’kych biochemickych pochodoch (vis. Stcasné antituberkulotika),
a potrebou latok, ktoré by sa mohli kombinovat’ s anti-HIV lie¢ivami. V dnesnej dobe je pre
tito oblast’ vyskumu dostupna Siroka paleta potencialnych cielovych $truktar. Mnohé z nich
st enzymy metabolickych drah, z ktorych niektoré si zasahované i sucasnymi
antituberkulotikami. Ide o0enzymy podielajuice sa na syntéze zloziek mykolyl-
arabinogalaktan-peptidoglykanu: peptidoglykan [alaninracemaza (Alr), D-Ala-D-Ala ligaza],
arabinogalaktan [rOzne arabinofuranozyltransferazy (EmbA-C, AftA),
fosforibozyltransferaza, galaktofuranozyltransferaza, UDP-galaktopyranézamutaza, dTDP-6-
deoxy-L-lyxo-4-hexulozareduktaza, enzymy (RmIA-D)], mykolové kyseliny [enzymy
systému FAS II]. Bohaty zdroj cielovych Struktur predstavuji syntetické drahy aminokyselin.
Ide najma o enzymy tzv. Sikimatovej drahy, ktord produkuje chorismat, substrat pre syntézu
aromatickych aminokyselin (fenylalanin, tyrozin, tryptofan) ako i d’alsich aromatickych latok.
Enzym acetolaktatsyntaza (ALS) katalyzuje prvy krok syntézy aminokyselin s rozvetvenym
uhlikovym retazcom (valin, leucin, izoleucin). Zna¢ny vyznam ma synteticka draha lyzinu,
kde jednym z medziproduktov je mezo-diaminopimelova kyseliny, dolezitd zlozka

peptidoglykanu. Zmienené typy aminokyselin su pre ¢loveka esencidlne a teda vysSie uvedené
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enzymy l'udské bunky neobsahuju. Rovnaka situdcia je v pripade biosyntetickych dréh
roznych enzymovych kofaktorov (folaty, pantotenat, riboflavin). Potencidlne zaujimavou je
I biosynteticka draha mykotiolu, nizkomolekularneho tiolu chraniaceho mykobaktérie pred
oxidaénym stresom a antibiotikami. Maltozyltransferaza (GIgE) je enzym vyuZivajaci
maltozyl-1-fosfat k predlzovaniu 1,4-glukanového retazca. Maltozyl-1-fosfat je pre
mykobaktérie toxicky, naruSuje transport elektronov v dychacom retazci. Potencialnou
cielovou Struktirou spolo¢nou u vSetkych prokaryotickych organizmov st enzymy
opracovavajuce proteiny (deformylaza, metioninaminopeptidaza). Konecne, bolo zistené, Ze
pre rast Mtb st dolezité i regulacné proteiny: GInE — regulator glutaminsyntetazy, ldeR — Fe

senzitivny regulator **°°.

3.5. Biologicka aktivita derivatov benzanilidu a tiobenzanilidu

Derivaty benzanilidu (N-fenylbenzamidu), hoci st chemicky jednoduché zltéeniny,
moézu vykéazat na l'udsky organizmus radu potencidlne terapeuticky vyuZzitelnych efektov.
Zdrojom tohto ich Sirokého spektra farmakologickych uc¢inkov je najméd schopnost
vystupovat ako aktivatory vysokovodivostnych prostrednictvom Ca®*  aktivovanych
draslikovych kanalov (BK alebo Maxi-K kanaly). Tieto ionové kanaly su pritomné takmer vo
vSetkych tkanivach, ¢i uz ide o bunetné membrany excitabilnych alebo neexcitabilnych
buniek a podiel'aju sa na regulacii rady bunkovych funkcii. Okrem zmien intracelularne;j
koncentracie Ca’* st riadené i zmenou napitia naprie¢ membranou. Ich aktivacia vedie k toku
K* z bunky a k hyperpolarizacii bune¢nej membréany > °% >,

Z mnozstva bunec¢nych funkcii, na ktorych riadeni sa BK podielaji, bolo doposial
najviac pozornosti venované ich vplyvu na neuronalnu excitabilitu, uvolfiovanie
neurotransmiterov a hormonov alebo modulaciu tonu hladkej svaloviny ciev, maternice,
gastro-intestinalneho traktu, dychacich a mocovych ciest. Latky s aktivaénym tu¢inkom na BK
kanaly, medzi ktor¢ patria i derivaty (tio)benzanilidu, m6zu byt’ preto vyuzité u patologickych
stavov vyznacujucich sa neuronalnou alebo svalovou hyperexcitabilitou a hypersenzitivitou
voi alergénom. Ide najmé o astmu bronchiale a chronicku obstruként plicnu chorobu

. . . « , 2
mocovlu inkontinenciu a spazmy mocového mechura %3, %2, 53

55, 56

, hypermotilitu gastro-

intestinalneho traktu , arterialnu hypertenziu a koronarne vazospazmy °* °* *% a iné.
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Iny derivat benzanilidu — ameltolid vykazuje prostrednictvom interakcie s napdtovo
riadenym sodikovym kanalom antiepileptickt aktivitu. Molekula ameltolidu (Obrazok 8) sa

. ~ r . r r /4 14 57
viaze na rovnaké miesto idnového kanalu ako fenytoin °*.

2L
O
N H
H N
H,N G
ameltolid EPPTB (RO5212773)

Obrazok 8: Ameltolid a EPPTB (RO5212773).

Benzanilid s ozna¢enim EPPTB (RO5212773, Obrazok 8) bol identifikovany ako
prvy znamy selektivny antagonista receptoru pre stopové biogénne aminy 1 (TAAR 1). Tento
receptor patri do velkej skupiny receptorov spojenych s G-proteinom (GPCR) a jeho
fyziologickymi ligandmi su stopové biogénne aminy (TA) p-tyramin, B-fenylethylamin,
tryptamin a oktopamin. TA sa nachadzaji v mozgu a na rozdiel od klasickych biogénnych
aminov (serotonin, histamin dopamin, epinefrin a norepinefrin) sa vyskytuju v podstatne
nizSich koncentraciach. Bolo dokazané, ze disreguldcia koncentrdcie TA moZe prispievat
k etiologii celej rady ochoreni centralnej nervovej ststavy. TAAR ligandy by preto mohli byt
prospesné latky pri lieCbe depresii, psychotickych poruch, schizofrénie, bipolarnych portch,

epilepsie, migrény, poruch spanku, Parkinsonovej alebo Alzheimerovej choroby % °.

Popisané boli i derivaty benzanilidu (Obrazok 9) so schopnost'ou posobit’ ako oy-
antagonisti asucasne 1 nesteroidné inhibitory So-reduktazy, enzymu konvertujuceho
testosteron na ucinnejsi dihydrotestosteron. Obe cielové Struktury st zasahované sucasnymi
lie¢ivami vyuzivanymi K liecbe benignej hyperplazie prostaty (BPH), kazda vsak molekulou

inej latky °*°L,

O

OCHs R Q)Lu;
@ /N Ao O._~_-COOH

N N— (CH,),

Obrazok 9: Derivaty benzanilidu posobiace ako a-antagonisti a sti¢asne ako inhibitory So-
reduktazy, n = 1-5, R = H, fenyl, substituovany fenyl.
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U benzanilidovych derivatov bola d’alej preukézana antimalaricka ® a antibakterialna
aktivita %. Zvlast derivaty N-(2-hydroxyfenyl)benzamidu sa uz niekol’ko rokov Studované
ako mozné metabolity antibakteridlne u¢innych benzo[d]oxazolovych derivatov ® %
Nedavno boli niektoré derivaty benzanilidu popisané ako inhibitory c-Met tyrozin kinazového
receptoru, ktory by mohol byt’ potencialne dolezitym ciel'om pre liecbu rakoviny (Obrazok 10

a) ®". Protirakovinovy G&inok bol popisany taktieZ u derivatov tiobenzanilidu (Obrazok 10 b)

68
(@) R3
S
N R2
H N
N~ >——0 OR! H
O,N

a b

Obrazok 10: Benzanilidy s inhibi¢nou aktivitou na c-Met tyrozin kindzovy receptor (a),
benzanilidy s protirakovinovym u¢inkom (b). R* = alkyly a rozne substituované benzyly, R? =
H, halogény, hydroxy skupina, atd., R® = Br, CF3, NO,.

Zvlastnu  skupinu  derivatov  benzanilidu predstavuju  salicylanilidové (2-

hydroxybenzanilidové) derivaty. Tie sa vyznacuju Sirokym spektrom biologickych ucinkov.

69, 70 71, 72 69, 70
1

St napr. zname ich antifungélne , antibakteridlne , antimykobakteriadlne

74, 7 , 76 s x- .y .,
' a moluskocidne "® Gginky. TaktieZ maji schopnost’

anthelmintické ®, antineoplastické
posobit’ ako aktivatory draslikového kanalu (BK kanal) °*. Dalej bola zistena ich schopnost’
inhibovat’ fotosyntézu a teda herbicidny a antialgalny uginok. " ® Iné dokazu selektivne
inhibovat’ produkciu interleukinu 12p40 (IL-12p40), ¢o moze mat’ vyznam u ochoreni ako

" Posledne

reumatoidna artritida, psoriaza, asthma bronchiale alebo Cronova choroba
menovand biologickd vlastnost’ salicylanilidov mé& potencidl negativne ovplyvnit
vyuzitelnost’ ich vysSie zmienenej in vitro antimykobakterialnej aktivity. Dévodom je
skuto¢nost’, ze 1L-12p40 je podjednotkou IL-12, ktory hra kI'ai¢ova tilohu v rozvoji Specifickej
imunitnej odpovedi vo¢i Mtb infekcii (vis. kapitola 3.1.4., Patogenéza). Dopad schopnosti
salicylanilidov inhibovat” produkciu IL-12p40 na vyuzitelnost' ich antimykobakterialnych
vlastnosti nebol dodnes objasneny. Zndma je vSak skutocnost’, Ze alkylacia salicylanilidového

hydroxylu sposobuje stratu ich schopnosti inhibovat’ produkciu I1L-12p40 "
3.6. Stereochemické vlastnosti derivatov benzanilidu a tiobenzanilidu

Molekuly derivatov benzanilidu a tiobenzanilidu mo6zu vykazat' dva stereochemicky

vyznamné javy: E, Z izomériu na (tio)amidickej vdzbe [CO(S)-NR] a/alebo axialnu chiralitu
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na osi aromatické jadro-CO(S)NR [Ar-CO(S)NR], a/alebo aromatické jadro-NRCO(S) [Ar-
NRCO(S)] 8% 82 8 R na (tio)amidickom atéme dusika bude v d’alSom texte predstavovat’

uhl'ovodikovy zvySok alebo atom vodika.

E, Z izoméria derivatov (tio)benzanilidu (Obrazok 11) je spOsobena existenciou
dostato¢ne velkej rotacnej bariéry na vazbe CO(S)-NR a schopnostou molekul tychto latok
zaujat’ na tejto vazbe dve rozdielne zakladné priestorové usporiadania. V zavislosti od miery
spomalenia vol'nej rotacie mézu byt E, Z izoméry stabilné bud’ len na NMR ¢asovej ose
(pozorovateI'né v NMR spektrach) alebo i na laboratérnej Casovej ose (izolovatel'né ako
chemické individua). Az v druhom pripade ide 0 pravh izomériu. O tom, ktory izomér a v akej
miere bude prevladat’, rozhoduje rozdiel ich potencialnych energii. Potencialna energia je
Vv prvom rade urCovana substituciou na (tio)amidickom atome dusika a potom, v mensej
miere, 1 substiticiou Vorto polohidch aromatickych jadier. Je vSeobecne zname,
ze(tio)benzanilidy so substiticiou na (tio)amidickom dusiku (terciarne (tio)benzanilidy)
preferuji priestorové usporiadanie E kym sekundarne (tio)benzanilidy naopak priestorové

usporiadanie Z 58,

X
2
R 7 XR RN X
R/ N ) P a— | R
X S
R2
Z-1zomér E-1zomér

Obrazok 11: Izoméria (tio)benzanilidovych derivatov na viazbe CX-NR: X = O/S, R = H,
uhlovodikovy zvysok, R*, R? = substituenty.

Objasnenie pdvodu rotacnej bariéry (tio)amidickej vazby je problém, ktory
zamestnava teoretickych i experimentalnych chemikov uz dlhé roky. Historicky prvou tedriou
snaziacou sa podat” vysvetlenie je tzv. rezonanc¢na teéria (RT) L. Paulinga. Podla nej je
rotacnd bariéra CO-NR vizby sposobena jej Ciasto¢ne dvojitym charakterom. Tento charakter
CO-NR vizby vyplyva zo Struktary CONR skupiny, ktora RT povazuje za vysledok
kombinacie dvoch hrani¢nych rezonan¢nych Struktur (Obrazok 12, §truktara I a Il). Okrem
hrani¢nej rezonancnej Struktury | reprezentovanej tradi¢nou Struktirou S dvojitou vdzbou
C=0 ajednoduchou vizbou C-N do vyslednej Struktiry vyrazne prispieva i hrani¢na
rezonanc¢na Struktara Il. U nej, v dosledku znacnej elektronegativity atomu kyslika, je =

elektrénovy par vazby C=0 lokalizovany na atéme kyslika a vol'ny elektronovy par atdému
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dusika je delokalizovany cez C,N m systém. Tato teoria je schopnd okrem rotacnej bariéry
vysvetlit' i d’alSie experimentalne zistené vlastnosti CONR skupiny: koplanaritu skupin
pripojenych na atdém dusika, kineticku stabilitu voci ataku nukleofila, napr. pri hydrolyze,

zniZzent bazicitu atomu dusika, skratenie dizky C-N vizby a predizenie C=0 vizby 8

IXI IXI Xl
- P
| | |
I i 11

Obrazok 12: Hrani¢né rezonan¢né Struktary (tio)amidickej funkénej skupiny, X = O/S.

RT vsak nedokaze uspokojivo vysvetlit' existenciu rotacnej bariéry tioamidickej
vizby. Podl'a RT by rota¢na bariéra tioamidickej vdzby mala byt niz§ia neZ rota¢na bariéra
amidickej vdzby. Dévodom je nizSia elektronegativita atomu siry v porovnani s atdbmom
kyslika, ztoho plyntci mensi elektronovy deficit na atome uhlika, menSia delokalizicia
volného elektronového paru atomu dusika a v kone€nom dosledku v mensej miere dvojity
charakter vizby CS-NR nez vizby CO-NR. Experimentalne ziskané vysledky (vic¢sia rotacna
bariéra a mensia dizka CS-NR vizby nez CO-NR vizby, visi dipolovy moment molekuly
tioamidov nez molekuly amidov a vicsie odtienenie *C a N rezonanénych signalov

tioamidov nez amidov) st viak v prikrom rozpore s tymito predstavami .

Dalsie spochybnenie platnosti RT priniesol na konci 80-tych rokov minulého
storo¢ia rozvoj vypoctovej techniky a S nim spojena moznost' modelovania molekul. V tejto
oblasti dospeli k zaujimavym vysledkom najmd K.B. Wiberg a C.L. Breneman, ktori vyuzili
modelu atomy v molekulach (AIM) k analyze rozlozenia elektronov v molekule formamidu.
Zistili pritom, Ze elektronova hustota na atome dusika je vécSia v rovinnej konformacii nez
v twist forme (Obrazok 13), ¢o je v priamom rozpore s RT. Neskor K.B. Wiberg aP.R.
Rablen pouzili diagramy rozdielu ndbojovej hustoty a zistili, Ze pocas rotacie okolo C-N
vézby sa hodnota naboja na atdéme kyslika nemeni, ale naopak k vyraznym zmenam naboja

doch4dza na atémoch uhlika a dusika .

IXI IXI

)J\N/ — )k_;

Obrazok 13: Planarna konformacia a twist konformacia na (tio)amidickej vazbe.
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Tieto vysledky viedli Kk pridaniu tretej hrani¢nej rezonanc¢nej Struktary Il do
rezonancnej schémy (Obrazok 12) akzaveru, ze za rotaéni bariéru je zodpovedna
elektrostaticka interakcia medzi atémami uhlika adusika. T4 je vidcSia v planarnej
konformacii a rezultuje v krat$iu a silnej$iu vdzbu a Vv stabilizaciu v porovnani s twist formou.
V obdobi po Wibergovom spochybneni RT vzniklo viacero teoretickych prac potvrdzujicich
alebo spochybnujicich jeho tvrdenia. Pre vsSetky tieto teoretické vypoclty vSak bolo
charakteristické, 7e vychadzali zo zmien distribicie naboja alebo zmien vizobnych dizok
pocas rotacie okolo vdzby C-N. Kvantitativnou charakteristikou prvoradého vyznamu

u modelov (tio)amidickej funkénej skupiny je viak delokalizadna energia ®.

D. Lauvergnat a P.C. Hiberty preto preverili platnost RT na modely formamidu
a tioformamidu pomocou ab initio vypoc¢tu valenénych vizieb (VB), ktory umoznoval podla
potreby vypinanie a zapinanie delokalizdcie volného elektronového péaru atdomu dusika
a rotaciu okolo vizby C-N. Vypoctom a zrovnanim energii r6znych konformacii CO(S)NH
funk¢nej skupiny so zapnutou alebo vypnutou delokalizaciou volného elektronového paru
atomu dusika stanovili energeticky prispevok delokalizacie k rotacnej bariére viazby CO(S)-
NH. U molekuly formamidu bol tento prispevok priblizne 1/2 avV pripade molekuly
tioformamidu asi 2/3 energie rota¢nej bariéry. To znamena, ze i V pripade, Ze vizba C-N ma
kompletne jednoduchy charakter, rotacia okolo nej je obmedzena istou rotacnou bariérou.
Autori ako mozné vysvetlenie zvySkovej rotacnej bariéry navrhli elektrostaticka stabilizaciu
vol'ného elektronového paru atomu dusika susednym elektrondeficitnym (tio)karbonylovym
atbmom uhlika. Atom dusika ma preto snahu zaujat’ také geometrické usporiadania vézieb
(Sp2 hybridizacia) atak(l konforméciu, aby orientacia jeho volného elektronového paru
korespondovala s miestom najmensej elektronovej hustoty na atome uhlika (tio)karbonylovej

skupiny .

Na zéklade vysSie zmienenych teoretickych a experimentalnych $tidii sa ma dnes za
to, Ze pri¢inou existencie rotacnej bariéry na vizbe CO(S)-NR je sucasne preferencia atomu
dusika k sp? hybridizacii s volnym elektronovym parom orientovanym kolmo na rovinu
(tio)amidickej vazby a konjugacia volného elektronového paru atomu dusika s
(tio)karbonylovou skupinou. Pre prispevok konjugacie do rotacnej bariéry sa miesto polarity
vizby C=X (X = O, S) ako rozhodujuca ukézala jej polarizovatelnost’. T4 narasta s atbmovym

polomerom atému X 2°.

32



Okrem samotnych vlastnosti (tio)amidickej skupiny moéze byt velkost' rotacnej
bariéry na viazbe CO(S)-NR ovplyvnena i blizkym okolim tejto skupiny. V pripade derivatov
(tio)benzanilidu je toto okolie tvorené najmd skupinami nachadzajicimi sa v orto polohach
aromatickych jadier. Spdsob ako mdzu tieto skupiny prispievat’ do rotacnej bariéry spociva
bud’ vich stérickych vlastnostiach alebo ich schopnosti nevidzobnej interakcie
(tio)amidickou skupinou. Najcastejsim pripadom nevdzobnej interakcie je tvorba
intramolekularnych vodikovych vidzieb. Velmi cCasto sa snimi stretdvame v chémii
foldamérov zalozenych na benzanilidovom fragmente, kde sa ticto védzby vyuzivaju
k obmedzeniu rotacie okolo viazby Ar-NHCO, Ar-CONH. Tohto ciel’a je dosahované tvorbou
5/6-¢lennych kruhov obsahujucich vodikovu vdzbu, ktoré v niektorych pripadoch zahfnaja
i vizbu CO-NH, &m je sGdasne obmedzovana i rotacia okolo nej (Obrazok 14 a, b) & 88,
Specialny pripad intramolekularnej vodikovej vizby predstavuje trojstredova vodikova vizba,
ktora bola popisana u Z-konforméru 2,2"-dimetoxybenzanilidu (Obrazok 14 c¢). V molekule
tohto amidu je vodik CONH skupiny zapojeny sucasne do vodikovou vézbou tvoreného 5-
¢lenného i 6-¢lenného kruhu. Tato skutoCnost’ rezultuje v rigidné a planarne usporiadanie
celej molekuly. NavySe bolo dokazané, ze trojstredova vdzba posobi kooperaéne, 5-Clenny
a 6-Clenny systém sa navzdjom posiliuji 8 Nezvy€ajna stabilita trojstredovej vodikovej
vizby bola demonstrovand na tvorbe oligomérnych Srébovicovych Struktir so Strukturnou

jednotkou d (Obrazok 14 d) .

R
HsC, o]
/CH3 O H\ /R
R H3C 0 HsC N o
O H FH OH bo)
N- - N- - N o) --
HN o)
X X (0) N
b

a C d

Obrazok 14: Prispevok intramolekularnych vodikovych vézieb do rotacnej bariéry vizby CX-
NH, X = O/S, R = alkyl/H: a, b — dvojstredové vodikové vazby, ¢ — trojstredova vodikova
vizba, d - Struktirna jednotka oligomérnych Srobovicovych S$truktur vyuzivajiica
ku konformacnej stabilizacii trojstredovi vodikovi vdzbu. Donory volného elektronového
paru su zvyraznené cervene.

S orto substituciou uzko stvisi i problematika konformacie na viazbach Ar-CO(S)NR
a Ar-NRCO(S). U vacsiny derivatov (tio)benzanilidu je na tychto vdazbach mozna volna
rotacia a preferované st konformacie, v ktorych obe aromatické jadra lezia v jednej rovine s

(tio)amidickou funk¢nou skupinou. Dévodom energetickej vyhodnosti tychto konformacii je
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moznost’ konjugacie aromatického jadra s (tio)karbonylovym atomom uhlika a s vol'nym
elektronovym parom atému dusika. Dal§i pokles potencialnej energie tychto konformacii
modze spdsobit’ tvorba vyssie zmienenych intramolekularnych vodikovych vézieb. Takéto

konformdcie maju rovinu symetrie a preto st molekuly tychto latok achiralne 1

Zavedenie substituentu do orto polohy moze za istych okolnosti spdsobit’ vyrazné
zmeny Vv stereochémii (tio)benzanilidovych derivatov % 8% 8 8 Molekuly snaziac sa prejst
do konformacie S najnizSou potencialnou energiou, musia vV tomto pripade ucinit’ za dost’
dvom protichodnym poziadavkam. Snaha molekuly vytvorit’ ¢o najrozsiahlej$i konjugovany
systém vedie k tendencii zaujat’ planarnu konformaciu a vytvorit’ tak Struktarne predpoklady
pre maximalny prekryv m orbitalov. Stcasne vSak existuje snaha minimalizovat stéricku
interakciu orto substituentu s (tio)amidickou skupinou. Pokial’ je narast potencialnej energie
sposobovany touto interakciou nedostatoéne kompenzovany jej Ubytkom v désledku
konjugiacie, prestane byt plandrna konformacia energeticky najvyhodnejSou. Priestorovym
usporiadanim molekuly s najmenSou potencidlnou energiou sa stane konformacia, v ktorej
aromatické jadro arovina (tio)amidickej skupiny zvieraj isty nenulovy uhol. Zva¢Sovanim
stérickych narokov orto substituentu sa tento uhol zvdcSuje az sa nakoniec energeticky
najvyhodnejSou konformaciou stane ta, v ktorej lezi orto substituované aromatické jadro
v rovine kolmej na (tio)amidickt vdazbu. Rovnaky efekt ako zvac¢Sovanie objemu substituentu
ma zavedenie substituentu ido druhej orto polohy (Obrazok 15). S narastom stérickych
poziadaviek orto substituentu dochadza sucasne Kk narastu rota¢nej bariéry na vizbe Ar-
CO(S)NR resp. Ar-NRCO(S) (Obrazok 15). Pric¢inou je skutoénost, ze v priebehu rotacie

okolo tejto vdazby musi molekula zaujat’ 1 energeticky vel'mi nevyhodnt planarnu konformaciu

82, 83,91
I
-~ NR
Y. z Y\©/Z
b

Obrazok 15: Konforméacie zékladného stavu na vizbe Ar-CXNR (a) a Ar-NRCX (b), X =
O/S, Y, Z = stéricky objemné substituenty neschopné podiel’at’ sa na tvorbe vodikovej vizby,
R = H, uhl'ovodikovy zvysok.

Zmena konformacnej preferencie ma dolezité stereochemické nasledky. Za

predpokladu orto monosubstitucie (Obrazok 15, Y = H) alebo orto asymetrickej disubstiticie
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(Obrazok 15, Y # Z), energeticky preferovana konformacia nemd ziadny prvok symetrie
a preto sa stava chiralnou. V dosledku zvySenej rotacnej bariéry na vazbe Ar-CO(S)NR resp.
Ar-NRCO(S) sa moze rotacia okolo tejto vdazby spomalit’ natol'ko, Ze sa bude chiralita
manifestovat’. V pripade, ze rotacnd bariéra je dostatocnd, aby sa chiralita manifestovala
spektralne (napr. v NMR spektrach diastereotopicitou skupin pripojenych na aromatické jadro
a/alebo (tio)amidicky atom dusika), ale nedostato¢na kizolacii Cistych enantiomérov,
hovorime o tranzientnej chiralite. Pokial’ sa rotacia spomali az do takej miery, Ze je mozné
jednotlivé konforméry izolovat’, tie sa stavaji pravymi izomérmy, tento jav sa nazyva
atropoizoméria a izoméry atropoizoméry . Hranica medzi atropoizomérmi a konformérmi je
arbitrarne stanovena Okiho pravidlom, podl'a ktorého su pri danej teplote atropoizoméry

. y : e y 92
konforméry s pol¢asom interkonverzie va&§im nez 1000 sekind .

Problematika axidlnej chirality benzanilidov bola doposial’ intenzivne Studovana

80.84,91,92.93 'Na druht stranu existuje

82, 83

najmé na pripade amidov s terciarnou amino skupinou
len zopar prac venujucich sa problému axidlnej chirality u tiobenzanilidovych derivatov

a zv14st' u sekundarnych tiobenzanilidovych derivatov .

Narast objemu orto substituentov a s nim spojena zmena v konformacii zakladného
stavu vedie u derivatov (tio)benzanilidu ik zvdcSeniu rotacnej bariéry na (tio)amidickej
véizbe. Pricina spociva v skuto¢nosti, ze pocas rotacie okolo tejto vizby musi molekula prejst’
cez konformaciu, v ktorej obe Casti (tio)amidickej skupiny leZia vzajomne kolmo na seba. To
vV kombinécii so skutocnostou, ze v zdkladnom stave je U tychto molektl aromatické jadro
kolmé na rovinu (tio)amidickej vdzby vedie k narastu potencialnej energie tejto tranzitnej

;e vy e o e s 4
konformécie a k zva&seniu rotatnej bariéry **,

Na zaver tejto kapitoly je uvedeny prehlad (Obrazok 16), ktory obsahuje vsetky
teoreticky mozné izoméry (tio)benzanilidovych derivatov, za predpokladu nekoplanarity
aromatickych jadier a (tio)amidickej skupiny a dostato¢nej bariéry na vazbach CO(S)-NR, Ar-
CO(S)NR a Ar-NRCO(S) ¥
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Obrazok 16: Mozné izoméry derivatov (tio)benzanilidu za predpokladu nekoplanarity
aromatickych jadier a (tio)amidickej skupiny a dostato¢nej bariéry na vizbach CX-NR, Ar-
CXNR a Ar-NRCX: X =0/8, Y, Z = stéricky objemné substituenty neschopné podiel’at’ sa na
tvorbe vodikovej vazby, R = H, uhl'ovodikovy zvysok.
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4, EXPERIMENTALNA CAST

Vsetky chemikalie a rozpustadla pouzité pri vypracovani tejto dizertaénej prace boli
zaktpené u firmy Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika alebo Penta, Praha, Ceska republika

a boli pouzité bez d’alSieho Cistenia.
4.1. Synteticka cast’

4.1.1. VSeobecné metody

K monitorovaniu reakcii a ku kontrole ¢istoty produktov bola pouzita tenkovrstvova
chromatografia (TLC) na TLC doskach s 0,2mm vrstvou silikagelu 60 Fjs4 (Merck, KGaA,
Darmstadt, Nemecko). K vizualizacii TLC skvin latok bolo pouzité UV Ziarenie o vinovej
dizke 254 a 366 nm. Pre kolonovia chromatografiu bol pouzity silikagel 60 s velkostou &astic
0,063-0,2 mm (Fluka, Praha, Ceska republika).

Body topenia boli stanovené V otvorenych kapilarach pomocou pristroja pre
stanovenie bodu topenia B-540 alebo M-560 (Biichi Labortechnik AG, Flawil, Svajéiarsko)
a su nekorigované. IR spektra boli zmerané v rozmedzi 400-4000 cm™ pomocou spektrometra
Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) s pouzitim ATR
techniky. Pokial’ nebude uvedené inak, NMR spektra boli merané v DMSO-dg alebo CDCl;
roztoku pri laboratornej teplote NMR spektrometrom Varian Mercury Vxbb 300 (300 MHz
pre *H a 75,5 MHz pre *3C, Varian Co., Palo Alto, CA, USA) a Varian Mercury (500 MHz
pre *H a 125 MHz pre °C, Varian Co., Palo Alto, CA, USA). Chemické posuny (8) su
udavané v ppm a st nepriamo vztiahnuté k tetrametylsildnu ako vnutornému Standardu. MS
spektrd boli zmerané na hmotnostnom spektrometre S chemickou ionizaciou za
atmosférického tlaku (APCI) a analyzatorom na principe i6novej pasce (IT) Agilent 500 lon
Trap LC/MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). K priprave vzoriek bol pouzity
metanol pre MS analyzu. Elementirna analyza (C, H, N, S) bola uskuto¢nend na
automatickom mikroanalyzatore CHNS-O CE instrument, FISONS EA 1110 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).
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4.1.2. Derivaty 2-metoxybenzanilidu a jeho tioxo analogu

Tieto zla¢eniny boli publikované v praci s originalnym nazvom: Synthesis and in

vitro antimycobacterial activity of 2-methoxybenzanilides and their thioxo analogues.

J. Kozic, E. Novotna, M. Volkova, J. Stolarikova, F. Trejtnar, J. Vinsova, Eur. J.
Med. Chem. 56 (2012) 387-395, (kapitola 8, Zoznam publikacii a prezentacii, ¢lanok 1).

d& e e
e & Cﬁ
—>
OCHs O/ OCHs OCHs

1 3 4

Schéma 1: Priprava 2-metoxybenzanilidov (3) a ich tioxo analogov (4): R' = 4-Cl, 5-Cl, R? =
3-NOy, 4-NOy, 3-Cl, 4-Cl, 3,4-di-Cl, 3-Br, 4-Br, 3-CF3, 4-CF5. Cinidla: (a) PCls, (b) P4S1o.

Postup pripravy derivatov 2-metoxybenzanilidu 3 (postup A %)

Ekvimolarne mnozstvo 4/5-chlor-2-metoxybenzoovej kyseliny 1 (5,0 mmol),
substituovaného anilinu 2 (5,0 mmol) aPCl; (5,0 mmol) bolo rozpustené v 20 ml
chlorbenzénu a bolo zahrievané za miesania pri teplote varu po dobu 3 hodin. Nasledne bola

reak¢na zmes za tepla sfiltrovana, zbavena rozpustadla a krystalizovana zo zmesi EtOH/H,0.

Pripravené derivaty 2-metoxybenzanilidu 3

4-chlor-2-metoxy-N-(3-nitrofenyl)benzamid (3a)

Vytazok: 64,5 %, ZIta pevna latka; t. t. 185-186 °C; IR (ATR): 3331 (v NH), 3071 (v CH
aromaticka), 1670 (amid 1), 1590 (v CC aromaticka), 1544 (amid I1), 1520 (vas NOy), 1477 (v
CC aromaticka), 1354 (vs NO2) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 10,57 (1H, s, NH),
8,76 (1H, m, H2"), 8,04 (1H, m, H4"), 7,95 (1H, m, H6"), 7,64 (1H, t, J = 8,1 Hz, H5"), 7,63
(1H, d, J = 8,2 Hz, H6), 7,29 (1H, d, J = 1,8 Hz, H3), 7,14 (1H, dd, J = 8,2 Hz, J = 1,8 Hz,
H5), 3,91 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-dg, 75 MHz): & 164,60; 157,55; 148,16; 140,18;
136,80; 131,19; 130,33; 125,96; 123,77; 120,68; 118,39; 113,99; 112,71; 56,68; LRMS-
APCI": m/z 307 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre C14H11CIN,O4 (306,70) vypocitané: C
54,83; H 3,62; N 9,13; najdené: C 54,74; H 3,93; N 9,11.

4-chlor-2-metoxy-N-(4-nitrofenyl)benzamid (3b)

Vytazok: 60,3 %, zIta pevna latka; t. t. 223-226 °C; IR (ATR): 3327 (v NH), 3115 (v CH
aromaticka), 1677 (amid I), 1593 (v CC aromaticka), 1551 (amid II), 1506 (vas NO>), 1479 (v
CC aromaticka), 1328 (vs NO,) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 10,70 (1H, s, NH),
8,29-8,21 (2H, m, H3’, H5"), 8,00-7,91 (2H, m, H2", H6"), 7,62 (1H, d, J = 8,2 Hz, H6), 7,29
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(1H, d, J = 1,8 Hz, H3), 7,14 (1H, dd, J = 8,2 Hz, J = 1,8 Hz, H5), 3,90 (3H, s, OCHy); *C
NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 164,82; 157,55; 14521; 142,66; 136,88; 131,16; 125,14;
123,83; 120,69; 119,56 112,73; 56,69; LRMS-APCI*: m/z 307 [M+H]"; Elementarna analyza
(%) pre CiH1:CIN,0, (306,70) vypoditané: C 54,83; H 3,62; N 9,13; najdené: C 54,90; H
3,81; N 9,21.

4-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-metoxybenzamid (3c)

Vytazok: 71,3 %, biela pevna latka; t. t. 116—-118 °C; IR (ATR): 3355 (v NH), 1668 (amid 1),
1587 (v CC aromatické), 1534 (amid II), 1482, 1460 (v CC aromatickd) cm™; *H NMR
(DMSO-dg, 300 MHz): 6 10,28 (1H, s, NH), 7,91 (1H, t, J = 2,1 Hz, H2"), 7,65-7,57 (2H, m,
H6, H4"), 7,36 (1H, t, J =8,1 Hz, H5"), 7,27 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 7,15 (1H, m, H6"), 7,13
(1H, dd, J = 8,2 Hz, J = 1,9 Hz, H5), 3,90 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-dg, 75 MHz): &
164,22; 157,50; 140,52; 136,61; 133,27; 131,18; 130,63; 123,96; 123,55; 120,66; 119,31,
118,32: 112,68: 56,67: LRMS-APCI™: m/z 296 [M+H]+; Elementarna analyza (%) pre
C14H11CI,NO; (296,15) vypocitané: C 56,78; H 3,74; N 4,73; najdené: C 56,90; H 3,61; N
4,85.

4-chlor-N-(4-chlorfenyl)-2-metoxybenzamid (3d)

Vytazok: 61,7 %, biela pevna latka; t. t. 127—128 °C; IR (ATR): 3378 (v NH), 3073 (v CH
aromaticka), 1667 (amid I), 1596 (v CC aromaticka), 1540 (amid II), 1492, 1463 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 10,23 (1H, s, NH), 7,79-7,70 (2H, m,
H3’, H5"), 7,61 (1H, d, J = 8,2 Hz, H6), 7,42-7,34 (2H, m, H2", H6"), 7,27 (1H, d, J = 1,9 Hz,
H3), 7,12 (1H, dd, J = 8,2 Hz, J = 1,9 Hz, H5), 3,90 (3H, 5, OCH3); *C NMR (DMSO-ds, 75
MHz): 6 164,00; 157,48; 138,05; 136,49; 131,16; 128,82; 127,39; 124,10; 121,44; 120,64;
112,65; 56,64; LRMS-APCI": m/z 296 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre C14H1:CI.NO;
(296,15) vypocitané: C 56,78; H 3,74; N 4,73; najdené: C 56,98; H 4,01; N 4,76.

4-chlor-N-(3,4-dichlorfenyl)-2-metoxybenzamid (3e)

Vytazok: 51,5 %, biela pevna latka; t. t. 165-167 °C; IR (ATR): 3343 (v NH), 3106 (v CH
aromaticka), 1665 (amid I), 1584 (v CC aromaticka), 1525 (amid Il), 1476, 1464, 1456 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 10,37 (1H, s, NH), 8,09 (1H, d, J = 2,4
Hz, H2"), 7,66 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,4 Hz, H6"), 7,64-7,56 (2H, m, H6, H5"), 7,28 (1H, d,
J =1,8 Hz, H3), 7,13 (1H, dd, J = 8,2 Hz, J = 1,8 Hz, H5), 3,90 (3H, s, OCHs); *C NMR
(DMSO-ds, 75 MHz): & 164,30; 157,51; 139,15; 136,77; 131,21; 131,19; 130,86; 125,27,
123,71; 121,07; 120,69; 119,97; 112,70; 56,69; LRMS-APCI*: m/z 330 [M+H]"; Elementarna
analyza (%) pre Ci4H10CIsNO; (330,59) vypocitané: C 50,86; H 3,05; N 4,24; najdené: C
50,95; H 3,37; N 4,23.

N-(3-bromfenyl)-4-chlor-2-metoxybenzamid (3f)

Vytazok: 73,9 %, biela pevna latka; t. t. 136—137 °C; IR (ATR): 3355 (v NH), 3081 (v CH
aromaticka), 1670 (amid 1), 1588 (v CC aromaticka), 1536 (amid IlI), 1484, 1461 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): 8 10,25 (1H, s, NH), 8,05 (1H, m, H2"),
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7,65 (1H, m, H4"), 7,61 (1H, d, J = 8,2 Hz, H6), 7,32-7,25 (3H, m, H3, H5", H6"), 7,12 (1H,
dd, J = 8,2 Hz, J = 1,9 Hz, H5), 3,90 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): &
164,16; 157,50; 140,64; 136,61; 131,18; 130,90; 126,44; 123,92; 122,17; 121,73; 120,65;
118,70; 112,67; 56,66; LRMS-APCI*: m/z 340 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre
CHuBrCINO; (340,60) vypo¢itané: C 49,37; H 3,26; N 4,11; najdené: C 49,33; H 3,60; N
4,17.

N-(4-bromfenyl)-4-chlor-2-metoxybenzamid (3g)

Vytazok: 66,8 %, biela pevna latka; t. t. 124-126 °C; IR (ATR): 3350 (v NH), 3104 (v CH
aromaticka), 1668 (amid I), 1589 (v CC aromaticka), 1539 (amid II), 1488, 1460 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 10,23 (1H, s, NH), 7,74-7,65 (2H, m,
H3’, H5"), 7,60 (1H, d, J = 8,2 Hz, H6), 7,56-7,48 (2H, m, H2", H6"), 7,27 (1H, d, J = 1,9 Hz,
H3), 7,12 (1H, dd, J = 8,2 Hz, J = 1,9 Hz, H5), 3,90 (3H, s, OCHs); **C NMR (DMSO-dg, 75
MHz): 6 164,02; 157,48; 138,47; 136,50; 131,74; 131,16; 124,11; 121,81; 120,64; 115,44;
112,66; 56,65; LRMS-APCI*: m/z 340 [M+H]+; Elementarna analyza (%) pre C14H1:BrCINO;
(340,60) vypocitané: C 49,37; H 3,26; N 4,11; najdené: C 49,61; H 3,58; N 4,15.

4-chlor-2-metoxy-N-(3-(trifluormetyl)fenyl)benzamid (3h)

Vytazok: 73,2 %, biela pevna latka; t. t. 117—119 °C; IR (ATR): 3355 (v NH), 1670 (amid 1),
1592 (v CC aromaticka), 1558 (amid I1), 1493 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO—dj,
300 MHz): & 10,43 (1H, s, NH), 8,22 (1H, m, H2"), 7,91 (1H, m, H4"), 7,63 (1H, d, J = 8,1
Hz, H6), 7,56 (1H, t, J = 8,1 Hz, H5"), 7,44 (1H, m, H6"), 7,28 (1H, d, J = 1,8 Hz, H3), 7,13
(1H, dd, J = 8,1 Hz, J = 1,8 Hz, H5), 3,91 (3H, s, OCHs); **C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): &
164,44; 157,53; 139,84; 136,67; 131,17; 130,16; 129,87 (1C, q, J = 31,2 Hz, C3’); 124,51
(1C, g, J = 270,6 Hz, CF3); 123,91; 123,51; 120,65; 120,19 (1C, q, J = 4,0 Hz, C2"); 115,91
(1C, q, J = 4,1 Hz, C4"); 112,69; 56,67, LRMS-APCI": m/z 330 [M+H]"; Elementarna
analyza (%) pre CisH11CIF3NO; (329,70) vypocitané: C 54,64; H 3,36; N 4,25; najdené: C
54,30; H 3,48; N 4,47.

4-chlor-2-metoxy-N-(4-(trifluormetyl)fenyl)benzamid (3i) %

Vytazok: 67,8 %, biela pevna latka; t. t. 141-142 °C; IR (ATR): 3368 (v NH), 1673 (amid 1),
1594 (v CC aromaticka), 1541 (amid I1), 1483, 1464 (v CC aromatickd) cm™; 'H NMR
(DMSO-ds, 300 MHz): 6 10,46 (1H, s, NH), 7,97-7,88 (2H, m, H3", H5"), 7,75-7,66 (2H, m,
H2’, H6"), 7,62 (1H, d, J = 8,2 Hz, H6), 7,28 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 7,13 (1H, dd, J = 8,2
Hz, J = 1,9 Hz, H5), 3,90 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 164,51; 157,53;
142,66; 136,67; 131,16; 126,26 (2C, q, J = 3,9 Hz, C3',C5"); 125,25 (1C, q, J = 269,5 Hz,
CF3); 124,02; 123,80 (1C, q, J = 31,8 Hz, C4"); 120,66; 119,77; 112,70; 56,67; LRMS-
APCI": m/z 330 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre C15sH11CIFsNO, (329,70) vypoditané:
C 54,64; H 3,36; N 4,25; najdené: C 54,43; H 3,25; N 4,44.

5-chlor-2-metoxy-N-(3-nitrofenyl)benzamid (3j)

Vytazok: 47,5 %, biela pevna latka; t. t. 190-192 °C; IR (ATR): 3318 (v NH), 1670 (amid I),
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1596 (v CC aromatickd), 1552 (amid I1), 1530 (v.s NO), 1474, 1458, 1433 (v CC
aromaticka), 1338 (vs NO,) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 10,66 (1H, s, NH), 8,76
(1H, t, J =22 Hz, H2"), 8,03 (1H, m, H4"), 7,96 (1H, m, H6"), 7,63 (1H, t, J = 8.2 Hz, H5"),
7,62 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,56 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,22 (1H, d, J = 8,8
Hz, H3), 3,87 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 164,17; 155,51; 148,15;
140,14; 131,81; 130,38; 128,97; 126,65; 125,94; 124,42; 118,48; 114,24; 113,99; 56,53;
LRMS-APCI": m/z 307 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre Ci4H11CIN,O4 (306,70)
vypocitané: C 54,83; H 3,62; N 9,13; najdené: C 54,56; H 3,91; N 8,88.

5-chlor-2-metoxy-N-(4-nitrofenyl)benzamid (3k)

Vytazok: 49,3 %, zIta pevna latka; t. t. 209-211 °C; IR (ATR): 3318 (v NH), 1677 (amid 1),
1596 (v CC aromaticka), 1553 (amid I1), 1513 (vss NO,), 1478, 1454 (v CC aromaticka), 1330
(us NO,) cm™; *H NMR (DMSO—ds, 300 MHz): § 10,79 (1H, s, NH), 8,29-8,21 (2H, m, H3’,
H5"), 8,00-7,92 (2H, m, H2’, H6"), 7,61 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,57 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J =
2,8 Hz, H4), 7,22 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 3,87 (3H, s, OCH3); *C NMR (DMSO-ds, 75
MHz): § 164,38; 155,50; 145,16; 142,72; 131,89; 128,94; 126,69; 125,17; 124,43; 119,59;
114,25: 56,54: LRMS-APCI™: m/z 307 [M+H]+; Elementarna analyza (%) pre C14H1:CIN,O4
(306,70) vypocitané: C 54,83; H 3,62; N 9,13; najdené: C 54,38; H 3,21; N 8,95.

5-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-metoxybenzamid (3I)

Vytazok: 71,7 %, biela pevna latka; t. t. 133-135 °C; IR (ATR): 3326 (v NH), 3080 (v CH
aromaticka), 1667 (amid 1), 1588 (v CC aromaticka), 1525 (amid II), 1483, 1463 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): § 10,35 (1H, s, NH), 7,91 (1H, t, J = 2,1
Hz, H2"), 7,65-7,58 (2H, m, H6, H4"), 7,54 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,36 (1H, t,
J=28,1 Hz, H5"), 7,20 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 7,15 (1H, m, H6"), 3,87 (3H, s, OCHs); °C
NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 163,71; 155,47; 140,44; 133,26; 131,66; 130,61; 128,97,
126,76; 124,42; 123,62; 119,33; 118,32; 114,21; 56,50; LRMS-APCI": m/z 296 [M+H]";
Elementarna analyza (%) pre Ci14H11CI,NO; (296,15) vypocitané: C 56,78; H 3,74; N 4,73;
najdené: C 56,41; H 3,64; N 4,66.

5-chlor-N-(4-chlorfenyl)-2-metoxybenzamid (3m)

Vytazok: 70,0 %, biela pevna latka; t. t. 135-137 °C; IR (ATR): 3335 (v NH), 3085 (v CH
aromaticka), 1665 (amid I), 1591 (v CC aromaticka), 1535 (amid II), 1491, 1477 (v CC
aromaticka) cm™; 'H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 10,32 (1H, s, NH), 7,79-7,70 (2H, m,
H3’, HS"), 7,59 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,54 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,43-7,35
(2H, m, H2", H6"), 7,19 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 3,86 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO—ds,
75 MHz): 6 163,55; 155,45; 138,02; 131,57; 128,97; 128,85; 127,48; 126,95; 124,42; 121,45;
114,19; 56,50; LRMS-APCI": m/z 296 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre C14H1:CI.NO;
(296,15) vypocitané: C 56,78; H 3,74; N 4,73; najdené: C 56,40; H 4,16; N 4,66.
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5-chlor-N-(3,4-dichlorfenyl)-2-metoxybenzamid (3n)

Vytazok: 50,2 %, biela pevna latka; t. t. 175-177 °C; IR (ATR): 3343 (v NH), 3099 (v CH
aromaticka), 1674 (amid 1), 1587 (v CC aromaticka), 1529 (amid II), 1476, 1469 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 10,45 (1H, s, NH), 8,09 (1H, d, J = 2,3
Hz, H2"), 7,65 (1H, dd, J = 9,0 Hz, J = 2,3 Hz, H6"), 7,62-7,57 (2H, m, H6, H5"), 7,54 (1H,
dd, J = 8,9 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 7,20 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 3,87 (3H, 5, OCHs); *C NMR
(DMSO-ds, 75 MHz): & 163,83; 155,48; 139,09; 131,80; 131,19; 130,87; 128,99; 126,55;
125,36; 124,43; 121,07; 119,96; 114,23; 56,52; LRMS-APCI*: m/z 330 [M+H]"; Elementarna
analyza (%) pre C14H10CI3sNO; (330,59) vypoéitané: C 50,86; H 3,05; N 4,24; najdené: C
50,38; H 3,26; N 4,17.

N-(3-bromfenyl)-5-chlor-2-metoxybenzamid (30)

Vytazok: 68,3 %, biela pevna latka; t. t. 133-134 °C; IR (ATR): 3350 (v NH), 1661 (amid 1),
1592 (v CC aromatické), 1534 (amid II), 1479, 1459 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR
(CDCls, 300 MHz): § 9,72 (1H, s, NH), 8,20 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,88 (1H, t, J = 1,9 Hz,
H2"), 7,55 (1H, m, H4"), 7,42 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,25 (1H, m, H6"), 7,21
(1H,t,J=7,9 Hz, H5"), 6,96 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 4,05 (3H, s, OCHs); *C NMR (CDCls,
75 MHz): 8 161,86; 155,63; 139,29; 133,03; 132,13; 130,25; 127,28; 127,15; 123,19; 122,67,
122,57; 118,85; 113,05; 56,68; LRMS-APCI*: m/z 340 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre
C14H11BrCINO; (340,60) vypocitané: C 49,37; H 3,26; N 4,11; najdené: C 49,04; H 3,56; N
4,04,

N-(4-bromfenyl)-5-chlor-2-metoxybenzamid (3p)

Vytazok: 40,7 %, biela pevna latka; t. t. 139-141 °C; IR (ATR): 3337 (v NH), 3084 (v CH
aromaticka), 1666 (amid I), 1594, 1586 (v CC aromaticka), 1535 (amid Il), 1488, 1477 (v CC
aromaticka) cm™; 'H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 10,31 (1H, s, NH), 7,74-7,66 (2H, m,
H3’, H5"), 7,59 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,57-7,48 (3H, m, H4, H2", H6"), 7,19 (1H, d,J=8,9
Hz, H3), 3,86 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 163,54; 155,44; 138,42;
131,74; 131,56; 128,95; 126,94; 124,41; 121,81; 115,53; 114,18; 56,49; LRMS-APCI": m/z
340 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre C14H1:BrCINO; (340,60) vypocitané: C 49,37; H
3,26; N 4,11; najdené: C 49,12; H 3,59; N 4,00.

5-chlor-2-metoxy-N-(3-(trifluormetyl)fenyl)benzamid (3q) *

Vytazok: 53,2 %, biela pevna latka; t. t. 107—108 °C; IR (ATR): 3342 (v NH), 1665 (amid 1),
1597 (v CC aromaticka), 1559 (amid I1), 1479 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO—dj,
300 MHz): 6 10,51 (1H, s, NH), 8,21 (1H, m, H2"), 7,90 (1H, m, H4"), 7,68-7,50 (3H, m, H4,
H6, H5"), 7,44 (1H, m, H6"), 7,21 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 3,87 (3H, s, OCH5); *C NMR
(DMSO-ds, 75 MHz): & 164,01; 155,50; 139,80; 131,71; 130,19; 129,83 (1C, ¢, J = 31,4 Hz,
C3); 128,96; 126,78; 124,80 (1C, q, J = 270,6 Hz, CFs); 124,41; 123,50; 120,27 (1C, q, J =
4,0 Hz, C2"); 115,95 (1C, q, J =4,3 Hz, C4"); 114,23; 56,52; LRMS-APCI": m/z 330 [M+H]";
Elementarna analyza (%) pre C15H11CIF3NO; (329,70) vypocitané: C 54,64; H 3,36; N 4,25,
najdené: C 54,81; H 2,98; N 4,16.
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5-chlor-2-metoxy-N-(4-(trifluormetyl)fenyl)benzamid (3r) *

Vytazok: 75,3 %, biela pevna latka; t. t. 131-133 °C; IR (ATR): 3336 (v NH), 1675 (amid 1),
1605 (v CC aromaticka), 1545 (amid I1), 1481 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO—dj,
300 MHz): & 10,54 (1H, s, NH), 7,97-7,89 (2H, m, H3", H5"), 7,75-7,66 (2H, m, H2’, H6"),
7,60 (1H, d, J = 2,7 Hz, H6), 7,55 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 7,21 (1H, d, J = 8,8
Hz, H3), 3,87 (3H, s, OCHj); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 164,05; 155,48; 142,59;
131,71; 128,94, 126,86; 126,25 (2C, g, J = 3,9 Hz, C3’, C5); 125,17 (1C, q, J = 268,9 Hz,
CFs); 124,42; 124,06 (1C, g, J = 31,8 Hz, C4"); 119,77; 114,22; 56,51; LRMS-APCI": m/z
330 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre C15sH11CIFsNO; (329,70) vypocitané: C 54,64; H
3,36; N 4,25; najdené: C 54,26; H 3,11; N 4,21.

Postup pripravy derivatov 2-metoxytiobenzanilidu 4 (postup B )

Suspenzia prislusného benzanilidu (3a-3r) (2,0 mmol) a ekvimolarneho mnozstva
P4S10 (2,0 mmol) v 25 ml pyridinu bola za intenzivneho mieSania zahrievana pri teplote varu
do doby pokial’ bol podl'a TLC pritomny v reakénej zmesi benzanilid (3-8 hodin). V pripade
potreby bol pridany d’alsi P4Sip. Nésledne bola opatrne pridana 'adova voda, zmes bola
extrahovand trikrat 50 ml CHCls, organické faze boli spojené, vysusené Na,SO,

a oddestilované dosucha. Olejovity zvySok bol ¢isteny chromatograficky.

Pripravené derivaty 2-metoxytiobenzanilidu 4

4-chlor-2-metoxy-N-(3-nitrofenyl)benztioamid (4a)

Vytazok: 23,0 %, zIta pevna latka; t. t. 160-162 °C; IR (ATR): 3304 (v NH),1589, 1561 (v
CC aromaticka), 1524 (vss NO,), 1477, 1462 (v CC aromaticka), 1345 (vs NO,) cm™; 'H
NMR (DMSO-dg, 300 MHz): 6 12,16 (1H, s, NH), 9,13 (1H, t, J = 2,2 Hz, H2"), 8,30 (1H, m,
H4"), 8,11 (1H, m, H6"), 7,72 (1H, t, J = 8,2 Hz, HS"), 7,51 (1H, d, J = 8,2 Hz, H6), 7,23 (1H,
d, J = 1,9 Hz, H3), 7,09 (1H, dd, J = 8,2 Hz, J = 1,9 Hz, H5), 3,85 (3H, s, OCH3); *C NMR
(DMSO-ds, 75 MHz): & 195,25; 154,98; 147,70; 140,69; 135,34; 132,30; 131,26; 130,33;
128,94; 120,83; 120,34; 116,84; 112,38; 56,58; LRMS-APCI*: m/z 323 [M+H]"; Elementarna
analyza (%) pre Ci4H1;CIN2O3S (322,77) vypocitané: C 52,10; H 3,44; N 8,68; S 9,93;
najdené: C 52,31; H 3,53; N 8,94; S 10,07.

4-chlor-2-metoxy-N-(4-nitrofenyl)benztioamid (4b)

Vytazok: 20,0 %, zIta pevna latka; t. t. 153-154 °C; IR (ATR): 3364 (v NH), 1589, 1561 (v
CC aromaticka), 1510 (vss NO,), 1491, 1473 (v CC aromaticka), 1318 (vs NO,) cm™; H
NMR (DMSO-dg, 300 MHz): 6 12,20 (1H, s, NH), 8,39-8,26 (4H, m, H2", H3", H5", H6"),
7,49 (1H, d, J = 8,2 Hz, H6), 7,23 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 7,09 (1H, dd, J =8,2 Hz, J=1,9
Hz, H5), 3,84 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 195,83; 154,96; 145,41;
144,17; 135,43; 132,58; 131,31; 124,71; 122,47; 120,36; 112,38; 56,57; LRMS-APCI": m/z
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323 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre C14H11CIN,OsS (322,77) vypoéitané: C 52,10; H
3,44; N 8,68; S 9,93; ngjdené: C 52,38; H 3,62; N 8,51; S 9,79.

4-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-metoxybenztioamid (4c)

Vytazok: 50,2 %, zItd pevna latka; t. t. 124-125 °C; IR (ATR): 3290 (v NH), 1588, 1565,
1479, 1460 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): § 10,53 (1H, s, NH), 8,41
(1H, d, J = 8,6 Hz, H6), 7,85 (1H, t, J = 2,0 Hz, H2"), 7,62 (1H, m, H4"), 7,35 (1H, t, J = 8,0
Hz, H5'), 7,26 (1H, m, H6"), 7,06 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 1,9 Hz, H5), 6,98 (1H, d, J = 1,9
Hz, H3), 4,00 (3H, s, OCHj3); *C NMR (CDCls, 75 MHz): § 193,78; 154,99; 140,16; 138,57;
136,34; 134,36; 129,81; 126,88; 126,84; 124,19; 122,38; 121,77; 112,09; 56,70; LRMS-
APCI": m/z 312 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre C14H1:CI,NOS (312,21) vypodcitané: C
53,86; H 3,55; N 4,49; S 10,27; ndjdené: C 54,11; H 3,71; N 4,72; S 10,02.

4-chlor-N-(4-chlorfenyl)-2-metoxybenztioamid (4d)

Vytazok: 54,0 %, zIta pevna latka; t. t. 128-129 °C; IR (ATR): 1590, 1565, 1527, 1488, 1460
(v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): & 10,52 (1H, s, NH), 8,42 (1H, d, J =
8,6 Hz, H6), 7,75-7,66 (2H, m, H3", H5"), 7,43-7,34 (2H, m, H2’, H6"), 7,07 (1H, dd, J = 8,6
Hz, J = 1,9 Hz, H5), 6,98 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 4,00 (3H, s, OCH3); **C NMR (CDCls, 75
MHz): 6 193,64; 155,02; 138,53; 137,61; 136,35; 132,01; 128,96, 126,79; 125,52; 121,76;
112,07; 56,68; LRMS-APCI*: m/z 312 [M+H]+; Elementarna analyza (%) pre C14H1;CI,NOS
(312,21) vypocitané: C 53,86; H 3,55; N 4,49; S 10,27; najdené: C 53,65; H 3,45; N 4,56;
S 10,15.

4-chlor-N-(3,4-dichlorfenyl)-2-metoxybenztioamid (4e)

Vytazok: 39,0 %, ZIta pevna latka; t. t. 122—-123 °C; IR (ATR): 3300 (v NH), 1583, 1542,
1477, 1459 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): § 10,56 (1H, s, NH), 8,40
(1H, d, J = 8,6 Hz, H6), 7,97 (1H, d, J = 2,5 Hz, H2"), 7,59 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J = 2,5 Hz,
H6"), 7,46 (1H, d, J=8,7 Hz, H5"), 7,06 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 1,9 Hz, H5), 6,98 (1H, d, J =
1,9 Hz, H3), 4,01 (3H, s, OCHy); BC NMR (CDCl3, 75 MHz): 6 193,87; 155,00; 138,80;
138,36; 136,42; 132,58; 130,33; 130,15; 126,52; 125,77; 123,56; 121,84; 112,09; 56,75;
LRMS-APCI*: m/z 346 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre Ci4H1oCIsNOS (346,66)
vypocitané: C 48,51; H 2,91; N 4,04; S 9,25; najdené: C 48,27; H 3,05; N 4,15; S 9,02.

N-(3-bromfenyl)-4-chlor-2-metoxybenztioamid (4f)

Vytazok: 53,4 %, zIta pevna latka; t. t. 129-130 °C; IR (ATR): 3303 (v NH), 1588, 1560,
1547, 1477 (v CC aromaticka) cm™; 'H NMR (CDCls, 300 MHz): 5 10,52 (1H, s, NH), 8,41
(1H, d, J = 8,6 Hz, H6), 7,97 (1H, m, H2"), 7,69 (1H, m, H4"), 7,41 (1H, m, H6"), 7,28 (1H, t,
J=8,1 Hz, H5"), 7,06 (1H, m, H5), 6,98 (1H, m, H3), 4,00 (3H, s, OCH3); *C NMR (CDCls,
75 MHz): 193,81; 155,00; 140,29; 138,59; 136,35; 130,07; 129,79; 127,04; 126,82; 122,91,
122,21; 121,78; 112,09; 56,72; LRMS-APCI": m/z 356 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre
C14H11BrCINOS (356,67) vypocitané: C 47,14; H 3,11; N 3,93; S 8,99; najdené: C 46,96; H
3,34; N 3,79; S 8,94.
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N-(4-bromfenyl)-4-chlor-2-metoxybenztioamid (4g)

Vytazok: 29,0 %, zIta pevna latka; t. t. 123-124 °C; IR (ATR): 1592, 1566, 1486, 1462 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): & 10,52 (1H, s, NH), 8,42 (1H, d, J = 8,6 Hz,
H6), 7,69-7,62 (2H, m, H3",H5"), 7,58-7,54 (2H, m, H2",H6"), 7,07 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J =
2,0 Hz, H5), 6,98 (1H, d, J = 2,0 Hz, H3), 4,00 (3H, s, OCH3); *C NMR (CDCls, 75 MHz): §
193,57; 155,00; 138,55; 138,10; 136,36; 131,93; 126,81; 125,77; 121,78; 119,88; 112,08;
56,70; LRMS-APCI*: m/z 356 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre CisH11BrCINOS
(356,67) vypocitané: C 47,14; H 3,11; N 3,93; S 8,99; najdené: C 47,20; H 3,31; N 3,96;
$9,37.

4-chlor-2-metoxy-N-(3-(trifluormetyl)fenyl)benztioamid (4h)

Vytazok: 37,0 %, ZIta pevna latka; t. t. 109—-110 °C; IR (ATR): 3289 (v NH), 1591, 1566,
1483, 1450 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): § 10,64 (1H, s, NH), 8,44
(1H, d, J = 8,6 Hz, H6), 8,05-7,95 (2H, m, H2’, H4"), 7,60-7,50 (2H, m, H5", H6"), 7,08 (1H,
dd, J = 8,6 Hz, J = 1,9 Hz, H5), 7,00 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 4,03 (3H, s, OCHs); *C NMR
(CDCls, 75 MHz): 6 194,17; 155,07; 139,56; 138,75; 136,46; 131,28 (1C, q, J = 32,5 Hz,
C3"); 129,38; 127,67; 126,67; 123,66 (1C, g, J = 270,8 Hz, CF3); 123,41 (1C, q, J = 3,8 Hz,
C2'); 121,86; 121,09 (1C, q, J = 3,8 Hz, C4"); 112,12; 56,75; LRMS-APCI": m/z 346
[M+H]"; Elementarna analyza (%) pre C1sH11CIFsNOS (345,77) vypo¢itané: C 52,10; H 3,21;
N 4,05; S 9,27; najdené: C 52,31; H 3,02; N 4,37; S 9,16.

4-chlor-2-metoxy-N-(4-(trifluormetyl)fenyl)benztioamid (4i)

Vytazok: 22,0 %, zIta pevna latka; t. t. 95-96 °C; IR (ATR): 1589, 1565, 1482, 1464 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): & 10,66 (1H, s, NH), 8,43 (1H, d, J = 8,6 Hz,
H6), 8,00-7,89 (2H, m, H3", H5"), 7,73-7,64 (2H, m, H2", H6"), 7,08 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J =
1,9 Hz, H5), 7,00 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 4,02 (3H, s, OCH3); *C NMR (CDCls, 75 MHz): &
193,95; 154,97; 142,03; 138,76; 136,40; 126,91; 126,06 (2C, q, J = 3,8 Hz, C3", C5"); 123,93;
121,89; 112,15; 56,75; LRMS-APCI": m/z 346 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre
C1sH11CIF3NOS (345,77) vypocitané: C 52,10; H 3,21; N 4,05; S 9,27; najdené: C 52,33; H
3,39; N 4,26; S 9,39.

5-chlor-2-metoxy-N-(3-nitrofenyl)benztioamid (4j)

Vytazok: 17,4 %, ZIta pevna latka; t. t. 158-159 °C; IR (ATR): 3291 (v NH), 1560 (v CC
aromaticka), 1531 (vas NO,), 1479, 1459 (v CC aromaticka), 1344 (vs NO,) cm™; *H NMR
(DMSO-ds, 500 MHz): 6 12,23 (1H, s, NH), 9,13 (1H, t, J=2,2 Hz, H2"), 8,29 (1H, m, H4"),
8,12 (1H, m, H6"), 7,73 (1H, t, J = 8,2 Hz, H5"), 7,51-7,45 (2H, m, H4, H6), 7,17 (1H, d, J =
8,5 Hz, H3), 3,82 (3H, 5, OCH3); *C NMR (DMSO—ds, 125 MHz): § 194,55; 153,04; 147,70;
140,56; 134,78; 130,36; 128,98; 128,94; 127,85; 124,10; 120,93; 116,90; 113,98; 56,47,
LRMS-APCI": m/z 323 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre Ci4H11CIN,O3S (322,77)
vypocitané: C 52,10; H 3,44; N 8,68; S 9,93; najdené: C 51,92; H 3,28; N 8,37; S 9,78.
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5-chlor-2-metoxy-N-(4-nitrofenyl)benztioamid (4k)

Vytazok: 17,0 %, zlta pevna latka; t. t. 171-172 °C; IR (ATR): 3276 (v NH), 1594 (v CC
aromaticka), 1565 (va.s NO,), 1493, 1477 (v CC aromaticka), 1322 (vs NO,) cm™; *H NMR
(DMSO-ds, 300 MHz): & 12,28 (1H, s, NH), 8,38-8,27 (4H, m, H2’, H3’, H5', H6"), 7,52-
7,44 (2H, m, H4, H6), 7,16 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 3,81 (3H, 5, OCH3); **C NMR (DMSO-
ds, 75 MHz): 6 195,09; 153,02; 145,32; 144,25; 135,06, 130,42; 128,98; 124,72; 124,12,
122,53; 113,98; 56,46; LRMS-APCI": m/z 323 [M+H]"; Elementérna analyza (%) pre
C14H11CIN,O3S (322,77) vypocitané: C 52,10; H 3.,44; N 8,68; S 9,93; najdené: C 52,37; H
3,35; N 8,85; S 10,05.

5-chlor-N-(3-chlorfenyl)-2-metoxybenztioamid (41)

Vytazok: 11,2 %, ZIta pevna latka; t. t. 103-104 °C; IR (ATR): 3243 (v NH), 1592, 1480,
1463 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): § 10,55 (1H, s, NH), 8,42 (1H, d,
J=2,7Hz, H6), 7,86 (1H, t, J =2,0 Hz, H2"), 7,64 (1H, m, H4"), 7,38 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J
= 2,7 Hz, H4), 7,36 (1H, t, J= 8,0 Hz, H5"), 7,27 (1H, m, H6"), 6,93 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3),
4,00 (3H, s, OCHs); *C NMR (CDCls, 75 MHz): & 193,31; 153,19; 140,10; 134,51; 134,41;
132,13; 129,86; 129,60; 126,95; 126,84; 124,06; 122,27; 113,08; 56,77; LRMS-APCI": m/z
312 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre C14H1:CI,NOS (312,21) vypoéitané: C 53,86; H
3,55; N 4,49; S 10,27; najdené: C 53,54; H 3,27; N 4,65; S 10,35.

5-chlor-N-(4-chlorfenyl)-2-metoxybenztioamid (4m)

Vytazok: 44,0 %, zIta pevna latka; t. t. 106-107 °C; IR (ATR): 3292 (v NH), 1592, 1552,
1477, 1460 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): § 10,54 (1H, s, NH), 8,43
(1H, d, J = 2,5 Hz, H6), 7,77-7,66 (2H, m, H3", H5"), 7,44-7,33 (3H, m, H4, H2’, H6"), 6,93
(1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 3,99 (3H, 5, OCHs); *C NMR (CDCls, 75 MHz): & 193,17; 153,22;
137,56; 134,51; 132,08; 129,62; 129,01; 126,84; 125,41; 113,08; 56,76; LRMS-APCI*: m/z
312 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre C14H1:CI,NOS (312,21) vypocitané: C 53,86; H
3,55; N 4,49; S 10,27; najdené: C 53,74; H 3,65; N 4,52; S 10,39.

5-chlor-N-(3,4-dichlorfenyl)-2-metoxybenztioamid (4n)

Vytazok: 15,9 %, zIta pevna latka; t. t. 122-123 °C; IR (ATR): 3301 (v NH), 1584, 1536,
1475, 1463 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): & 10,57 (1H, s, NH), 8,44
(1H, d, J = 2,7 Hz, H6), 7,98 (1H, d, J = 2,5 Hz, H2"), 7,63 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J = 2,5 Hz,
H6"), 7,49 (1H, d, J = 8,7 Hz, H5"), 7,40 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 6,94 (1H, d, J =
8,8 Hz, H3), 4,00 (3H, s, OCHs); *C NMR (CDCls, 75 MHz): & 193,47; 153,23; 138,35;
134,66; 132,70; 132,33; 130,43; 130,28; 129,35; 127,00; 125,71; 123,50; 113,11; 56,84;
LRMS-APCI*: m/z 346 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre Ci4H1oCIsNOS (346,66)
vypocitané: C 48,51; H 2,91; N 4,04; S 9,25; najdené: C 48,41; H 2,75; N 4,25; S 9,02.

N-(3-bromfenyl)-5-chlor-2-metoxybenztioamid (40)
Vytazok: 50,2 %, zIta pevna latka; t. t. 103—-105 °C; IR (ATR): 3238 (v NH), 1590, 1532,
1478, 1463 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): 10,54 (1H, s, NH), 8,41
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(1H, d, J = 2,7 Hz, H6), 7,98 (1H, t, J = 1,9 Hz, H2"), 7,69 (1H, m, H4"), 7,45-7,35 (2H, m,
H4, H6"), 7,29 (1H, t, J = 8,1 Hz, H5"), 6,93 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 3,96 (3H, 5, OCH3); *°C
NMR (DMSO - dg, 75 MHz): & 193,33; 153,20; 140,23; 134,48; 132,12; 130,11; 129,85;
129,61; 126,88; 126,83; 122,77; 122,24; 113,09; 56,78, LRMS-APCI": m/z 356 [M+H]";
Elementarna analyza (%) pre C14H11BrCINOS (356,67) vypocitané: C 47,14; H 3,11; N 3,93;
S 8,99; najdené: C 47,38; H 3,34; N 3,96; S 9,36.

N-(4-bromfenyl)-5-chlor-2-metoxybenztioamid (4p)

Vytazok: 50,3 %, zIta pevna latka; t. t. 116117 °C; IR (ATR): 3299 (v NH), 1594, 1551,
1479, 1458 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): § 10,53 (1H, s, NH), 8,43
(1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,72-7,62 (2H, m, H3", H5"), 7,58-7,50 (2H, m, H2", H6"), 7,38 (1H,
dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 6,93 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 3,99 (3H, s, OCHs); *C NMR
(CDCls3, 75 MHz): 6 193,09; 153,20; 138,06; 134,50; 132,09; 131,96; 129,63; 129,00; 126,84
125,63; 113,08: 56,77: LRMS-APCI™: m/z 356 [M+H]+; Elementarna analyza (%) pre
C14H11BrCINOS (356,67) vypocitané: C 47,14; H 3,11; N 3,93; S 8,99; najdené: C 47,19; H
3,38; N 4,15; S 9,21.

5-chlor-2-metoxy-N-(3-(trifluormetyl)fenyl)benztioamid (4q)

Vytazok: 31,3 %, ZIta pevna latka; t. t. 93-94 °C; IR (ATR): 3303 (v NH), 1573, 1540, 1484,
1453 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): § 10,66 (1H, s, NH), 8,43 (1H, d,
J =2,8 Hz, H6), 8,01-7,55 (4H, m, H2", H4’, H5", H6"), 7,39 (1H, dd, J =8,8 Hz, J = 2,8 Hz,
H4), 6,94 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 4,01 (3H, s, OCH3); *C NMR (CDCls, 75 MHz): & 193,66;
153,25; 139,49; 134,52; 132,24; 131,28 (1C, q, J = 32,5 Hz, C3"); 129.,41; 128,18; 127,48,
126,85; 124,79 (1C, q, J = 270,9 Hz, CF3); 123,43 (1C, q, J=3,7 Hz, C2"); 120,90 (1C, q,J =
3,9 Hz, C4'); 113,10; 56,78; LRMS-APCI": m/z 346 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre
C1sH11CIF3NOS (345,77) vypocitané: C 52,10; H 3,21; N 4,05; S 9,27; najdené: C 52,02; H
3,37; N 3,89; S 8,98.

5-chlor-2-metoxy-N-(4-(trifluormetyl)fenyl)benztioamid (4r)

Vytazok: 19,2 %, zIta pevna latka; t. t. 102-103 °C; IR (ATR): 3260 (v NH), 1593, 1550,
1476, 1463 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): § 10,68 (1H, s, NH), 8,42
(1H, d, J = 2,7 Hz, H6), 8,00-7,90 (2H, m, H3", H5"), 7,74-7,64 (2H, m, H2", H6"), 7,40 (1H,
dd, J = 8,8 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 6,94 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 4,01 (3H, s, OCH3); *C NMR
(CDCls, 75 MHz): & 193,50; 153,18; 141,97; 134,54; 132,27; 129,69; 128,43 (1C, q, J = 32,9
Hz, C4°); 126,94; 126,08 (2C, q, J = 3,7 Hz, C3’, C5"); 123,80; 123,78 (1C, q, J = 270,2 Hz,
CFs); 113,13; 56,81; LRMS-APCI": m/z 346 [M+H]"; Elementarna analyza (%) pre
C1sH11CIF3NOS (345,77) vypocitané: C 52,10; H 3,21; N 4,05; S 9,27; najdené: C 51,85; H
2,98: N 3,79; S 9,17.
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4.1.3. Derivaty 2-metoxy-2"-hydroxybenzanilidu a jeho tioxo analogu

Tieto zluceniny boli publikované v praci s originalnym nazvom: Synthesis and in
vitro antimycobacterial and isocitrate lyase inhibition properties of novel 2-methoxy-2'-

hydroxybenzanilides, their thioxo analogues and benzoxazoles.

J. Kozic, E. Novotna, M. Volkova, J. Stolarikova, F. Trejtnar, V. Wsol, J. Vinsova,

Eur. J. Med. Chem. 56 (2012) 108-119, (kapitola 8, Zoznam publikacii a prezentacii, ¢lanok
2).
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Schéma 2: Priprava 2-metoxy-2’-hydroxybenzanilidov (9) a ich tioxo analogov (11): R = 4-
Cl, 5-Cl, R? = 3,4-di-Cl, 3-Br, 4-Br, 3-CF3, 4-CF (2-amino-4/5-chlor/nitrofenol st komeréne
dostupné). Cinidla: (a) SOCI,, (b) 65 % HNO3, 99 % CH3COOH, (c) Fe, H,0, CH3COOH,
(d) TEA, (e) 1. P4S;o, 2. HCI.

Postup pripravy chloridu 4/5-chlor-2-metoxybenzoovej kyseliny 5
0,5 g (2,7 mmol) 4/5-chlor-2-metoxybenzoovej kyseliny 1 bolo rozpustené v 10 ml
SOCI,. Roztok bol nasledne za mieSania zahrievany pri teplote varu pod spatnym chladi¢om s

CaCl, uzaverom po dobu 3 hodin. Potom bol pomocou destilacie za znizeného tlaku

odstraneny prebytok SOCI; a tekuty zvySok bez d’alSej izolacie pouZity v nasledujticej reakcii.
Postup pripravy derivatov 2-metoxy-2"-hydroxybenzanilidu 9 (postup C)

K chloridu 4/5-chlor-2-metoxybenzoovej kyseliny 5 (2,7 mmol), rozpustenom v 100
ml éteru, bolo pridané ekvimolarne mnozstvo (2,7 mmol) trietylaminu (TEA). Vznikla zmes
bola nasledne v priebehu 90 minut po kvapkach pridanéa k 40 ml mieSaného éterového roztoku

substituovaného 2-aminofenolu 8 (2,7 mmol). Po pridani chloridu kyseliny bola reakéna zmes
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eSte 1 hodinu mieSana pod CaCl, uzaverom za laboratornej teploty a potom extrahovana
postupne 50 ml 5% roztoku HCI, 50 ml 5% roztoku NaHCO3; a 50 ml H,O. Nakoniec bola
organicka faza vysusend pomocou Na,SO, a oddestilovana. Produkt bol izolovany kolénovou

chromatografiou a krystalizaciou.

Pripravené derivaty 2-metoxy-2"-hydroxybenzanilidu 9
4-chlor-N-(2-hydroxy-4-nitrofenyl)-2-metoxybenzamid (9a)

Vytazok: 55,8 %, zIta pevna latka; t. t. 270-273 °C, rozklad; IR (ATR): 3282 (b, v OH), 1641
(amid 1), 1621, 1585 (v CC aromatickd), 1542 (vss NO5), 1509, 1481, 1460 (v CC aromaticka),
1336 (us NO,) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 11,43 (1H, s, OH), 10,79 (1H, s, NH),
8,59 (1H, d, J = 9,1 Hz, H6"), 8,08 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6), 7,79 (1H, dd, J = 9,1 Hz, J = 2,6
Hz, H5"), 7,71 (1H, d, J = 2,6 Hz, H3"), 7,41 (1H, d, J = 1,6 Hz, H3), 7,23 (1H, dd, J = 8,5
Hz, J = 1,6 Hz, H5), 4,08 (3H, s, OCHj); *C NMR (DMSO-dg, 75 MHz): § 162,06; 158,09;
146,47; 142,54; 138,70; 133,78; 133,20; 121,72; 119,68; 118,64; 115,98; 113,52; 108.84;
57,47, Elementarna analyza (%) pre C14H1;CIN,Os (322,70) vypoéitané: C 52,11; H 3,44; N
8,68; najdené: C 51,95; H 3,38; N 8,44.

4-chlor-N-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)-2-metoxybenzamid (9b)

Vytazok: 49,3 %, ZIta pevna latka; t. t. 275-277 °C, rozklad; IR (ATR): 3346 (v NH), 1643
(amid 1), 1593 (v CC aromaticka), 1534 (vas NO,), 1499, 1479, 1459 (v CC aromaticka), 1336
(us NO,) cm™; 'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 12,03 (1H, bs, OH), 10,59 (1H, s, NH),
9,28 (1H, d, J=2,9 Hz, H6"), 8,07 (1H, d, J = 8,6 Hz, H6), 7,91 (1H, dd, J=8,9 Hz, J =29
Hz, H4"), 7,38 (1H, d, J = 2,0 Hz, H3), 7,21 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 2,0 Hz, H5), 7,05 (1H, d,
J = 8,9 Hz, H3"), 4,07 (3H, s, OCH3); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 161,93; 158,01;
152,92; 139,57; 138,47; 133,07; 127,26; 121,64; 120,64; 119,76; 114,70; 114,21; 113,40;
57,39; Elementarna analyza (%) pre C14H1;CIN,Os (322,70) vypoéitané: C 52,11; H 3,44; N
8,68; najdené: C 52,43; H 3,78; N 8,56.

4-chlor-N-(4-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenzamid (9c) °

Vytazok: 59,0 %, Seda pevna latka; t. t. 223-225 °C; IR (ATR): 3315 (v NH), 3185 (b, v OH),
1638 (amid 1), 1608, 1592 (v CC aromaticka), 1548 (amid IlI), 1508, 1482, 1460 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 10,82 (1H, bs, OH), 10,43 (1H, s, NH),
8,35 (1H, d, J=8,7 Hz, H6"), 8,05 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6), 7,37 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 7,20
(1H, dd, J=8,5Hz,J =1,9 Hz, H5), 6,92 (1H, d, J=2,3 Hz, H3"), 6,87 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J
= 2,3 Hz, H5'), 4,06 (3H, s, OCHs); °C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 161,41; 157,92;
147,60; 138,03; 132,99; 127,17; 126,33; 121,50; 120,81; 120,27; 119,09; 114,47; 113,32;
57,29; Elementarna analyza (%) pre C14H11CI,NO3 (312,15) vypocitané: C 53,87; H 3,55; N
4,49; najdené: C 53,45; H 3,94; N 4,23.
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4-chlor-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenzamid (9d)

Vytazok: 62,3 %, oranzova pevna latka; t. t. 240-242 °C; IR (ATR): 3294 (v NH), 3142 (b, v
OH), 1642 (amid 1), 1610, 1593 (v CC aromaticka), 1546 (amid II), 1506, 1496, 1480, 1458
(v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 10,61 (1H, bs, OH), 10,50 (1H, s,
NH), 8,42 (1H, d, J = 2,6 Hz, H6"), 8,05 (1H, d, J = 8,4 Hz, H6), 7,37 (1H, d, J = 2,0 Hz, H3),
7,21 (1H, dd, J = 8,4 Hz, J = 2,0 Hz, H5), 6,97 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 2,6 Hz, H4"), 6,90
(1H, d, J = 8,6 Hz, H3"), 4,06 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 161,62;
157,96; 145,37; 138,23; 133,05; 128,29; 123,35; 122,73; 121,57; 120,07; 119,21; 115,71;
113,37; 57,34; Elementarna analyza (%) pre C14H11CIoNO3 (312,15) vypocitané: C 53,87; H
3,55; N 4,49; najdené: C 53,82; H 3,86; N 4,32.

4-chlor-N-(4,5-dichlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenzamid (9e)

Vytazok: 54,4 %, biela pevna latka; t. t. 250-252 °C; IR (ATR): 3302 (v NH), 3153 (b, v OH),
1633 (amid 1), 1589 (v CC aromaticka), 1544 (amid 1), 1497, 1487, 1467 (v CC aromaticka)
cm™; *H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & 11,09 (1H, s, OH), 10,48 (1H, s, NH), 8,56 (1H, s,
Ho6"), 8,03 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6), 7,35 (1H, d, J = 2,0 Hz, H3), 7,19 (1H, dd, J =85 Hz,J =
2,0 Hz, H5), 7,03 (1H, s, H3"), 4,05 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): &
161,64; 157,95; 146,34; 138,36; 133,00; 127,47; 124,71; 121,56; 120,59; 120,28; 119,76;
115,60; 113,33; 57,33; Elementarna analyza (%) pre Ci4H10CIsNO3 (346,59) vypocitané: C
48,52; H2,91; N 4,04; najdené: C 48,65; H 2,97; N 4,00.

N-(4-brom-2-hydroxyfenyl)-4-chlor-2-metoxybenzamid (9f)

Vytazok: 51,5 %, Seda pevna latka; t. t. 233-235 °C; IR (ATR): 3316 (v NH), 3178 (b, v OH),
1635 (amid 1), 1608, 1589 (v CC aromaticka), 1541 (amid II), 1503, 1482, 1458 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 10,78 (1H, s, OH), 10,42 (1H, s, NH),
8,30 (1H, d, J=8,6 Hz, H6"), 8,04 (1H, d, J = 8,4 Hz, H6), 7,35 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 7,19
(1H,dd, J=8,4 Hz, J=1,9 Hz, H5), 7,05 (1H, d, J=2,2 Hz, H3"), 6,99 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J
= 2,2 Hz, H5"), 4,05 (3H, s, OCH3); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 161,40; 157,90;
147,72; 138,04; 132,99; 126,73; 122,04; 121,48; 121,20; 120,26; 117,24; 115,07; 113,28;
57,27; Elementarna analyza (%) pre C14H1:BrCINO; (356,60) vypocitané: C 47,15; H 3,11; N
3,93; najdené: C 47,26; H 3,46; N 3,93.

N-(5-brom-2-hydroxyfenyl)-4-chlor-2-metoxybenzamid (99)

Vytazok: 55,8 %, Seda pevna latka; t. t. 226-228 °C; IR (ATR): 3295 (v NH), 3150 (b, v OH),
1644 (amid 1), 1608, 1592 (v CC aromaticka), 1548 (amid Il), 1503, 1482, 1457 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 8 10,63 (1H, s, OH), 10,49 (1H, s, NH),
8,55 (1H, d, J=2,5 Hz, H6"), 8,05 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6), 7,37 (1H, d, J = 2,0 Hz, H3), 7,20
(1H, dd, J = 8,5 Hz, J = 2,0 Hz, H5), 7,09 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 2,5 HZ, H4"), 6,86 (1H, d,
J = 8,6 Hz, H3"), 4,06 (3H, s, OCHs); **C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 161,58; 157,94;
145,78; 138,20; 133,01; 128,67; 128,38; 126,26; 121,95; 121,54; 120,06; 116,27; 113,34;
57,31; Elementarna analyza (%) pre C14H11BrCINO;3 (356,60) vypocitané: C 47,15; H 3,11; N
3,93; najdené: C 47,35; H 3,40; N 3,70.
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4-chlor-N-(2-hydroxy-4-(trifluormetyl)fenyl)-2-metoxybenzamid (9h)

Vytazok: 51,1 %, biela pevna latka; t. t. 219-221 °C; IR (ATR): 3228 (b, v OH), 1646 (amid
1), 1605, 1592 (v CC aromatick4), 1549 (amid I1), 1483, 1466 (v CC aromaticka) cm™; *H
NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 5 11,01 (1H, s, OH), 10,62 (1H, s, NH), 8,55 (1H, d, J = 8,3
Hz, H6"), 8,06 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6), 7,38 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 7,20 (1H, dd, J = 8,5 Hz,
J=1,9 Hz, H5), 7,19-7,12 (2H, m, H3’, H5"), 4,07 (3H, s, OCH3); *C NMR (DMSO-ds, 125
MHz): 6 161,79; 157,97; 146,58, 138,32; 133,08; 130,75; 123,80 (1C, q, J = 31,6 Hz, C4");
123,05 (1C, q, J = 269,8 Hz, CF3); 121,55; 120,01; 119,59; 116,55 (1C, q, J = 3,7 Hz, C3");
113,37; 110,65 (1C, m, C5"); 57,34; Elementarna analyza (%) pre CisH11CIF3NO3 (345,70)
vypocitané: C 52,11; H 3,21; N 4,05; najdené: C 52,17; H 3,30; N 4,25.

4-chlor-N-(2-hydroxy-5-(trifluormetyl)fenyl)-2-metoxybenzamid (9i)

Vytazok: 56,5 %, biela pevna latka; t. t. 238-240 °C; IR (ATR): 3153 (b, v OH), 1646 (amid
1), 1620, 1605, 1596 (v CC aromaticka), 1567 (amid II), 1513, 1484, 1463, 1449 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 11,25 (1H, s, OH), 10,58 (1H, s, NH),
8,74 (1H, d, J=2,2 Hz, H6"), 8,06 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6), 7,37 (1H, d, J = 2,0 Hz, H3), 7,30
(1H,dd, J=8,4 Hz,J=2,2 Hz, H4"), 7,21 (1H, dd, J = 8,5 Hz, J = 2,0 Hz, H5), 7,06 (1H, d, J
= 8,4 Hz, H3"), 4,07 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): § 161,82; 157,97;
149,65; 138,27; 133,01; 127,53; 125,74 (1C, q, J = 269,7 Hz, CF3); 121,57; 121,18 (1C, g, J =
4,0 Hz, C6"); 120,00; 119,86 (1C, q, J = 31,6 Hz, C5); 116,22 (1C, q, J = 4,0 Hz, C4");
114,67; 113,36, 57,34; Elementarna analyza (%) pre Ci5sH11CIFsNO;3 (345,70) vypocitané: C
52,11; H 3,21; N 4,05; najdené: C 52,31; H 3,37; N 4,04.

5-chlor-N-(2-hydroxy-4-nitrofenyl)-2-metoxybenzamid (9j)

Vytazok: 55,2 %, zIta pevna latka; t. t. 287-290 °C, rozklad; IR (ATR): 3301 (v NH), 3080 (b,
v OH), 1642 (amid 1), 1623 (v CC aromaticka), 1553 (vss NOy), 1508, 1475, 1456 (v CC
aromaticka), 1337 (vs NO,) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 11,40 (1H, bs, OH),
10,80 (1H, s, NH), 8,59 (1H, d, J =9,1 Hz, H6"), 7,98 (1H, d, J = 2,9 Hz, H6), 7,79 (1H, dd, J
=9,1Hz, J=2,6 Hz, HS"), 7,71 (1H, d, J = 2,6 Hz, H3"), 7,62 (1H, dd, J =89 Hz, J =29
Hz, H4), 7,29 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 4,08 (3H, 5, OCH3); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): &
161,57; 156,32; 146,62; 142,63; 133,77; 133,64; 130,67, 125,51; 122,22; 118,68; 115,85;
115,27; 108,83; 57,31; Elementarna analyza (%) pre C14H11CIN,Os (322,70) vypocitané: C
52,11; H 3,44; N 8,68; najdené: C 52,37; H 3,88; N 8,75.

5-chlor-N-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)-2-metoxybenzamid (9k)

Vytazok: 45,2 %, z1ta pevna latka; t. t. 273-275 °C, rozklad; IR (ATR): 3273 (b, v OH), 1641
(amid 1), 1618, 1603, 1593 (v CC aromaticka), 1550 (vas NO,), 1529 (amid I1), 1508, 1498,
1475, 1459 (v CC aromaticka), 1340 (vs NO,) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 10,69
(1H, s, NH), 9,24 (1H, d, J = 3,0 Hz, H6"), 7,98 (1H, d, J = 2,9 Hz, H6), 7,89 (1H, dd, J = 9,0
Hz, J =3,0 Hz, H4"), 7,62 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,9 Hz, H4), 7,29 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3),
7,00 (1H, d, J = 9,0 Hz, H3"), 4,03 (3H, 5, OCH3); *C NMR (DMSO-dg, 75 MHz): 5 161,39;
156,24; 154,06; 138,91; 133,47; 130,61; 127,27, 12544; 122,40; 120,94; 115,14; 114,69;
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114,24; 57,22; Elementarna analyza (%) pre C14H11CIN,Os (322,70) vypocitané: C 52,11; H
3,44; N 8,68; najdené: C 52,15; H 3,57; N 8,79.

5-chlor-N-(4-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenzamid (91) %°

Vytazok: 69,0 %, Seda pevna latka; t. t. 228-230 °C; IR (ATR): 3600-2849 (b, v OH), 1651
(amid 1), 1614, 1593 (v CC aromaticka), 1558 (amid I1), 1508, 1479 (v CC aromaticka) cm™;
'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 10,83 (1H, bs, OH), 10,52 (1H, s, NH), 8,34 (1H, d, J =
8,6 Hz, H6"), 7,98 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,62 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,30
(1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 6,92 (1H, d, J = 2,3 Hz, H3"), 6,87 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 2,3 Hz,
H5"), 4,03 (3H, s, OCH3): *C NMR (DMSO-dg, 75 MHz): & 160,96; 156,16; 147,69; 133,19;
130,56; 127,35; 126,21; 125,38; 122,88; 120,89; 119,10; 115,11; 114,50; 57,18; Elementarna
analyza (%) pre Ci4H1:CIoNO3 (312,15) vypocitané: C 53,87; H 3,55; N 4,49; najdené: C
53,46; H 3,74; N 4,40.

5-chlor-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenzamid (9m)

Vytazok: 71,8 %, Seda pevna latka; t. t. 232-234 °C; IR (ATR): 3296 (b, v OH), 1648 (amid
1), 1612, 1595 (v CC aromatick4), 1551 (amid I1), 1498, 1483 (v CC aromatick4) cm™; *H
NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & 10,60 (1H, s, NH), 10,58 (1H, s, OH), 8,40 (1H, d, J = 2,7
Hz, H6"), 7,98 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,62 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,30 (1H, d,
J = 8,9 Hz, H3), 6,98 (1H, dd, J = 8,5 Hz, J = 2,7 Hz, H4"), 6,90 (1H, d, J = 8,5 Hz, H3"),
4,03 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): & 161,15; 156,19; 145.42; 133,31;
130,57; 128,13; 125,40; 123,50; 122,71; 122,66; 119,27; 115,73; 115,14; 57,19; Elementarna
analyza (%) pre Ci4H1:CIoNO3 (312,15) vypocitané: C 53,87; H 3,55; N 4,49; najdené: C
54,31: H 3,91; N 4,31. 'H NMR je zhodné s literaturou >*.

5-chlor-N-(4,5-dichlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenzamid (9n)

Vytazok: 68,4 %, biecla pevna latka; t. t. 248-250 °C; IR (ATR): 3294 (b, v OH), 1649 (amid
1), 1593 (v CC aromaticka), 1541 (amid I1), 1498, 1479 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR
(DMSO-dg, 300 MHz): 6 11,07 (1H, s, OH), 10,55 (1H, s, NH), 8,53 (1H, s, H6"), 7,95 (1H,
d, J = 2,8 Hz, H6), 7,60 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,27 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3),
7,02 (1H, s, H3"), 4,01 (3H, s, OCH3); *C NMR (DMSO-dg, 75 MHz): & 161,14; 156,17;
146,38; 133,39; 130,55; 127,32; 125,42; 124,85; 122,32; 120,58; 120,33; 115,60; 115,04,
57,16; Elementarna analyza (%) pre C14H10CI3NO3 (346,59) vypocitané: C 48,52; H 2,91; N
4,04; najdené: C 48,58; H 3,21; N 4,13.

N-(4-brom-2-hydroxyfenyl)-5-chlor-2-metoxybenzamid (90)

Vytazok: 55,4 %, biela pevna latka; t. t. 239-241 °C; IR (ATR): 3320 (v NH), 3254 (b, v OH),
1645 (amid 1), 1613, 1595 (v CC aromaticka), 1541 (amid II), 1502, 1481, 1462 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): § 10,80 (1H, s, OH), 10,52 (1H, s, NH),
8,29 (1H, d, J = 8,6 Hz, H6"), 7,98 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,62 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8
Hz, H4), 7,30 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 7,05 (1H, d, J = 2,2 Hz, H3"), 7,00 (1H, dd, J = 8,6 Hz,
J =272 Hz, H5"), 4,03 (3H, s, OCHs); °C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): § 160,96; 156,15;
147,79; 133,18; 130,55; 126,59; 125,37; 122,86; 122,06; 121,28; 117,27; 115,25; 115,10;
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57,17; Elementarna analyza (%) pre C14H1:BrCINO;3 (356,60) vypocitané: C 47,15; H 3,11; N
3,93; najdené: C 46,92; H 3,31; N 4,02.

N-(5-brom-2-hydroxyfenyl)-5-chlor-2-metoxybenzamid (9p)

Vytazok: 64,7 %, Seda pevna latka; t. t. 223-224 °C; IR (ATR): 3301 (b, v OH), 1652 (amid
1), 1610, 1595 (v CC aromatick4), 1542 (amid I1), 1481, 1458 (v CC aromaticka) cm™; *H
NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 10,64 (1H, s, OH), 10,57 (1H, s, NH), 8,52 (1H, d, J =25
Hz, H6%), 7,97 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,62 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,29 (1H, d,
J =8,9 Hz, H3), 7,09 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 2,5 Hz, H4"), 6,85 (1H, d, J = 8,6 Hz, H3"),
4,02 (3H, s, OCHs): *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 161,15; 156,20; 145,88; 133,35;
130,58; 128,54; 126,45; 125,41; 122,66; 122,04; 116,33; 115,16; 110,30; 57,21; Elementarna
analyza (%) pre C14H11BrCINO;3; (356,60) vypocitané: C 47,15; H 3,11; N 3,93; najdené: C
47,03; H 3,43; N 4,04.

5-chlor-N-(2-hydroxy-4-(trifluormetyl)fenyl)-2-metoxybenzamid (9q)

Vytazok: 60,5 %, biela pevna latka; t. t. 207-209 °C; IR (ATR): 3253 (b, v OH), 1651 (amid
1), 1610, 1598 (v CC aromaticka), 1545 (amid II), 1482 (v CC aromatickd) cm™; *H NMR
(DMSO-dg, 500 MHz): 6 11,00 (1H, s, OH), 10,70 (1H, s, NH), 8,53 (1H, d, J= 8,3 Hz, H6"),
7,99 (1H, d, J = 2,9 Hz, H6), 7,61 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,9 Hz, H4), 7,30 (1H, d, J =8,9
Hz, H3), 7,17 (1H, dd, J = 8,3 Hz, J = 2,1 Hz, H5"), 7,15 (1H, d, J = 2,1 Hz, H3"), 4,04 (3H,
s, OCHg); ®C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): § 161,32; 156,21; 146,65; 133,39; 130,62;
125,42; 124,27 (1C, q, J = 270,0 Hz, CF3); 123,95 (1C, q, J = 31,6 Hz, C4"); 122,58; 119,66;
116,52 (1C, q, J=4,0 Hz, C3"); 115,11, 110,69 (1C, g, J = 3,8 Hz, C5"); 57,19; Elementarna
analyza (%) pre CisH11CIF3NO3 (345,70) vypocitané: C 52,11; H 3,21; N 4,05; najdené: C
52,35; H 3,38; N 4,23.

5-chlor-N-(2-hydroxy-5-(trifluormetyl)fenyl)-2-metoxybenzamid (9r)

Vytazok: 57,9 %, biela pevna latka; t. t. 190-192 °C; IR (ATR): 3182 (b, v OH), 1648 (amid
1), 1620, 1605 (v CC aromaticka), 1565 (amid 11), 1513, 1484, 1449 (v CC aromatick4) cm™;
'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): & 11,26 (1H, s, OH), 10,66 (1H, s, NH), 8,72 (1H, d, J = 2,3
Hz, H6"), 7,99 (1H, d, J = 2,9 Hz, H6), 7,63 (1H, dd, J =8,9 Hz, J = 2,9 Hz, H4), 7,31 (1H, d,
J = 8,9 Hz, H3), 7,31 (1H, m, H4"), 7,07 (1H, d, J = 8,4 Hz, H3"), 4,04 (3H, s, OCH5); *°C
NMR (DMSO-dg, 125 MHz): 6 161,38; 156,21; 149,73; 133,37; 130,59; 127,39; 125,42,
125,33 (1C, q, J = 269,4 Hz, CF3); 122,61; 121,35 (1C, q, J =4,0 Hz, C6'); 119,78 (1C, q,J =
31,7 Hz, C5%); 116,31 (1C, q, J = 4,0 Hz, C4"); 115,15; 114,72; 57,22; Elementarna analyza
(%) pre Ci5H1;CIF3NO;3 (345,70) vypoéitané: C 52,11; H 3,21; N 4,05; najdené: C 52,28; H
2,83; N 4,13.

VedlajSie produkty syntézy derivatov 2-metoxy-2'-hydroxybenzanilidu 10
5-chlor-2-(4-chlor-2-metoxybenzamido)fenyl 4-chlor-2-metoxybenzoat (10a)

Vedrlajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 153-155 °C; IR (ATR): 3341 (v NH), 1754 (v CO,
ester), 1665 (amid 1), 1594, 1565 (v CC aromaticka), 1534 (amid II), 1485, 1462, 1455 (v CC
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aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): § 9,74 (1H, s, NH), 8,48 (1H, d, J = 9,5 Hz,
H3"), 8,17 (1H, d, J = 8,4 Hz), 8,01 (1H, d, J = 8,0 Hz), 7,31-7,23 (2H, m), 7,12-7,03 (3H, m),
6,88 (1H, d, J = 1,8 Hz), 3,86 (3H, s, OCH3), 3,52 (3H, s, OCHs); *C NMR (CDCls, 75
MHz): § 162,47; 162,34; 160,66; 157,50; 141,36; 140,83; 139,15; 133,67; 133,55; 129,60;
128,89; 126,63; 123,45; 122,45; 121,92; 120,81; 120,09; 116,30; 113,03; 112,11; 56,34;
55,95; Elementarna analyza (%) pre C,2H16CIsNOs (480,73) vypoéitané: C 54,97; H 3,35; N
2,91; najdené: C 55,26; H 3,68; N 2,85.

2-(4-chlor-2-metoxybenzamido)-5-(trifluormetyl)fenyl 4-chlor-2-metoxybenzoat (10b)

Vedrlajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 162-164 °C; IR (ATR): 3334 (v NH), 1758 (v CO,
ester), 1670 (amid I), 1621, 1592, 1569 (v CC aromaticka), 1537 (amid 1), 1506, 1488, 1479,
1463 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): § 9,94 (1H, s, NH), 8,75 (1H, d, J
= 8,6 Hz, H3"), 8,18 (1H, d, J = 8,3 Hz), 8,05 (1H, d, J = 8,2 Hz), 7,60-7,51 (2H, m), 7,16-
7,04 (3H, m), 6,90 (1H, d, J = 1,8 Hz), 3,88 (3H, s, OCHs), 3,51 (3H, s, OCH3); *C NMR
(CDCls3, 75 MHz): 6 162,57, 162,42; 160,75; 157,52; 141,57; 139,80; 139,46; 134,08; 133,75,
133,62; 125,94 (1C, g, J = 33,3 Hz, C5"); 123,68 (1C, q, J = 3,8 Hz, C6"); 122,32 (1C, q, J =
270,3 Hz, CF3); 122,21; 122,03; 120,87; 119,95; 119,50 (1C, q, J = 3,9 Hz, C4"); 116,10;
113,07, 112,19; 56,38; 56,01; Elementarna analyza (%) pre Ci3HiCl.FsNOs (514,28)
vypocitané: C 53,72; H 3,14; N 2,72; najdené: C 53,81; H 3,22; N 2,83.

4,5-dichlor-2-(5-chlor-2-metoxybenzamido)fenyl 5-chlor-2-metoxybenzoat (10c)

Vedl'ajsi produkt, oranzova pevna latka; t. t. 184-185 °C; IR (ATR): 3324 (v NH), 1766 (v
CO, ester), 1668 (amid 1), 1592, 1572 (v CC aromaticka), 1523 (amid Il), 1488, 1462 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls;, 300 MHz): & 9,88 (1H, s, NH), 8,78 (1H, s, H6"), 8,18
(1H, d, J =2,8 Hz), 8,02 (1H, d, J = 2,8 Hz), 7,57 (1H, dd, J =9,0 Hz, J = 2,8 Hz), 7,40 (1H,
dd, J =8,8 Hz, J = 2,8 Hz), 7,41 (1H, s, H3"), 7,02 (1H, d, J = 9,0 Hz), 6,85 (1H, d, J = 8,8
Hz), 3,86 (3H, s, OCHg), 3,54 (3H, s, OCHj3); *C NMR (CDCls, 75 MHz): § 161,97; 161,79;
158,70; 155,71; 138,80; 134,97; 133,25; 132,15; 131,86; 130,27, 129,01; 128,20; 127,13,
126,94; 125,55; 123,62; 123,34; 122,53; 113,79; 112,99; 56,40; 56,09; Elementarna analyza
(%) pre CyHi5CI4NOs (515,17) vypocitané: C 51,29; H 2,93; N 2,72; najdené: C 51,66; H
3,32; N 2,63.

2-(5-chlor-2-metoxybenzamido)-5-(trifluormetyl)fenyl 5-chlor-2-metoxybenzoat (10d)

Vedl'ajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 142-143 °C; IR (ATR): 3333 (v NH), 1760 (v CO,
ester), 1681 (amid 1), 1619, 1599 (v CC aromaticka), 1541 (amid 1), 1489, 1482, 1463 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): 6 10,02 (1H, s, NH), 8,76 (1H, d, J = 8,5 Hz,
H3"), 8,21 (1H, d, J = 2,8 Hz), 8,06 (1H, d, J = 2,7 Hz), 7,59 (1H, d, J = 2,5 Hz), 7,58-7,53
(2H, m), 7,42 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz), 7,03 (1H, d, J = 8,9 Hz), 6,86 (1H, d, J = 8,8
Hz), 3,87 (3H, s, OCHs), 3,55 (3H, s, OCH3); *C NMR (CDCls, 75 MHz): § 162,21; 161,96;
158,71; 155,73; 139,73; 134,91; 133,91; 133,26; 132,23; 131,91; 127,15; 125,73 (1C, q, J =
33,4 Hz, C5"); 125,55; 123,77 (1C, q, J = 3,8 Hz, C6"); 123,26 (1C, q, J = 270,1 Hz, CF3);
122,74; 122,25; 119,50 (1C, q, J = 3,8 Hz, C4"); 118,95; 113,77; 113,00; 56,41; 56,10;
Elementarna analyza (%) pre C,3H16Cl.F3sNOs (514,28) vypocitané: C 53,72; H 3,14; N 2,72;
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najdené: C 53,90; H 3,29; N 2,95.

Postup pripravy derivatov 2-metoxy-2"-hydroxytiobenzanilidu 11 (postup D %)

Do roztoku substituovaného 2-metoxy-2’-hydroxybenzanilidu 9 (1,3 mmol) v 10 ml
pyridinu bolo pridané 2,8 mmol P4S;p a vzniknutd zmes bola za mieSania zahrievana pri
teplote varu po dobu 4 hodin. Nasledne bolo pridané 40 ml CHCl3, 40 ml 5% roztoku HCI a
10 ml koncentrovanej HCl (do pH = 1) a reak¢na zmes bola za intenzivneho mieSania
refluxovand po dobu 1 hodiny. Potom bola organickd faza oddelena a vodna faza bola
extrahovand trikrat 50 ml CHCIl;. Organické podiely boli spojené, vysusené Na,SO, a

odparené dosucha. Olejovity zvySok bol ¢isteny kolénovou chromatografiou a krystalizaciou.

Pripravené derivaty 2-metoxy-2"-hydroxytiobenzanilidu 11
4-chlor-N-(4-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenztioamid (11a)

Vytazok: 35,9 %, zIta pevna latka; t. t. 168-169 °C, rozklad; IR (ATR): 3132 (b, v OH), 1620,
1590, 1557, 1499, 1476, 1456 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
hlavny konformér: 6 11,34 (1H, s, NH), 10,52 (1H, s, OH), 8,09 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6"), 7,78
(1H, d, J = 8,4 Hz, H6), 7,22 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 7,09 (1H, dd, J = 8,4 Hz, J = 1,9 Hz,
H5), 6,96 (1H, d, J = 2,3 Hz, H3"), 6,91 (1H, dd, J = 8,5 Hz, J = 2,3 Hz, H5"), 3,90 (3H, s,
OCHz3); minoritny konformér: & 11,49 (1H, s, NH), 10,28 (1H, s, OH), 7,33 (1H, d, J = 8,2
Hz, H6), 6,94 (1H, zakryté hlavnhym konformérom, H5), 6,82 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 6,75
(1H, d, J=2,3 Hz, H3"), 6,71 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6"), 6,61 (1H, dd, J = 8,5 Hz, J = 2,3 Hz,
H5"), 3,48 (3H, s, OCHj3); zastipenie konformérov: hlavny konformér: 87 %, minoritny
konformér: 13 %; *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): hlavny konformér: & 193,49; 155,28;
151,71; 135,70; 132,96; 130,88; 130,05; 126,88; 126,43; 120,40; 118,51; 115,66; 112,49;
56,68; minoritny konformér: & 198,92; 153,35; 152,64; 134,34; 131,61; 130,91; 128,01,
120,07; 118,17; 115,70; 111,37; 99,66; 55,62; Elementarna analyza (%) pre C14H;1CI,NO,S
(328,21) vypocitané: C 51,23; H 3,38; N 4,27, S 9,77; najdené: C 51,14; H 3,36; N 4,24;
S 10,02.

4-chlor-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenztioamid (11b)

Vytazok: 27,8 %, zIta pevna latka; t. t. rozklad; IR (ATR): 3198 (b, v OH), 1613, 1589, 1555,
1493, 1475, 1457 (v CC aromatickd) cm™; 'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): hlavny
konformér: & 11,45 (1H, s, NH), 10,40 (1H, s, OH), 8,32 (1H, d, J = 2,6 Hz, H6"), 7,83 (1H,
d, J =8,5Hz, H6), 7,23 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 7,17 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J = 2,6 Hz, H4"),
7,10 (1H, dd, J = 8,5 Hz, J = 1,9 Hz, H5), 6,96 (1H, d, J =8,7 Hz, H3"), 3,92 (3H, s, OCHj3);
minoritny konformér: & 11,53 (1H, s, NH), 10,05 (1H, s, OH), 7,33 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6),
7,02 (1H, zakryté hlavnym konformérom, H4"), 6,92 (1H, zakryté hlavnym konformérom,
H5), 6,83 (1H, d, J = 2,1 Hz, H3), 6,76 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6"), 6,72 (1H, d, J = 8,8 Hz,
H3"), 3,50 (3H, s, OCHj3); zastipenie konformérov: hlavny konformér: 89 %, minoritny
konformér: 11 %; *C NMR (DMSO-dg, 75 MHz): hlavny konformér: & 193,33; 155,32;
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149,40; 135,98; 133,25; 129,78; 128,30; 127,08; 124,42; 121,61; 120,51; 117,15; 112,57;
56,76; minoritny konformér: & 55,64; zvysné rezonancné signaly nemozno od¢itat’ z dovodu
nizkej intenzity; Elementarna analyza (%) pre C14H11CI2NO,S (328,21) vypocitané: C 51,23;
H 3,38; N 4,27; S 9,77; najdené: C 51,16; H 3,22; N 4,21; S 9,82.

4-chlor-N-(4,5-dichlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenztioamid (11c)

Vytazok: 28,9 %, zIta pevna latka; t. t. 176-177 °C, rozklad; IR (ATR): 3130 (b, v OH), 1589,
1558, 1541, 1491, 1477, 1458 (v CC aromaticks) cm™; 'H NMR (DMSO-ds, 300 MH2):
hlavny konformér: 6 11,48 (1H, s, NH), 10,88 (1H, s, OH), 8,45 (1H, s, H6"), 7,81 (1H, d, J =
8,4 Hz, H6), 7,22 (1H, d, J = 2,0 Hz, H3), 7,12 (1H, s, H3"), 7,09 (1H, dd, J = 8,4 Hz, J = 2,0
Hz, H5), 3,90 (3H, s, OCH3); minoritny konformér: & 11,58 (1H, s, NH), 10,54 (1H, s, OH),
7,36 (1H, d, J = 8,3 Hz, H6), 6,97 (1H, s), 6,95 (1H, dd, J = 8,3 Hz, J = 1,9 Hz, H5), 6,89
(1H, s), 6,84 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 3,51 (3H, s, OCHj3); zastapenie konformérov: hlavny
konformér: 90 %, minoritny konformér: 10 %; *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): hlavny
konformér: & 193,86; 155,37; 150,49; 136,12; 133,26; 129,62; 128,62; 127,55; 126,16;
120,54; 119,72; 117,03; 112,59; 56,78; minoritny konformér: & 199,49; 153,22; 151,55;
134,65; 131,36; 129,98; 129,08; 128,09; 127,50; 119,37; 111,39; 55,64; Elementarna analyza
(%) pre C14H10CIsNO,S (362,66) vypocitané: C 46,37; H 2,78; N 3,86; S 8,84; najdené: C
46,20; H 2,58; N 3,83; S 8,86.

N-(4-brom-2-hydroxyfenyl)-4-chlor-2-metoxybenztioamid (11d)

Vytazok: 25,2 %, zIta pevna latka; t. t. 167-169 °C, rozklad; IR (ATR): 3197 (b, v OH), 1613,
1591, 1557, 1497, 1476, 1461, 1454 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300
MHz): hlavny konformér: 6 11,34 (1H, s, NH), 10,52 (1H, s, OH), 8,05 (1H, d, J = 8,6 Hz,
H6"), 7,78 (1H, d, J = 8,3 Hz, H6), 7,22 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 7,13-7,06 (2H, m, HS5, H3"),
7,04 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J =2,2 Hz, H5"), 3,90 (3H, s, OCHj3); minoritny konformér: 6 11,47
(1H, s, NH), 10,28 (1H, s, OH), 7,33 (1H, d, J = 8,2 Hz, H6), 6,93 (1H,dd, J =8,2Hz,J =19
Hz, H5), 6,90 (1H, d, J = 2,1 Hz, H3"), 6,82 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 6,74 (1H, dd, J = 8,4 Hz,
J=2,1Hz, H5"), 6,65 (1H, d, J = 8,4 Hz, H6"), 3,48 (3H, s, OCHj3); zastipenie konformérov:
hlavny konformér: 87 %, minoritny konformér: 13 %; *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz):
hlavny konformér: & 193,45; 155,31; 151,85; 135,75; 133,02; 130,07; 127,18; 126,85; 121,46;
120,43; 119,08; 118,55; 112,53; 56,71; minoritny konformér: & 152,67; 145,80; 134,39;
131,10; 128,33; 121,11; 109,78; 55,66; zvysné rezonan¢né signaly nemozno od¢itat’ z dovodu
nizkej intenzity; Elementarna analyza (%) pre Ci4H11BrCINO,S (372,66) vypocitané: C
45,12; H 2,98; N 3,76; S 8,60; najdené: C 45,42; H 3,24; N 3,88; S 8,72.

N-(5-brom-2-hydroxyfenyl)-4-chlor-2-metoxybenztioamid (11e)

Vytazok: 28,2 %, zIta pevna latka; t. t. 155-158 °C, rozklad; IR (ATR): 3189 (b, v OH), 1614,
1587, 1556, 1489, 1475, 1455 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
hlavny konformér: 6 11,43 (1H, s, NH), 10,41 (1H, s, OH), 8,39 (1H, d, J=2,6 Hz, H6"), 7,81
(1H, d, J = 8,4 Hz, H6), 7,28 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 2,6 Hz, H4"), 7,23 (1H, d, J = 1,8 Hz,
H3), 7,10 (1H, dd, J = 8,4 Hz, J = 1,8 Hz, H5), 6,91 (1H, d, J = 8,6 Hz, H3"), 3,91 (3H, s,
OCHj3); minoritny konformér: & 11,54 (1H, s, NH), 10,07 (1H, s, OH), 7,33 (1H, d, J = 8,2
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Hz, H6), 6,83 (1H, d, J = 1,7 Hz, H3), 6,67 (1H, d, J = 8,7 Hz, H3"), 3,50 (3H, s, OCH3);
zvy$né rezonancné signaly nemozno od¢itat’ z dovodu ich prekryvania so signdlmi hlavného
konforméru; zastiipenie konformérov: hlavny konformér: 90 %, minoritny konformér: 10 %;
3C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): hlavny konformér: & 193,42; 155,32; 149,93; 135,94;
133,19; 130,00; 129,83; 128,71; 127,33; 120,50; 117,73; 112,57; 108,95; 56,75; minoritny
konformér: & 55,62; zvysné rezonan¢né signaly nemozno odcitat’ z dovodu nizkej intenzity;
Elementarna analyza (%) pre C14H11BrCINO,S (372,66) vypocitané: C 45,12; H 2,98; N 3,76;
S 8,60; najdené: C 45,38; H 2,90; N 3,69; S 8,79.

4-chlor-N-(2-hydroxy-4-(trifluormetyl)fenyl)-2-metoxybenztioamid (11f)

Vytazok: 36,0 %, zIta pevna latka; t. t. 132-134 °C, rozklad; IR (ATR): 3246 (b, v OH), 1618,
1592, 1559, 1477, 1462 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): hlavny
konformér: 6 11,51 (1H, s, NH), 10,79 (1H, bs, OH), 8,38 (1H, d, J = 8,8 Hz, H6"), 7,82 (1H,
d, J=8,5Hz, H6), 7,24 (1H, d, J = 2,0 Hz, H3), 7,23-7,18 (2H, m, H3", H5"), 7,11 (1H, dd, J
= 8,5 Hz, J = 2,0 Hz, H5), 3,92 (3H, s, OCHg3); minoritny konformér: & 11,64 (1H, s, NH),
10,52 (1H, bs, OH), 7,41 (1H, d, J = 8,3 Hz, H6), 7,03 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3"), 6,96 (1H, dd,
J=8,3Hz,J=19Hz), 6,90 (1H, dd, J = 8,3 Hz, J = 1,9 Hz), 6,86 (1H, d, J = 8,3 Hz, H6"),
6,82 (1H, d, J = 1,9 Hz, H3), 3,41 (3H, s, OCHy3); zastupenie konformérov: hlavny konformér:
87 %, minoritny konformér: 13 %; *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): hlavny konformér: &
194,03; 155,32; 150,87; 136,00; 133,19; 130,83; 129,91, 127,32 (1C, q, J = 31,5 Hz, C4"),
125,98; 124,11 (1C, q, J = 270,5 Hz, CF3); 120,51; 115,47 (1C, q, J = 3,8 Hz, C3"); 112,58;
112,18 (1C, q, J = 3,8 Hz, C5"); 56,76; minoritny konformér: & 151,72; 131,55; 111,48;
55,59; zvys$né rezonan¢né signaly nemozno odcitat’ z dovodu nizkej intenzity; Elementarna
analyza (%) pre CisH11CIFsNO,S (361,77) vypocitané: C 49,80; H 3,06; N 3,87; S 8,86;
najdené: C 49,95; H 3,15; N 3,99; S 8,75.

4-chlor-N-(2-hydroxy-5-(trifluormetyl)fenyl)-2-metoxybenztioamid (119)

Vytazok: 22,2 %, zIta pevna latka; t. t. 153-155 °C, rozklad; IR (ATR): 3174 (b, v OH), 1626,
1591, 1573, 1557, 1476, 1461, 1449 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300
MH2z): hlavny konformér: & 11,50 (1H, s, NH), 11,04 (1H, s, OH), 8,55 (1H, d, J = 2,3 Hz,
H6"), 7,82 (1H, d, J = 8,4 Hz, H6), 7,49 (1H, dd, J=8,5Hz, J=2,3 Hz, H4"), 7,24 (1H,d, J =
2,0 Hz, H3), 7,12 (1H, d, J = 8,5 Hz, H3"), 7,11 (1H, dd, J = 8,4 Hz, J = 2,0 Hz, H5), 3,92
(3H, s, OCHg3); minoritny konformér: 6 11,62 (1H, s, NH), 10,72 (1H, s, OH), 7,35 (1H, d, J =
8,3 Hz, H6), 7,33 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 2,2 Hz, H4"), 7,03 (1H, d, J = 2,2 Hz, H6"), 6,94
(1H, dd, J = 8,3 Hz, J = 2,0 Hz, H5), 6,88 (1H, d, J = 8,6 Hz, H3"), 6,79 (1H, d, J = 2,0 Hz,
H3), 3,45 (3H, s, OCHs); zastipenie konformérov: hlavny konformér: 87 %, minoritny
konformér: 13 %; 3¢ NMR (DMSO-ds, 75 MHz): hlavny konformér: & 193,92; 155,36;
153,92; 135,98; 133,16; 129,86; 127,48; 124,76 (1C, g, J = 4,2 Hz, C6"); 124,70 (1C, g, J =
269,3 Hz, CF3); 122,41 (1C, g, J = 4,2 Hz, C4"); 120,51; 119,00 (1C, q, J = 32,2 Hz, C5);
116,39; 112,58; 56,77; minoritny konformér: 6 134,56; 131,12; 127,36; 111,19; 55,47; zvysné
rezonancné signaly nemozno od¢itat’ z dovodu nizkej intenzity; Elementarna analyza (%) pre
C15H11CIF3NO,S (361,77) vypocitané: C 49,80; H 3,06; N 3,87; S 8,86; najdené: C 49,62; H
2,93; N 3,67; S 8,64.
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5-chlor-N-(4-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenztioamid (11h)

Vytazok: 26,4 %, zIta pevna latka; t. t. 144-145 °C, rozklad; IR (ATR): 3197 (b, v OH), 1611,
1591, 1556, 1502, 1475, 1450 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz):
hlavny konformér: 6 11,42 (1H, s, NH), 10,50 (1H, s, OH), 8,03 (1H, d, J= 8,6 Hz, H6"), 7,71
(1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,47 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,16 (1H, d, J = 8,8 Hz,
H3), 6,97 (1H, d, J = 2,5 Hz, H3"), 6,91 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 2,5 Hz, H5"), 3,87 (3H, s,
OCHg3); minoritny konformér: 6 11,56 (1H, s, NH), 10,33 (1H, s, OH), 7,31 (1H, d, J = 2,8
Hz, H6), 7,22 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 6,78 (1H, d, J = 8,4 Hz, H6"), 6,76-6,72
(2H, m, H3, H3"), 6,62 (1H, dd, J = 8,4 Hz, J = 2,5 Hz, H5"), 3,46 (3H, s, OCHj3); zastapenie
konformérov: hlavny konformér: 84 %, minoritny konformér: 16 %; *C NMR (DMSO—dG,
125 MHz): hlavny konformér: & 193,10; 153,46; 151,88; 132,71; 131,36; 129,99; 126,48;
124,20; 119,29; 117,93; 115,28; 114,91; 113,62; 56,04; minoritny konformér: & 55,52; zvys$né
rezonan¢né signaly nemozno od¢itat’ z dovodu nizkej intenzity; Elementarna analyza (%) pre
C14H11CI,NO,S (328,21) vypocitané: C 51,23; H 3,38; N 4,27; S 9,77; najdené: C 50,82; H
3,13; N 4,23; S 9,81.

5-chlor-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenztioamid (11i)

Vytazok: 48,3 %, zIta pevna latka; t. t. 147-149 °C, rozklad; IR (ATR): 3315 (b, v OH), 1618,
1594, 1562, 1497, 1477, 1454 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
hlavny konformér: 6 11,52 (1H, s, NH), 10,36 (1H, s, OH), 8,23 (1H, d, J=2,6 Hz, H6"), 7,76
(1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,48 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,18 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J
= 2,6 Hz, H4"), 7,16 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 6,96 (1H, d, J = 8,7 Hz, H3"), 3,88 (3H, s,
OCHg3); minoritny konformér: 6 11,61 (1H, s, NH), 10,10 (1H, s, OH), 7,30 (1H, d, J = 2,8
Hz, H6), 7,23 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,01 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J=2,7 Hz, H4"),
6,83 (1H, d, J=2,7 Hz, H6"), 6,76 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 6,72 (1H, d, J = 8,7 Hz, H3"), 3,49
(3H, s, OCHg); zastipenie konformérov: hlavny konformér: 87 %, minoritny konformér: 13
%; ¥C NMR (DMSO-dg, 75 MHz): hlavny konformér: & 192,95; 153,49; 149,62; 132,46;
130,85; 130,67; 128,15; 127,30; 124,73; 124,22; 121,64; 117,29; 114,31; 56,66; minoritny
konformér: &6 198,58; 151,41; 150,70; 132,81; 129,72; 129,04; 128,01; 128,04; 126,51;
123,62; 121,20; 117,24; 112,81, 55,50; Elementarna analyza (%) pre C14H11CI,NO,S (328,21)
vypocitané: C 51,23; H 3,38; N 4,27; S 9,77; najdené: C 51,47; H 3,35; N 4,04; S 9,31.

5-chlor-N-(4,5-dichlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenztioamid (11j)

Vytazok: 33,4 %, ZIta pevna latka; t. t. rozklad; IR (ATR): 3240 (b, v OH), 1611, 1591, 1555,
1489, 1477, 1456 (v CC aromatickd) cm™; 'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): hlavny
konformér: & 11,55 (1H, bs, NH), 10,85 (1H, bs, OH), 8,39 (1H, s, H6"), 7,75 (1H, d, J = 2,8
Hz, H6), 7,48 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,17 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 7,13 (1H, s,
H3"), 3,88 (3H, s, OCH3); minoritny konformér: 6 11,64 (1H, bs, NH), 10,59 (1H, bs, OH),
7,34 (1H, d, J = 2,9 Hz, H6), 7,25 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,9 Hz, H4), 7,05 (1H, s), 6,90
(1H, s), 6,77 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 3,50 (3H, s, OCHjs); zastipenie konformérov:
hlavny konformér: 86 %, minoritny konformér: 14 %; *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz):
hlavny konformér: 6 193,43; 153,51; 150,64; 132,26; 130,94; 130,66; 128,81; 127,39; 126,39;
124,24; 119,74; 117,13; 114,31; 56,66; minoritny konformér: & 198,81; 151,53; 151,21,
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132,51; 129,91; 129,68; 129,26; 128,20; 127,32; 123,65; 119,36; 117,00; 112,81; 55,50;
Elementarna analyza (%) pre C14H10CIsNO,S (362,66) vypocitané: C 46,37; H 2,78; N 3,86;
S 8,84; najdené: C 46,25; H 2,99; N 3,96; S 8,92.

N-(4-brom-2-hydroxyfenyl)-5-chlor-2-metoxybenztioamid (11k)

Vytazok: 38,9 %, zIta pevna latka; t. t. 148-149 °C, rozklad; IR (ATR): 3233 (b, v OH), 1613,
1594, 1556, 1497, 1476, 1451 (v CC aromaticka) cm™; 'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
hlavny konformér: 6 11,42 (1H, s, NH), 10,49 (1H, s, OH), 7,99 (1H, d, J = 8,5 Hz, H6"), 7,72
(1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,47 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,16 (1H, d, J = 8,9 Hz,
H3), 7,11 (1H, d, J = 2,2 Hz, H3"), 7,04 (1H, dd, J = 8,5 Hz, J = 2,2 Hz, H5"), 3,87 (3H, s,
OCHj3); minoritny konformér: 6 11,54 (1H, s, NH), 10,33 (1H, s, OH), 7,31 (1H, d, J = 2,7
Hz, H6), 7,22 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 6,89 (1H, d, J = 2,0 Hz, H3"), 6,78-6,69
(3H, m, H3, H5", H6"), 3,46 (3H, s, OCHj3); zastipenie konformérov: hlavny konformér: 86
%, minoritny konformér: 14 %; B¢ NMR (DMSO-ds, 75 MHz): hlavny konformér: 6 193,01,
153,45; 151,99; 132,70; 130,68; 130,51; 127,37; 126,71; 124,15; 121,50; 119,28; 118,65;
114,26; 56,62; minoritny konformér: & 198,19; 152,74; 151,36; 132,73; 129,08; 128,49;
123,57; 118,50; 112,84; 55,57; zvy$né rezonan¢né signaly nemozno od¢itat’ z dovodu nizkej
intenzity; Elementarna analyza (%) pre C14H11BrCINO,S (372,66) vypocitané: C 45,12; H
2,98; N 3,76; S 8,60; najdené: C 45,34; H 3,20; N 3,97; S 8,76.

N-(5-brom-2-hydroxyfenyl)-5-chlor-2-metoxybenztioamid (111)

Vytazok: 38,7 %, zIta pevna latka; t. t. 148-149 °C, rozklad; IR (ATR): 3299 (b, v OH), 1616,
1593, 1562, 1493, 1477, 1453 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
hlavny konformér: & 11,51 (1H, s, NH), 10,38 (1H, s, OH), 8,32 (1H, d, J=2,5 Hz, H6"), 7,75
(1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,48 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,29 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J
= 2,5 Hz, H4"), 7,16 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 6,92 (1H, d, J = 8,6 Hz, H3"), 3,88 (3H, s,
OCHj3); minoritny konformér: 6 11,61 (1H, s, NH), 10,12 (1H, s, OH), 7,29 (1H, d, J = 2,8
Hz, H6), 7,22 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,11 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J = 2,6 Hz, H4"),
6,95 (1H, d, J =2,6 Hz, H6"), 6,76 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 6,67 (1H, d, J=8,7 Hz, H3"), 3,50
(3H, s, OCHg); zastipenie konformérov: hlavny konformér: 86 %, minoritny konformér: 14
%; ¥C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): hlavny konformér: & 193,03; 153,48; 150,13; 132,50;
130,83; 130,62; 130,20; 128,56; 127,61; 124,21; 117,85; 114,30; 108,97; 56,65; minoritny
konformér: & 198,61; 151,38; 151,18; 112,78; 55,53; zvy$Sné rezonan¢né signaly nemozno
odcitat’ z dovodu nizkej intenzity; Elementarna analyza (%) pre Ci4H1:BrCINO,S (372,66)
vypocitané: C 45,12; H 2,98; N 3,76; S 8,60; najdené: C 45,12; H 2,89; N 3,77; S 8,54.

5-chlor-N-(2-hydroxy-4-(trifluormetyl)fenyl)-2-metoxybenztioamid (11m)

Vytazok: 49,0 %, ZIta pevna latka; t. t. 127-129 °C, rozklad; IR (ATR): 3204 (b, v OH), 1622,
1595, 1568, 1476, 1458 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): hlavny
konformér: & 11,58 (1H, bs, NH), 10,77 (1H, bs, OH), 8,31 (1H, d, J = 8,9 Hz, H6"), 7,75
(1H, d, J = 2,7 Hz, H6), 7,49 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 7,25-7,19 (2H, m, H3",
H5"), 7,17 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 3,89 (3H, s, OCHj3); minoritny konformér: 6 11,72 (1H, bs,
NH), 10,57 (1H, bs, OH), 7,39 (1H, d, J = 2,7 Hz, H6), 7,02 (1H, d, J = 1,8 Hz, H3"), 6,95-
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6,90 2H, m, H5", H6"), 6,74 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), H4 zakryté hlavnym konformérom, 3,39
(3H, s, OCHpg); zastupenie konformérov: hlavny konformér: 87 %, minoritny konformér: 13
%:; *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): hlavny konformér: & 193,61; 153,49; 151,06; 132,57,
130,90; 130,69; 130,62; 127,66 (1C, g, J = 31,7 Hz, C4"); 126,28; 125,37 (1C, q, J = 270,4
Hz, CFs3); 124,25; 115,53 (1C, g, J = 3,9 Hz, C3"); 114,34; 112,34 (1C, q, J = 3,7 Hz, C5");
56,68; minoritny konformér: 6 198,33; 151,84, 151,32; 130,07; 129,57; 123,76; 112,93,
55,49; zvys$né rezonan¢né signaly nemozno odcitat’ z dovodu nizkej intenzity; Elementarna
analyza (%) pre CisH13CIF3NO,S (361,77) vypocitané: C 49,80; H 3,06; N 3,87; S 8,86;
najdené: C 49,71; H 2,85; N 3,69; S 8,92.

5-chlor-N-(2-hydroxy-5-(trifluormetyl)fenyl)-2-metoxybenztioamid (11n)

Vytazok: 26,3 %, zIta pevna latka; t. t. 132-133 °C, rozklad; IR (ATR): 3252 (b, v OH), 1624,
1574, 1478, 1460, 1447 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): hlavny
konformér: & 11,57 (1H, s, NH), 11,00 (1H, s, OH), 8,48 (1H, d, J = 2,3 Hz, H6"), 7,75 (1H,
d, J=2,7 Hz, H6), 7,55-7,45 (2H, m, H4, H4"), 7,17 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 7,12 (1H, d, J =
8,5 Hz, H3"), 3,89 (3H, s, OCHj3); minoritny konformér: & 11,69 (1H, s, NH), 10,76 (1H, s,
OH), 7,36-7,30 (2H, m), 6,88 (1H, d, J = 8,5 Hz, H3"), 6,72 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 2H
zakryt¢é hlavnym konformérom, 3,44 (3H, s, OCHj3); zastapenie konformérov:
hlavny konformér: 86 %, minoritny konformér: 14 %; *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz):
hlavny konformér: 6 193,52; 154,10; 153,50; 132,53; 130,85; 130,58; 127,32; 124,93 (1C, q,
J=3,9 Hz, C6%); 124,21; 124,19 (1C, q, J = 269,4 Hz, CF3); 122,70 (1C, g, J = 3,8 Hz, C4");
119,05 (1C, q, J = 32,2 Hz, C5’); 116,50; 114,30; 56,66; minoritny konformér: & 198,93;
155,14; 151,23; 132,64; 129,75; 128,96; 127,21; 125,48; 123,64; 118,71 (1C, q, J = 32,4 Hz,
C5"); 112,62; 55,34; zvy$né rezonanéné signaly nemozno od¢itat’ z dovodu nizkej intenzity;
Elementarna analyza (%) pre C15H11CIF3NO,S (361,77) vypocitané: C 49,80; H 3,06; N 3,87,
S 8,86; najdené: C 49,66; H 3,15; N 4,02; S 9,05.

VedPajsie produkty syntézy derivatov 2-metoxy-2'-hydroxytiobenzanilidu 12
6-chlor-2-(4-chlor-2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazol (12a)

Vedl'ajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 146-147 °C; IR (ATR): 1614, 1592, 1566, 1550,
1487, 1471, 1458, 1446 (v CC aromatick4) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): 8,01 (1H, d,
J=28,5Hz, H6"), 7,97 (1H, d, J = 1,8 Hz), 7,82 (1H, d, J = 8,5 Hz), 7,45 (1H, dd, J = 8,5 Hz,
J=18Hz), 7,38 (1H, d, J = 1,8 Hz), 7,21 (1H, dd, J = 8,5 Hz, J = 1,8 Hz), 3,95 (3H, s,
OCHjy); 3¢ NMR (CDCl3, 75 MHz): 6 161,41; 158,97; 150,50; 140,46; 138,17; 132,45;
129,83; 125,38; 121,05; 120,96; 114,05; 113,53; 111,60; 56,81; Elementarna analyza (%) pre
C14HoCINO; (294,13) vypocitané: C 57,17; H 3,08; N 4,76; najdené: C 56,95; H 3,26; N
4,97.

5,6-dichlor-2-(4-chlor-2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazol (12b)

Vedlajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 184-185 °C; IR (ATR): 1605, 1592, 1573, 1536,
1479, 1465 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 500 MHz): & 8,03 (1H, d, J = 8,3 Hz,
H6), 7,86 (1H, s), 7,68 (1H, s), 7,09 (1H, dd, J = 8,3 Hz, J = 1,9 Hz, H5"), 7,07 (1H, d, J =
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1,9 Hz, H3"), 4,01 (3H, s, OCHs); *C NMR (CDCls, 125 MHz): § 162.,45; 159,03; 148,84;
141,69; 139,33; 132,10; 129,01; 128,65; 121,16; 121,08; 113,82; 112,88; 112,19; 56,49;
Elementarna analyza (%) pre C14HsCIsNO, (328,58) vypocitané: C 51,18; H 2,45; N 4,26;
najdené: C 51,55; H 2,63; N 4,56.

5-brom-2-(4-chlor-2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazol (12c)

Vedl'ajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 138-139 °C; IR (ATR): 1612, 1597, 1572, 1536,
1492, 1479, 1467, 1445 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls;, 300 MHz): & 8,05 (1H, d,
J=28,3 Hz, H6"), 7,93 (1H, s), 7,51-7,40 (2H, s), 7,14-7,02 (2H, m’, H3’, H5"), 4,02 (3H, s,
OCHjs); *C NMR (CDCl;, 75 MHz): 8§ 161,85; 158,97; 149,23; 143,55; 139,00; 132,10;
128,08; 123,10; 121,09; 117,13; 114,20; 112,85; 111,67; 56,50; Elementarna analyza (%) pre
C14HoBrCINO; (338,58) vypocitané: C 49,66; H 2,68; N 4,14; najdené: C 49,45; H 2,90; N
4,18.

6-brom-2-(4-chlor-2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazol (12d)

Vedl'ajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 157-158 °C; IR (ATR): 1608, 1596, 1576, 1538,
1481, 1471, 1458 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): & 8,04 (1H, d, J =88
Hz, H6"), 7,74 (1H, d, J = 1,8 Hz, H7), 7,66 (1H, d, J = 8,5 Hz, H4), 7,46 (1H, dd, J = 8,5 Hz,
J = 1,8 Hz, H5), 7,11-7,05 (2H, m, H3", H5"), 4,02 (3H, s, OCHj3); BC NMR (CDCls, 75
MHz): 6 161,16; 158,95; 150,67; 141,21; 138,90, 132,01; 127,86; 121,15; 121,10; 118,02;
114,23; 113,96; 112,84; 56,49; Elementarna analyza (%) pre Ci4sHoBrCINO, (338,58)
vypocitané: C 49,66; H 2,68; N 4,14; najdené: C 49,68; H 2,83; N 4,23.

2-(4-chlor-2-metoxyfenyl)-6-(trifluormetyl)benzo[d]oxazol (12e)

Vedl'ajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 103-105 °C; IR (ATR): 1617, 1595, 1569, 1555,
1491, 1466 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 500 MHz): 8,09 (1H, d, J = 8,4 Hz,
H6"), 7,88 (1H, d, J = 8,4 Hz, H4), 7,86 (1H, d, J = 1,6 Hz, H7), 7,62 (1H, dd, J =8,4 Hz, J =
1,6 Hz, H5), 7,11 (1H, dd, J = 8,4 Hz, J = 2,0 Hz, H5"), 7,09 (1H, d, J = 2,0 Hz, H3"), 4,03
(3H, s, OCHy); BC NMR (CDCl3, 125 MHz): 6 163,12; 159,16, 149,67; 144,69; 139,40;
132,25; 127,31 (1C, q, J = 32,9 Hz, C6); 124,14 (1C, q, J = 270,3 Hz, CF3); 121,70; 121,18;
120,50; 114,03; 112,93; 108,28; 56,50; Elementarna analyza (%) pre C1sHgCIF3NO; (327,69)
vypocitané: C 54,98; H 2,77; N 4,27; najdené: C 55,15; H 2,98; N 4,35.

5-chlor-2-(5-chlor-2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazol (12f)

Vedl'ajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 136-137 °C; IR (ATR): 1613, 1599, 1578, 1532,
1478, 1464, 1449, 1434 (v CC aromatick4) cm™; *H NMR (CDCls, 500 MHz): & 8,10 (1H, s,
H6"), 7,78 (1H, s), 7,55-7,39 (2H, m), 7,33 (1H, d, J = 8,5 Hz), 7,01 (1H, d, J=9,1 Hz, H3"),
4,00 (3H, s, OCHs); *C NMR (CDCls, 125 MHz): § 161,51; 157,09; 148,87; 143,01; 132,69;
130,78; 129,94; 125,84; 125,59; 120,22; 116,90; 113,49; 111,26; 56,55; Elementarna analyza
(%) pre C14HoCI,NO; (294,13) vypocitané: C 57,17, H 3,08; N 4,76; najdené: C 57,39; H
3,26; N 5,06.
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5,6-dichlor-2-(5-chlor-2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazol (129)

Vedl'ajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 201-202 °C; IR (ATR): 1597, 1575, 1558, 1529,
1481, 1437 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 7,86 (1H, s), 7,66
(1H, s), 7,54 (1H, s), 7,27 (1H, m), 6,86 (1H, m), 3,80 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-ds,
125 MHz): 6 161,55; 156,70; 148,45; 141,07, 132,57, 130,15; 128,54; 128,07; 125,18;
120,56; 115,86; 113,27; 111,89; 56,07; Elementarna analyza (%) pre C14HgCIsNO, (328,58)
vypocitané: C 51,18; H 2,45; N 4,26; najdené: C 51,31; H 2,64; N 4,52.

5-brom-2-(5-chlor-2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazol (12h)

Vedl'ajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 121-122 °C; IR (ATR): 1598, 1577, 1531, 1481,
1460, 1444 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 500 MHz): & 8,10 (1H, s, H6"), 7,94
(1H, s), 7,53-7,37 (3H, m), 7,02 (1H, d, J = 9,1 Hz), 4,00 (3H, s, OCHs); **C NMR (CDCl;,
125 MHz): 6 161,33; 157,10; 149,29; 143,48; 132,71; 130,80; 128,31; 125,84; 123,24;
117,23; 116,85; 113,49; 111,76; 56,56; Elementarna analyza (%) pre C14HoBrCINO, (338,58)
vypocitané: C 49,66; H 2,68; N 4,14; najdené: C 49,34; H 2,82; N 4,28.

6-brom-2-(5-chlor-2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazol (12i)

Vedl'ajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 113-115 °C; IR (ATR): 1608, 1598, 1578, 1534,
1482, 1455, 1435 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): & 8,09 (1H, d, J = 2,7
Hz, H6"), 7,75 (1H, d, J = 1,8 Hz, H7), 7,67 (1H, d, J = 8,5 Hz, H4), 7,47 (1H, dd, J = 8,5 Hz,
J=1,8 Hz, H5), 7,45 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,7 Hz, H4"), 7,01 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3"),
4,00 (3H, s, OCHs); *C NMR (CDCls, 75 MHz): & 160,66; 157,07; 150,73; 141,12; 132,62;
130,70; 127,96; 125,85; 121,27; 118,25; 116,86; 114,04; 113,48; 56,53; Elementarna analyza
(%) pre C14H9BrCINO; (338,58) vypocitané: C 49,66; H 2,68; N 4,14; najdené: C 49,63; H
2,91; N 4,16.

2-(5-chlor-2-metoxyfenyl)-6-(trifluormetyl)benzo[d]oxazol (12j)

Vedrajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 82-84 °C; IR (ATR): 1618, 1599, 1578, 1551, 1533,
1497, 1479, 1464 (v CC aromaticka) cm™; 'H NMR (CDCls, 500 MHz): & 8,14 (1H, m, H6"),
7,94-7,85 (2H, m), 7,63 (1H, dd, J = 8,4 Hz, J = 1,6 Hz), 7,48 (1H, m), 7,04 (1H, d, J = 8,9
Hz), 4,02 (3H, s, OCHs); *C NMR (CDCls, 125 MHz): § 162,63; 157,29; 149,74; 144,58;
133,05; 130,94; 127,51 (1C, q, J = 32,7 Hz, C6); 125,93; 123,39 (1C, q, J = 270,7 Hz, CFs);
121,76 (1C, q, J = 3,7 Hz, C7); 120,65; 116,66; 113,57; 108,37 (1C, q, J = 4,2 Hz, C5); 56,54;
Elementarna analyza (%) pre CisHoCIFsNO, (327,69) vypocitané: C 54,98; H 2,77; N 4,27,
najdené: C 55,21; H 2,94; N 4,41.

Postup pripravy substituovanych 2-nitrofenolov 7 **

Prislusne substituovany fenol 6 (150 mmol) bol rozpusteny Vv Iadovej kyseline
octovej (50 mL) aroztok bol mieSany a zahrievany na 40 °C. Nasledne bol po kvapkach
Vv priebehu 15 mintt pridany roztok 11 ml 65% HNOj3 v 30 ml 'adovej kyseline octovej. Zmes

bola d’alSich 45 minit mieSand pri laboratornej teplote. Reakcia bola ukoncéend pridavkom
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400 ml l'adovej vody, vzniknutd zmes bola extrahovana Styrikrat 100 ml CHCls, organické
faze boli spojené, vysusené Na,SO, aodparené dosucha. 2-nitrofenoly boli izolované
chromatograficky (7a, 7c, 7e), krystalizaciou z etanolu (7b) alebo boli pouzité v surovom
stave (7d).

Pripravené substituované 2-nitrofenoly 7
4,5-dichlor-2-nitrofenol (7a) **

Vytazok: 38,0 %, 71t pevna latka; t. t. 66-68 °C; IR (ATR): 3275 (b, v OH), 1614, 1564 (v
CC aromatick4), 1513 (v NO,), 1457 (v CC aromaticka), 1344 (v NO,) cm™; *H NMR
(CDCls, 300 MHz): & 10,47 (1H, s, OH), 8,23 (1H, s, H3), 7,33 (1H, s, H6); *C NMR
(CDCls, 75 MHz): & 153,44; 142,26; 132,28; 125,83; 124,34; 121,48. 'H NMR zhodné

s literatrou %%,

4-brom-2-nitrofenol (7b) %

Vytazok: 54,0 %, ZIta pevna latka; t. t. 90-92 °C; IR (ATR): 3274 (b, v OH), 1612, 1601,
1571 (v CC aromaticka), 1530 (vss NO,), 1470, 1450 (v CC aromaticka), 1323 (vs NO2) cm™;
'H NMR (CDCls, 300 MHz): 6 10,49 (1H, s, OH), 8,25 (1H, d, J = 2,4 Hz, H3), 7,66 (1H, dd,
J =9,0 Hz, J = 2,4 Hz, H5), 7,08 (1H, d, J = 9,0 Hz, H6); *C NMR (CDCl;, 75 MHz): &
154,09; 140,35; 127,30; 126,72; 121,72; 111,69. *H NMR zhodné s literatrou **2,

5-brom-2-nitrofenol (7c) '

Vytazok: 26,0 %, zIty olej; IR (ATR): 3182 (b, v OH), 1608, 1573 (v CC aromaticka), 1530
(vas NO5), 1466, 1448 (v CC aromaticka), 1325 (vs NO2) cm™; *H NMR (CDCls, 500 MHz): &
10,62 (1H, s, OH), 7,97 (1H, d, J = 9,1 Hz, H3), 7,37 (1H, d, J = 2,1 Hz, H6), 7,13 (1H, dd, J
= 9,1 Hz, J = 2,1 Hz, H4); **C NMR (CDCls, 125 MHz): § 155,26; 132,69; 132,34; 126,05;
123,88; 122,98. IR a NMR zhodné s literatirou %,

2-nitro-5-(trifluormetyl)fenol (7e) 1%

Vytazok: 26,1 %, ZIty olej; IR (ATR): 3273 (b, v OH), 1635, 1594 (v CC aromaticka), 1542
(vas NO5), 1487, 1448 (v CC aromaticka), 1335 (vs NO2) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): &
10,57 (1H, s, OH), 8,23 (1H, d, J = 8,7 Hz, H3), 7,44 (1H, d, J = 1,9 Hz, H6), 7,23 (1H, dd, J
= 8,7 Hz, J = 1,9 Hz, H4); *C NMR (CDCls, 75 MHz): & 154,81; 138,47 (1C, q, J = 33,4 Hz,
C5); 135,22; 126,08; 121,50 (1C, q, J = 271,7 Hz, CFs); 117,87 (1C, q, J = 3,9 Hz, C6);
116,64 (1C, g, J = 3,5 Hz, C4). *H NMR zhodné s literatrou ***,

Postup pripravy substituovanych 2-aminofenolov 8 101

Prislusny 2-nitrofenol 7 (40 mmol) bol rozpusteny v zmesi 100 ml 'adovej kyseliny
octovej a30 ml vody. Roztok bol za mieSania zahriaty k teplote varu a nasledne bolo
V priebehu 15 minat pridané 0,8 mol Fe prachu. Po pridani Zelezného prachu bola reakéna

zmes eSte 30 minut zahrievand pri teplote varu a potom zriedenéd pridavkom 400 ml I'adovej
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vody. Zmes bola extrahovana Styrikrat 200 ml etyl-acetatu (EtAc). Nasledne boli organické
podiely spojené, sfiltrované, extrahované desatkrat 150 ml 5% roztoku NaHCOj;, raz
nasytenym roztokom NaCl avysusené NaySOs. 2-Aminofenoly 8 boli izolované

chromatograficky.

Pripravené substituované 2-aminofenoly 8

2-amino-4,5-dichlorfenol (8a) **

Vytazok: 66,3 %, tmavo Cervend pevna latka; t. t. rozklad; IR (ATR): 3467, 3376 (v NH,),
3298 (b, v OH), 1610, 1581, 1502 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz):
8 9,73 (1H, bs, OH), 6,74 (1H, s, H6), 6,71 (1H, s, H3), 4,95 (2H, bs, NH,): *C NMR
(DMSO-ds, 75 MHz): 6 143,96; 137,98; 120,68; 115,88; 115,14; 114,09.

2-amino-4-bromfenol (8b) **

Vytazok: 41,7 %, tmavo Cervend pevna latka; t. t. rozklad; IR (ATR): 3457, 3386 (v NH,),
3278 (b, v OH), 1601, 1582, 1505 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz):
$9,26 (1H, bs, OH), 6,70 (1H, d, J = 2,5 Hz, H3), 6,54 (1H, d, J = 8,2 Hz, H6), 6,48 (1H, dd,
J=8,2Hz, J =25 Hz, H5), 4,79 (2H, bs, NHy); *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): § 143,46;
139,08; 118,25; 116,17; 115,82; 110,84. *H NMR zhodné s literatirou 1%,

2-amino-5-bromfenol (8c) **

Vytazok: 60,5 %, tmavo Cervend pevna latka; t. t. rozklad; IR (ATR): 3370, 3296 (v NH,),
3100-2300 (b, v OH), 1600, 1501 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): &
9,46 (1H, bs, OH), 6,75 (1H, d, J = 2,5 Hz, H6), 6,67 (1H, dd, J = 8,3 Hz, J = 2,5 Hz, H4),
6,51 (1H, d, J = 8,3 Hz, H3), 4,66 (2H, bs, NH,); *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): § 145,33;
136,52; 122,04, 116,84; 115,53; 106,24.

2-amino-4-(trifluormetyl)fenol (8d) *®

Vytazok: 65,6 %, oranzova pevna latka; t. t. 115-118 °C; IR (ATR): 3391, 3318 (v NH,),
3061-2342 (b, v OH), 1618, 1528, 1460 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500
MHz): § 9,85 (1H, bs, OH), 6,85 (1H, m), 6,80-6,64 (2H, m), 4,92 (2H, bs, NH,); **C NMR
(DMSO-ds, 125 MHz): & 147,28; 137,57; 125,28 (1C, q, J = 269,3 Hz, CF3); 120,23 (1C, q, J
= 31,0 Hz, C4); 113,91; 113,32 (1C, q, J = 4,3 Hz, C5); 110,11 (1C, q, J = 3,7 Hz, C3).

2-amino-5-(trifluormetyl)fenol (8e) *®

Vytazok: 50,5 %, oranzova pevna latka; t. t. 112-115 °C; IR (ATR): 3397, 3316 (v NH,),
3500-2300 (b, v OH), 1611, 1527, 1444 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300
MHz): & 9,60 (1H, bs, OH), 6,92-6,82 (2H, m, H4, H6), 6,67 (1H, d, J = 8,7 Hz, H3), 5,18
(2H, bs, NH,); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 143,63; 141,03; 125,54 (1C, q, J = 268,3
Hz, CFs); 117,16 (1C, q, J = 4,2 Hz, C6); 115,87 (1C, q, J = 31,4 Hz, C5); 113,10; 110,42
(1C, g, J = 3,7 Hz, C4).
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4.1.4. Stereochemické vlastnosti derivatov 2-metoxy-2 "-hydroxytiobenzanilidu

Na latky uvedené v tejto kapitole sa treba pozerat’ ako na obmeny molekuly 5-chlor-
N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenztioamidu (vis. kapitola 4.1.3. latka 11i) respektive
ako na medziprodukty pripadne vedl'ajsie produkty syntézy tychto obmien. Syntetické schéma
bolo rovnaké ako v predoSlom pripade (vis. kapitola 4.1.3.), prislusna kyselina alebo anilin,
pokial’ neboli komercne dostupné, boli pripravené z dostupnych derivatov (fenoly, étery,
nitrily, ...) anasledne z nich boli pripravené prislusné benzanilidy, ktoré boli nakoniec
premenené na tiobenzanilidy (vis. Schéma 3). Vynimku predstavuje len latka 32, ktora bola
pripravena podla Schémy 4. Prehlad vsetkych pripravenych obmien latky 11i prinasa
Obrazok 17. Pokial' nebude uvedené inak vsetky zluceniny v tejto kapitole boli pripravené

podl'a postupov z kapitoly 4.1.3..

R2 CN
R2 2
L "L T
1 4
R R1 R1 o) /@/R

R® ]
R
R4 4
f S R o)
E— R2 N + /
R® N
R1 H R3 R2

Schéma 3: Vieobecny postup pripravy modifikacii molekuly 11i: R = H, OMe, CI, Et; R? =
H, Cl; R® = H, OH, OMe, Me, Et; R* = H, Et, NO,; R®> = H, CI. Cinidl4: (a) 1. KOH, 2. HClI,
(b) SOCIs, (c) HNO3, (d) Fe, AcOH, (e) TEA, (f) 1. P4S1o, 2. HCI.
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Schéma 4: Postup pripravy zlaéeniny 32. Cinidla: (a) SnCIz.ZHZO, (b) p-brombenzaldehyd,
(c) NaBHy, (d) 1. P4S;0, 2. HCI, 3. NaHCOs;.
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Obrazok 17: Prehlad pripravenych modifikacii 5-chlor-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-
metoxybenztioamidu (11i).

3-chlor-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)benzamid (13) 2

Vytazok: 61,8 %, biela pevna latka; t. t. 223-224 °C; IR (ATR): 3419 (v NH), 3108 (b, v OH),
1647 (amid 1), 1608, 1591, 1566 (v CC aromaticka), 1537 (amid II), 1498 (v CC aromaticka)
cm™: *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 10,08 (1H, s, NH), 9,68 (1H, s, OH), 8,00 (1H, t, J =
1,9 Hz, H2), 7,90 (1H, m, H6), 7,74 (1H, d, J = 2,6 Hz, H6"), 7,66 (1H, ddd, J =8,0 Hz, J =
2,1 Hz, J =11 Hz, H4), 7,55 (1H, t, J = 7,8 Hz, H5), 7,08 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J = 2,6 Hz,
H4"%), 6,92 (1H, d, J = 8,7 Hz, H3"); 3¢ NMR (DMSO-dg, 75 MHz): 6 164,21; 148,88;
136,41; 133,47; 131,76; 130,65; 127,70; 126,85; 126,55; 125,63; 124,26; 122,19; 117,17,
Elementarna analyza (%) pre C13HgCIoNO, (282,12) vypocitané: C 55,34; H 3,22; N 4,96;
najdené: C 55,24; H 3,42; N 4,85. Analytické data zhodné s literatirou 52
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3-chlor-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)benztioamid (14)

Vytazok: 30,3 %, ZIta pevna latka; t. t. 124-125 °C, rozklad; IR (ATR): 3257 (v NH), 3026 (b,
v OH), 1581, 1567, 1525, 1485, 1471 (v CC aromatickd) cm™; 'H NMR (DMSO-dg, 500
MHz): & 11,37 (1H, s, NH), 10,05 (1H, s, OH), 7,91 (1H, t, J = 1,9 Hz, H2), 7,84 (1H, m, H6),
7,60 (1H, m, H4), 7,53 (1H, d, J = 2,7 Hz, H6"), 7,50 (1H, t, J = 7,9 Hz, H5), 7,22 (1H, dd, J
=8,8 Hz, J=2,7 Hz, H4"), 6,97 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3"); **C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): &
196,88; 151,26; 143,21; 132,82; 130,72; 130,10; 128,26; 128,19; 127,76; 127,43; 126,55;
121,78; 117,92; Elementarna analyza (%) pre C13HgCI,NOS (298,19) vypocitané: C 52,36; H
3,04; N 4,70; S 10,75; najdené: C 52,41; H 3,14; N 4,83; S 10, 84.

N-(2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenzamid (15) **’

Vytazok: 73,2 %, biela pevna latka; t. t. 200-202 °C (lit. 203-206 °C ') IR (ATR): 3294 (v
NH), 3201 (b, v OH), 1638 (amid 1), 1614, 1598 (v CC aromatickd), 1555 (amid II), 1510,
1484, 1455 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): § 10,57 (1H, s), 10,20
(1H, s), 8,37 (1H, d, J = 7,9 Hz), 8,08 (1H, dd, J = 7,8 Hz, J = 1,8 Hz), 7,56 (LH, m), 7,25
(1H, d, J = 8,3 Hz), 7,13 (1H, t, J = 7,5 Hz), 6,95-6,89 (2H, m), 6,81 (1H, m), 4,03 (3H, s,
OCHjz); °C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): § 162,27; 157,35; 146,46; 133,66; 131,54; 127,43;
123,86; 121,58; 121,36; 119,92; 119,45; 114,76; 112,79; 56,63; Elementarna analyza (%) pre
C14H13NO3 (243,26) vypocitané: C 69,12; H 5,39; N 5,76; najdené: C 69,38; H 5,56; N 5,93.

N-(2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenztioamid (16)

Vytazok: 46,7 %, zIta olejovita latka; IR (ATR): 3289 (v NH), 3046 (b, v OH), 1585, 1537,
1515, 1489 (v CC aromatickd) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): hlavny konformér: &
11,39 (1H, s, NH), 9,97 (1H, s, OH), 8,28 (1H, dd, J =8,1 Hz, J = 1,6 Hz, H6"), 7,88 (1H, dd,
J=78Hz,J=1,8Hz, H6), 7,44 (1H, m, H4), 7,18-7,08 (2H, m, H3, H4"), 7,03 (1H, td, J =
7,5Hz,J=1,0 Hz, H5), 6,95 (1H, dd, J = 8,2 Hz, J= 1,4 Hz, H3"), 6,85 (1H, td, J = 7,7 Hz, J
= 1,4 Hz, H5"), 3,89 (3H, s, OCH3); minoritny konformér: 6 11,32 (1H, s, NH), 9,73 (1H, s,
OH), 7,30 (1H, dd, J = 7,6 Hz, J = 1,8 Hz, H6), 7,16 (1H, zakryté hlavnym konformérom,
H4), 6,91 (1H, m, H4"), 6,84 (1H, zakryté hlavnym konformérom, H5), 6,74 (1H, dd, J = 8,1
Hz, J=1,3 Hz, H3"), 6,69 (1H, d, J = 8,4 Hz, H3), 6,62 (1H, dd, J =8,3 Hz, J=1,6 Hz, H6"),
6,46 (1H, td, J = 7,6 Hz, J = 1,3 Hz, H5"), 3,43 (3H, s, OCH3); zastupenie konformérov:
hlavny konformér: 88 %, minoritny konformér: 12 %; *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz):
hlavny konformér: 6 193,98; 154,81; 150,42; 132,41; 131,87; 131,19; 127,83; 127,63; 125,11,
120,81; 118,91; 116,14; 112,47; 56,46; minoritny konformér: & 199,89; 152,78; 151,30;
131,38; 130,09; 129,47; 127,85; 127,42; 126,26; 120,02; 118,19; 115,86; 111,00; 55,08;
Elementarna analyza (%) pre Ci4H13NO,S (259,32) vypocitané: C 64,84; H 5,05; N 5,40;
S 12,36; najdené: C 64,68; H 5,36; N 5,73; S 12,49.

2-(2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazol (17) *®

Vedlajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 63-65 °C; IR (ATR): 1617, 1599, 1583, 1549, 1496,
1458 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): & 8,14 (1H, dd, J = 7,7 Hz, J =
1,7 Hz), 7,84 (1H, m), 7,59 (1H, m), 7,51 (1H, td, J = 7,9 Hz, J = 1,7 Hz), 7,38-7,31 (2H, m),
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7,15-7,05 (2H, m), 4,03 (3H, s, OCH3); *C NMR (CDCls, 75 MHz): § 161,43; 158,47;
150,17; 141,73; 132,89; 131,21; 124,99; 124,33; 120,67; 120,12; 115,84; 112,01; 110,41;
56,15; Elementarna analyza (%) pre Ci14H11NO; (225,24) vypocitané: C 74,65; H 4,92; N
6,22; najdené: C 74,47; H 4,59; N 6,25. IR a NMR zhodné s literatirou %,

2,5-dichlor-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)benzamid (18) **

Vytazok: 56,2 %, biela pevna latka; t. t. 212-213 °C; IR (ATR): 3381 (v NH), 3159 (b, v
OH), 1655 (amid 1), 1613, 1595 (v CC aromaticka), 1531 (amid II), 1464, (v CC aromaticka)
cm™: 'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 10,12 (1H, s, OH), 9,89 (1H, s, NH), 7,96 (1H, d, J
=2,7 Hz, H6"), 7,69 (1H, m), 7,60-7,52 (2H, m), 7,05 (1H, dd, J = 8,7 Hz, J = 2,7 Hz, H4"),
6,90 (1H, d, J = 8,7 Hz, H3"); *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): § 164,05; 147,74; 138,06;
131,80; 131,48; 131,01; 129,09; 129,05; 126,92; 125,08; 122,59; 122,21; 116,89;
Elementarna analyza (%) pre C13HgCIsNO, (316,57) vypocitané: C 49,32; H 2,55; N 4,42;
najdené: C 49,53; H 2,78; N 4,56.

2,5-dichlor-N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)benztioamid (19)

Vytazok: 61,5 %, ZIta pevna latka; t. t. 152-153 °C, rozklad; IR (ATR): 3304 (v NH), 3092
(b, v OH), 1599, 1525, 1495, 1456 (v CC aromatickd) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz):
hlavny konformér: 6 11,70 (1H, s, NH), 10,13 (1H, s, OH), 7,71 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6"),
7,62-7,40 (3H, m, H3, H4, H6), 7,21 (1H, dd, J = 8,6 Hz, J = 2,8 Hz, H4"), 6,97 (1H, d, J =
8,6 Hz, H3"); minoritny konformér: 6 11,93 (1H, s, NH), 10,33 (1H, s, OH), 6,76 (1H, d, J =
8,7 Hz), zvysné rezonan¢né signaly (5H) zakryté hlavnym konformérom, zastupenie
konformérov: hlavny konformér: 90 %, minoritny konformér: 10 %; BC NMR (DMSO-ds,
125 MHz): hlavny konformér: & 194,79; 150,87; 144,20; 131,57; 131,47; 129,72; 128,36;
128,17; 127,49; 127,18; 126,77; 121,71; 117,97; minoritny konformér: & 197,50; 131,33;
131,10; 131,00; 130,75; 129,61; 128,79; 128,58; 127,24, 126,70; 126,33; 121,55; 117,58,
Elementarna analyza (%) pre C13HgCIsNOS (332,63) vypocitané: C 46,94; H 2,42; N 4,21;
S 9,64; najdené: C 46,73; H 2,75; N 4,53; S 9,78.

4-chlor-1-metoxy-2-nitrobenzen (20) **°

4-Chloranisol (5,0 g, 4,3 ml, 35,0 mmol) bol rozpusteny v acetanhydride (16,5 ml,
175,0 mmol). Tento roztok bol za laboratérnej teploty v priebehu 15 mintt po kvapkach
pridany k miesanému roztoku 7,4 ml 65% HNO;3; (106,0 mmol HNO3) v 16,5 ml (175,0
mmol) acetanhydridu. Nasledne bola reak¢na zmes mieSana za laboratornej teploty d’alSich 45
minut. Reakcia bola ukoncend pridanim 150 ml vody, vylu€ena pevna latka bola odfiltrovana

a vysusena. Ziskand bola Cistd zlic¢enina 1o

Vytazok: 89,1 %, zlto-biela pevna latka; t. t. 97-98 °C; IR (ATR): 1615, 1573 (v CC
aromaticka), 1514 (vss NO,), 1484, 1467, 1454, 1446 (v CC aromaticka), 1349 (vs NO,) cm™;
'H NMR (CDCl3, 300 MHz): 6 7,83 (1H, d, J = 2,6 Hz, H3), 7,50 (1H, dd, J = 9,0 Hz, J = 2,6
Hz, H5), 7,04 (1H, d, J = 9,0 Hz, H6), 3,95 (3H, s, OCHs); *C NMR (CDCls, 75 MHz): §
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151,64, 139,67; 133,98; 125,51, 125,22; 114,76; 56,78.

5-chlor-2-metoxyanilin (21) **

Vytazok: 86,6 %, biela pevna latka; t. t. 82-83 °C; IR (ATR): 3467, 3377 (v NH,), 1616,
1586, 1501, 1462 (v CC aromatick4) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 6,74-6,65 (3H,
m, H3, H4, H6), 3,94 (2H, bs, NH,), 3,83 (3H, s, OCHj3); *C NMR (DMSO-dg, 75 MHz): &
145,93; 136,94; 125,79; 117,82; 114,68; 111,08; 55,65.

5-chlor-N-(5-chlor-2-metoxyfenyl)-2-metoxybenzamid (22)

Chlorid 5-chlor-2-metoxybenzoovej kyseliny bol pripraveny vysSie uvedenym
sposobom (vis. Kkapitola 4.1.3.). 919,2 mg (5,8 mmol) 5-chlor-2-metoxyanilinu 9 bolo
rozpustené v 50,0 ml éteru, do tohto roztoku bolo pridané 4,1 ml (29,2 mmol) trietylaminu a
nasledne roztok 5,8 mmol chloridu 5-chlor-2-metoxybenzoovej kyseliny v 100,0 ml éteru.
Reak¢na zmes bola za laboratornej teploty miesana pod CaCl, uzaverom po dobu 18 hodin.
Potom bola zmes extrahovand 50 ml 5% HCI. Nerozpustny podiel bol odfiltrovany

a vysuseny. Ziskana bola ¢ista latka.

Vytazok: 78,0 %, biela pevna latka; t. t. 208-209 °C; IR (ATR): 3315 (v NH), 1669 (amid 1),
1598 (v CC aromaticka), 1544 (amid II), 1479 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg,
500 MHz): 6 10,67 (1H, s, NH), 8,48 (1H, d, J = 2,4 Hz, H6"), 7,99 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6),
7,66 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,34 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 7,17-7,10 (2H, m,
H3’, H4"), 4,08 (3H, s, OCHs), 3,96 (3H, s, OCHs); *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz): &
161,27; 156,24; 147,18; 133,52; 130,57; 128,83; 125,46; 124,50; 123,47; 122,42; 118,94,
115,26; 112,42; 57,31; 56,81; Elementarna analyza (%) pre CisHi3CI,NO3 (326,17)
vypocitané: C 55,23; H 4,02; N 4,29; najdené: C 55,35; H 4,22; N 4,45.

5-chlor-N-(5-chlor-2-metoxyfenyl)-2-metoxybenztioamid (23)
Tato zltcenina bola pripravena podl'a postupu B (vis. kapitola 4.1.2.).

Vytazok: 38,4 %, zIta pevna latka; t. t. 148-150 °C; IR (ATR): 3270 (v NH), 1609, 1591,
1545, 1477, 1460, 1451 (v CC aromatick4) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): hlavny
konformér: & 11,52 (1H, s, NH), 8,19 (1H, d, J =2,7 Hz, H6"), 7,71 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6),
7,48 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,34 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,7 Hz, H4"), 7,18
(1H, d, J = 8,9 Hz, H3"), 7,17 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 3,89 (3H, s, OCH3), 3,86 (3H, s,
OCHj3); minoritny konformér: & 11,73 (1H, s, NH), 7,32 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,22 (1H, dd,
J=8,9Hz,J= 2,8 Hz, H4), 7,17 (1H, zakryté hlavnym konformérom, H4"), 6,93 (1H, d, J =
2,6 Hz, H6"), 6,90 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3"), 6,73 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 3,66 (3H, s, OCH3),
3,44 (3H, s, OCHj3); zastupenie konformérov: hlavny konformér: 85 %, minoritny konformér:
15 %; 3C NMR (DMSO-dg, 125 MHz): hlavny konformér: & 193,70; 153,45; 151,54; 132,57;
130,88; 130,56; 129,19; 127,48; 125,23; 124,23; 123,43; 114,32; 113,75; 56,67; 56,61,
minoritny konformér: 6 198,86; 152,17; 151,25; 132,58; 129,77; 129,21; 129,20; 128,15;
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126,54; 123,60; 122,98; 113,26; 112,75; 55,81; 55,46; Elementarna analyza (%) pre
C15H13CIoNO,S (342,24) vypocitané: C 52,64; H 3,83; N 4,09; S 9,37; najdené: C 52,80; H
4,12; N 4,35; S 9,51.

4-chlor-1-metyl-2-nitrobenzen (24) *?

5,0 g (4,7 ml, 39,5 mmol) 4-Chlortoluénu bolo zmiesané s 3,3 ml H,0. K miesane;j
emulzii bola pomaly pridana zmes 3,0 ml 65% HNO3; a 13,2 ml 96% H,SQO,, tak aby sa
teplota reak¢nej zmesi pohybovala v rozmedzi 50-55 °C. Nasledne bola reak¢nd zmes
mieSana pri teplote 55 °C po dobu 2 hodin. Potom bolo pridané 50 ml H,O azmes bola

extrahovand trikrat 50 ml CHCl;. Organické fazy boli spojené, vysusené Na,SO, a odparené

dosucha. Latka bola izolovana pomocou kolonovej chromatografie 12,

Vytazok: 49,2 %, Zlto-bicla pevna latka; t. t. 37-38 °C; IR (ATR): 1556 (v CC aromaticka),
1521 (vas NO,), 1481, 1451 (v CC aromaticka), 1347 (vs NOz) cm™; *H NMR (CDCls, 300
MHz): 6 7,96 (1H, d, J = 2,2 Hz, H3), 7,47 (1H, dd, J = 8,2 Hz, J = 2,2 Hz, H5), 7,29 (1H, d,
J = 8,2 Hz, H6), 2,57 (3H, s, CH3); *C NMR (CDCl;, 75 MHz): & 149,35; 133,81; 133,01;
132,39; 132,02; 124,67; 19,95.

5-chlor-2-metylanilin (25) **

Vytazok: 89,6 %, bicla pevna latka; t. t. 24-25 °C; IR (ATR): 3385 (b, v NH), 1622, 1576,
1494, 1448 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 6,88 (1H, d, J = 8,0
Hz, H3), 6,61 (1H, d, J = 2,3 Hz, H6), 6,43 (1H, dd, J = 8,0 Hz, J = 2,3 Hz, H4), 5,11 (2H, bs,
NHy), 2,00 (3H, s, CHs); **C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 148,39; 131,32; 130,77; 120,03;
115,30; 113,02; 17,07.

5-chlor-N-(5-chlor-2-metylfenyl)-2-metoxybenzamid (26)

Tato zlucenina bol pripraveny rovnakym postupom ako latka 22.

Vytazok: 60,1 %, biela pevna latka; t. t. 198-200 °C; IR (ATR): 3341 (v NH), 1663 (amid 1),
1613, 1587 (v CC aromaticka), 1541 (amid II), 1480 (v CC aromatickd) cm™; 'H NMR
(DMSO-dg, 500 MHz): 6 9,92 (1H, s, NH), 8,02 (1H, d, J=2,3 Hz, H6"), 7,84 (1H, d, J = 2,9
Hz, H6), 7,61 (1H, dd, J =9,0 Hz, J = 2,9 Hz, H4), 7,32-7,24 (2H, m, H3, H3"), 7, 15 (1H, dd,
J=8,1Hz,J=23 Hz, H4"), 3,99 (3H, s, OCHs), 2,28 (3H, s, CH3); *C NMR (DMSO—ds,
125 MHz): & 162,33; 155,99; 137,78; 132,65; 131,92; 130,37; 130,07; 128,50; 124,97,
124,47; 124,34, 122,31; 114,74; 56,98; 17,26; Elementarna analyza (%) pre Ci5H13CI;NO,
(310,18) vypocitané: C 58,08; H 4,22; N 4,52; najdené: C 58,25; H 4,39; N 4,38.

5-chlor-N-(5-chlor-2-metylfenyl)-2-metoxybenztioamid (27)
Tato zIt¢enina bola pripravena podl'a postupu B (vis. kapitola 4.1.2.).

Vytazok: 25,0 %, zIta pevna latka; t. t. 142-144 °C; IR (ATR): 1597, 1577, 1530, 1486, 1463
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(v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): hlavny konformér: & 11,58 (1H, s,
NH), 7,54 (1H, d, J = 2,7 Hz, H6), 7,46 (1H, dd, J =8,9 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 7,41 (1H, d, J =
2,2 Hz, H6"), 7,35 (1H, d, J = 8,3 Hz, H3"), 7,32 (1H, dd, J = 8,3 Hz, J = 2,2 Hz, H4"), 7,15
(1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 3,85 (3H, s, OCH3), 2,25 (3H, s, CH3); minoritny konformér: 6 12,04
(1H, s, NH), 7,49 (1H, d, J = 2,7 Hz, H6), 7,27 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 7,19 (1H,
d, J=8,3 Hz, H3"), 7,10 (1H, dd, J = 8,3 Hz, J =2,2 Hz, H4"), 6,79 (1H, d, J = 2,2 Hz, H6"),
6,75 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 3,39 (3H, s, OCH3), 2,27 (3H, s, CH3); zastupenie konformérov:
hlavny konformér: 88 %, minoritny konformér: 12 %; *C NMR (DMSO-ds, 125 MHz):
hlavny konformér: 6 195,34; 153,10; 139,47; 133,83; 132,34; 130,23; 130,07; 129,28; 127,53;
127,15; 124,03; 113,91; 56,40; 17,18; minoritny konformér: & 198,26; 151,24; 139,60;
132,33; 132,22; 131,68; 129,56; 129,43; 126,92; 126,11; 123,99; 112,98; 55,44; 17,28;
Elementarna analyza (%) pre Ci15H13CIoNOS (326,24) vypocitané: C 55,22; H 4,02; N 4,29;
S 9,83; najdené: C 55,41; H 4,36; N 4,53; S 9,59.

5-chlor-N-(5-chlor-2-hydroxy-4-nitrofenyl)-2-metoxybenzamid (28)

Vytazok: 53,1 %, zlta pevna latka; t. t. 259-260 °C, rozklad; IR (ATR): 3258 (b, v OH), 1673
(amid 1), 1615, 1584 (v CC aromaticka), 1541 (amid II), 1522 (vass NO,), 1503, 1480, 1460 (v
CC aromaticka), 1340 (vs NO,) cm™; *H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 11,60 (1H, s, NH),
10,78 (1H, s, OH), 8,58 (1H, s, H3"), 7,92 (1H, d, J = 2,9 Hz, H6), 7,61 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J
= 2.9 Hz, H4), 7,53 (1H, s, H6"), 7,28 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 4,02 (3H, s, OCHs); *C NMR
(DMSO-dg, 75 MHz): & 161,65; 156,28; 145,42; 141,02; 133,88; 132,47; 130,61; 125,51;
121,73; 120,40; 116,85; 115,15; 111,27; 57,26; Elementarna analyza (%) pre C14H10CloN2Os
(357,15) vypocitané: C 47,08; H 2,82; N 7,84; najdené: C 47,25; H 3,12; N 7,95.

N-(4-amino-5-chlor-2-hydroxyfenyl)-5-chlor-2-metoxybenzamid (29)

1,2 g, (3,4 mmol) Zluceniny 28 bolo rozpustené v zmesi 80 ml DMF a 30 ml EtAc.
Nésledne bolo pridané¢ 7,6 g (34,0 mmol) SnCl,.2H,O azmes bola nechand miesat’ za
laboratornej teploty 24 hodin. Potom bolo pH reak¢nej zmesi upravené pomocou pridavku
100 ml nasyteného vodného roztoku NaHCOj3; na zasaditi reakciu a reakéna zmes bola
extrahovana pétkrat 100 ml EtAc. Organické podiely boli spojené, extrahované trikrat 150 ml

H20, vysuSené Na,SO, a odparené dosucha. Ziskana bola cista latka 50

Vytazok: 90,1 %, zIta pevna latka; t. t. rozklad,; 'H NMR (DMSO-dg, 300 MHz): 6 10,27
(1H, s, NH), 10,13 (1H, s, OH), 8,16 (1H, s, H6"), 7,96 (1H, d, J = 2,9 Hz, H6), 7,59 (1H, dd,
J =89 Hz, J =209 Hz, H4), 7,27 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 6,42 (1H, s, H3"), 5,14 (2H, bs,
NH,), 4,00 (3H, s, OCHs); **C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): § 160,03; 156,00; 146,71; 141,44;
132,69; 130,38; 125,29; 123,28; 120,54; 117,55; 114,96; 106,84; 101,74; 57,09.

N-(4-((4-brombenzyliden)amino)-5-chlor-2-hydroxyfenyl)-5-chlor-2-metoxybenzamid
(30)

728,0 mg, (2,2 mmol) Zluceniny 29 bolo rozsuspendované v 15,0 ml 99% etanolu.
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Zmes bola za mieSania zahrievana do doby nez vznikol roztok. Nasledne bolo pridané 452,8
mg (2,4 mmol) p-brombenzaldehydu a zmes bola za miesania zahrievana pri teplote 60 °C po
dobu pokial’ bola podla TLC pritomna Skvrna vychadzajtcej latky (1 hodina). Potom bola
reakénd zmes umiestnena do mrazniCky anechana kryStalizovat. Vylucena latka bola

odfiltrovana, vysuSena a pouzita v d’alSej reakcii.

Vytazok: 66,8 %, Zltd pevna latka; t. t. rozklad; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 10,77
(1H, bs, OH), 10,59 (1H, s, NH), 8,51 (1H, s), 8,50 (1H, s), 7,99 (1H, d, J = 2,9 Hz, H6),
7,93-7,84 (2H, m), 7,78-7,69 (2H, m), 7,61 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,9 Hz, H4), 7,29 (1H, d,
J=8,9 Hz, H3), 6,79 (1H, s), 4,04 (3H, s, OCHj3); **C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 160,94;
160,20; 156,17; 146,26; 143,35; 135,14; 133,26; 132,14; 130,80; 130,57; 126,22; 12559;
125,42; 122,67; 120,19; 117,83; 115,08; 105,90; 57,20.

N-(4-((4-brombenzyl)amino)-5-chlor-2-hydroxyfenyl)-5-chlor-2-metoxybenzamid (31)

734,8 mg, (1,5 mmol) Zlaceniny 30 bolo rozpustené v zmesi 10,0 ml DMF a 5,0 ml
metanolu. Nasledne bolo po cCastiach v priebehu 10 minut pridané 283,7 mg (7,5 mmol)
NaBH, a reakénd zmes bola mieSand za laboratérnej teploty 19 hodin. Potom bolo pridané
100 ml H,O, zmes bola extrahovana trikrat 50 ml EtAc, organické podiely boli spojené

a vysusené Na,SO,. Produkt bol izolovany pomocou kolénovej chromatografie.

Vytazok: 56,3 %, zIta pevna latka; t. t. rozklad; 'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 6 10,21
(1H, s, NH), 10,07 (1H, s, OH), 8,22 (1H, s, H6"), 7,95 (1H, d, J = 2,9 Hz, H6), 7,57 (1H, dd,
J=28,9 Hz, J = 2,9 Hz, H4), 7,54-7,49 (2H, m), 7,30-7,26 (2H, m), 7,25 (1H, d, J = 8,9 Hz,
H3), 6,10 (1H, s, H3"), 6,01 (1H, bs, NH), 4,31 (2H, s, CHy), 3,97 (3H, s, OCHy); 3¢ NMR
(DMSO-dg, 125 MHz): 6 160,17; 155,97; 146,87; 140,70; 139,43; 132,66; 131,39; 130,33;
129,12; 125,26; 123,26; 120,97; 119,76; 117,01; 114,91; 107,31; 98,84; 57,03; 45,88.

N-(4-((4-brombenzyl)amino)-5-chlor-2-hydroxyfenyl)-5-chlor-2-metoxybenztioamid (32)

Produkt bol ziskany rovnakym postupom ako predo§lé derivaty 2-metoxy-2'-
hydroxytiobenzanilidu (postup D, vis. kapitola 4.1.3.), len po hydrolyze bola reakéna zmes

zneutralizovana pomocou pridavku 15,0 g NaHCOs3.

Vytazok: 48,4 %, 7Ita pevna latka; t. t. 145-147 °C, rozklad; IR (ATR): 3399 (v NH), 3350-
2900 (b, v OH), 1613, 1536, 1481, 1454 (v CC aromatickd) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500
MHz): hlavny konformér: & 11,30 (1H, s, NH), 9,88 (1H, s, OH), 8,23 (1H, s, H6"), 7,79 (1H,
d, J = 2,8 Hz, H6), 7,56-7,50 (2H, m), 7,44 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 7,31-7,25
(2H, m), 7,13 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 6,30 (1H, t, J = 6,1 Hz, NH), 6,07 (1H, s, H3"), 4,34
(2H, d, J = 6,1 Hz, CH,), 3,85 (3H, s, OCHj); minoritny konformér: & 11,27 (1H, s, NH), 9,56
(1H, s, OH), 8,56 (1H, m), 7,76 (1H, m), 7,48 (1H, m), 7,39-7,35 (2H, m), 7,21-7,15 (2H, m),
6,78 (1H, m), 6,69 (1H, s, H6"), 5,81 (1H, s, H3"), 4,21 (2H, m, CH,), 3,53 (3H, s, OCH3);
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zastupenie konformérov: hlavny konformér: 88 %, minoritny konformér: 12 %; BC NMR
(DMSO-ds, 125 MHz): hlavny konformér: & 189,89; 153,47; 150,31; 149,79; 143,11, 139,19;
132,28; 131,45; 130,84; 129,09; 124,96; 124,22; 119,84; 116,94; 114,25; 106,64; 98,68;
56,61; 45,73; minoritny konformér: & 198,28; 151,61; 151,53; 143,68; 139,00; 136,29;
133,19; 131,34; 129,04; 128,27; 127,05; 123,43; 119,78; 116,46; 112,76; 106,57; 98,51;
55,55; 45,64; Elementarna analyza (%) pre C21H17BrCI,N20,S (512,25) vypocitané: C 49,24,
H 3,35; N 5,47; S 6,26; najdené: C 49,41; H 3,59; N 5,65; S 6,32.

N-(4-brombenzyl)-5-chlor-2-(5-chlor-2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazol-6-amin (33)

Vedrajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 171-173 °C; IR (ATR): 3432 (v NH), 1608, 1575,
1548, 1493, 1466, 1466 (v CC aromatick4) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 7,87 (1H,
d, J=2,8 Hz, H6"), 7,75 (1H, s, H4), 7,54 (1H, dd, J = 9,0 Hz, J = 2,8 Hz, H4"), 7,53-7,45
(2H, m), 7,37-7,28 (2H, m), 7,23 (1H, d, J = 9,0 Hz, H3"), 6,78 (1H, s, H7), 6,55 (1H, t, J =
6,1 Hz, NH), 4,46 (2H, d, J = 6,1 Hz, CH,), 3,87 (3H, s, OCH3); *C NMR (DMSO-dg, 75
MHz): & 158,05; 156,66; 150,74; 142,78; 138,98; 132,21; 131,78; 131,51; 129,60; 129,38;
124,48; 120,00; 117,11; 116,26; 114,91; 92,86; 56,58; 45,74; Elementarna analyza (%) pre
C21H1sBrCl;N,0; (478,17) vypocitané: C 52,75; H 3,16; N 5,86; najdené: C 52,41; H 2,97; N
5,65.

4-chlor-5-etyl-2-nitrofenol (34) ***

Vytazok: 46,3 %, zIta pevna latka; t. t. 39-41 °C; IR (ATR): 3286 (b, v OH), 2971 (va.s CHy3),
1624, 1571 (v CC aromaticka), 1522 (vas NO,), 1463 (v CC aromaticka), 1336 (vs NO,) cm™;
'H NMR (CDCls, 300 MHz): & 10,45 (1H, s, OH), 8,08 (1H, s, H3), 7,04 (1H, s, H6), 2,76
(2H, g, J = 7,5 Hz, CH,), 1,26 (3H, t, J = 7,5 Hz, CH3); *C NMR (CDCls, 75 MHz): &
153,64; 152,84; 131,70; 125,26; 124,77; 119,88; 27,14; 13,08.

2-amino-4-chlor-5-etylfenol (35) *°

Vytazok: 71,8 %, biela pevna latka; t. t. 138-140 °C (lit. 139 °C °); IR (ATR): 3372, 3304 (v
NH2), 3100-2500 (b, v OH), 2968 (v.s CHs), 1601, 1506 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR
(DMSO-ds, 300 MHz): § 9,12 (1H, bs, OH), 6,57 (1H, s), 6,55 (1H, s), 4,58 (2H, bs, NHy),
2,45 (2H, g, J = 7,5 Hz, CH,), 1,06 (3H, t, J = 7,5 Hz, CH5); **C NMR (DMSO-dg, 75 MHz):
8 143,36; 136,34; 127,87; 122,15; 115,30; 114,27; 25,57; 14,94.

5-chlor-N-(5-chlor-4-etyl-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenzamid (36)

Vytazok: 78,4 %, biela pevna latka; t. t. 185-187 °C; IR (ATR): 3318 (v NH), 3089 (b, v OH),
2966 (vas CH3), 2943 (vss CHy), 1636 (amid 1), 1605 (v CC aromaticka), 1548 (amid I1), 1508,
1482, 1459 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): § 10,50 (1H, s), 10,47
(1H, s), 8,37 (1H, s, H6"), 7,97 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,61 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz,
H4), 7,28 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 6,84 (1H, s, H3"), 4,02 (3H, s, OCH3), 2,58 (2H, 9, J=7,5
Hz, CH.), 1,12 (3H, t, J = 7,5 Hz, CH3); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): § 160,93; 156,15;
145,67; 136,22; 133,18; 130,56; 126,01; 125,39; 122,76; 122,06; 119,97; 115,31; 115,07;
57,16; 26,06; 14,32; Elementarna analyza (%) pre CisHisCIoNO3 (340,20) vypocitané: C
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56,49; H 4,44; N 4,12; najdené: C 56,28; H 4,19; N 4,25.
5-chlor-N-(5-chlor-4-etyl-2-hydroxyfenyl)-2-metoxybenztioamid (37)

Vytazok: 28,5 %, zIta pevna latka; t. t. 151-152 °C, rozklad; IR (ATR): 3300 (b, v NH), 2958
(vas CH3), 2929 (v,s CHy), 2866 (vs CH3), 1615, 1592, 1566, 1556, 1500, 1477, 1455 (v CC
aromaticka) cm?; 'H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): hlavny konformér: & 11,47 (1H, s, NH),
10,21 (1H, s, OH), 8,23 (1H, s, H6"), 7,77 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,47 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J
= 2,8 Hz, H4), 7,16 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 6,90 (1H, s, H3"), 3,88 (3H, s, OCH3), 2,63 (2H,
g, J=7,5Hz, CH,), 1,16 (3H, t, J = 7,5 Hz, CH3); minoritny konformér: & 11,54 (1H, s, NH),
9,96 (1H, s, OH), 7,29 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,22 (1H, dd, J = 8,9 Hz, J = 2,8 Hz, H4), 6,81
(1H, s, H6"), 6,76 (1H, d, J = 8,9 Hz, H3), 6,66 (1H, s, H3"), 3,49 (3H, s, OCH3), 2,47 (2H,
zakryté rezidualnym signalom rozpustadla,CHy), 1,04 (3H, t, J = 7,5 Hz, CHy); zastpenie
konformérov: hlavny konformér: 87 %, minoritny konformér: 13 %; Bc NMR (DMSO-ds,
125 MHz): hlavny konformér: 6 192,50; 153,47; 149,60; 140,12; 132,41; 130,78; 130,72;
126,07; 125,12; 124,23; 121,20, 116,60; 114,28; 56,64, 26,20; 14,12; minoritny konformér: &
198,44; 151,43; 150,66; 140,84; 132,83; 129,63; 128,85; 126,96; 125,85; 123,56; 120,78;
116,48; 112,82; 55,53; 25,98; 13,99; Elementarna analyza (%) pre Ci16H15CI.NO,S (356,27)
vypocitané: C 53,94; H 4,24; N 3,93; S 9,00; najdené: C 54,11; H 4,39; N 4,25; S 9,12.

5-chlor-2-(5-chlor-2-metoxyfenyl)-6-etylbenzo[d]oxazol (38)

Vedl'ajsi produkt, biela pevna latka; t. t. 120-121 °C; IR (ATR): 2968 (vss CH3), 2840 (vs
CH.), 1596, 1577, 1529, 1480, 1456 (v CC aromaticka) cm™; *H NMR (CDCls, 300 MHz): §
8,09 (1H, bs), 7,81 (1H, bs), 7,56-7,34 (2H, bm), 7,01 (1H, bd, J = 8,6 Hz), 4,01 (3H, bs,
OCHs), 2,88 (2H, b, J = 7,3 Hz, CH>), 1,30 (3H, bt, J = 7,3 Hz, CH3); *C NMR (CDCls, 75
MHz): & 160,79; 156,98; 149,32; 140,68; 139,26; 132,47; 130,63; 129,87; 125,76; 120,64,
117,03; 113,49; 110,47; 56,87; 27,31; 14,10; Elementarna analyza (%) pre CigH13CI,NO,
(322,19) vypocitané: C 59,65; H 4,07; N 4,35; ngjdené: C 59,47; H 4,29; N 4,25.

2-etylbenzoova kyselina (39) '*°

1,0 g (1,0 ml, 7,6 mmol) 2-Etylbenzonitrilu al1,4 g (24,8 mmol) KOH bolo
rozsuspendované v 10,0 ml etylénglykolu. Zmes bola za mieSania zahrievana pri teplote 170
°C po dobu 7 hodin. Nésledne bola reakénd zmes schladena a bolo pridané 50 ml H,O. Vodna
faza bola extrahovana trikrat 30 ml éteru, za chladenia okyslena na pH = 1 a extrahovana
trikrat 40 ml éteru. Eterova fiza bola extrahovana trikrat 40 ml H,0, vysuSena NaySOy

a zbavena rozpustadla. Ziskana bola Cist4 latka zhodna t. t. a IR s literaturou™®.

Vytazok: 89,0 %, biela pevna latka; t. t. 64-65 °C; IR (ATR): 3400-2300 (b, v OH), 2977 (vas
CHg), 2955 (vss CHp), 2869 (vs CH3), 1681 (v CO), 1601, 1575, 1488, 1447 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 12,79 (1H, bs, COOH), 7,76 (1H, d, J =
7,0 Hz), 7,43 (1H, t, J = 7,5 Hz), 7,33-7,21 (2H, m), 2,90 (2H, q, J = 7,4 Hz, CH,), 1,14 (3H,
t, J = 7,4 Hz, CHs); ®C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 169,14; 145,12; 131,96; 130,54
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130,35; 130,34; 126,04; 27,03; 16,32.
N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-etylbenzamid (40)

Vytazok: 74,4 %, biela pevna latka; t. t. 151-152 °C; IR (ATR): 3379 (v NH), 3155 (b, v OH),
2972 (vas CHg), 1650 (amid 1), 1593 (v CC aromatickd), 1525 (amid II), 1493 (v CC
aromaticka) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & 10,12 (1H, bs, OH), 9,36 (1H, s, NH),
7,89 (1H, d, J = 2,7 Hz, H6"), 7,53-7,37 (2H, m), 7,37-7,24 (2H, m), 7,05 (1H, dd, J = 8,6 Hz,
J=2,7Hz, H4"), 6,90 (1H, d, J=8,6 Hz, H3"), 2,76 (2H, q, J = 7,5 Hz, CH,), 1,18 (3H, t, J =
7,5 Hz, CH3); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): & 168,32; 147,79; 141,99; 136,27; 130,24;
129,44, 127,45; 127,44, 125,93; 124,91; 122,62; 122,35; 117,05; 26,06; 16,09; Elementarna
analyza (%) pre CisH14CINO; (275,73) vypocitané: C 65,34; H 5,12; N 5,08; najdené: C
65,57; H 4,92; N 5,38.

N-(5-chlor-2-hydroxyfenyl)-2-etylbenztioamid (41)

Vytazok: 39,9 %, zeleno-zIta pevna latka; t. t. 140-141 °C, rozklad; IR (ATR): 3351 (v NH),
3144 (b, v OH), 2962 (vas CHz), 2930 (vas CHy), 2870 (vs CH3), 1603, 1530, 1499, 1487, 1453
(v CC aromatickd) cm™; *H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): hlavny konformér: & 11,32 (1H, s,
NH), 10,12 (1H, s, OH), 7,56 (1H, d, J = 2,7 Hz, H6"), 7,44-7,10 (5H, m, H3, H4, H5, H6,
H4"), 6,95 (1H, d, J = 8,7 Hz, H3"), 2,81 (2H, q, J = 7,5 Hz, CH,), 1,21 (3H, t, J = 7,5 Hz,
CHj3); minoritny konformér: 6 11,56 (1H, s, NH), 10,28 (1H, s, OH), 7,17-7,05 (5H, zakryté
hlavnym konformérom, H3, H4, H5, H6, H4"), 6,75 (1H, d, J=8,7 Hz, H3"), 6, 64 (1H, d, J =
2,6 Hz, H6"), 2,49 (2H, zakryté rezidualnym signalom rozpustadla, CH,), 1,07 (3H,t,J=7,4
Hz, CHj3); zastipenie konformérov: hlavny konformér: 95 %, minoritny konformér: 5 %; 3¢
NMR (DMSO-dg, 125 MHz): hlavny konformér: & 201,03; 151,24; 144,05; 139,09; 128,73;
128,67; 128,04; 127,78; 127,49; 126,90; 125,55; 121,69; 117,83; 25,41; 15,68; minoritny
konformér: nemozno odcitat’ z dovodu nizkej intenzity rezonanénych signalov; Elementarna
analyza (%) pre CisH14CINOS (291,80) vypocitané: C 61,74; H 4,84; N 4,80; S 10,99;
najdené: C 61,57; H 4,95; N 4,58; S 11,21.

5-chlor-N-(2-etylfenyl)-2-metoxybenzamid (42)
Tato zlucenina bol pripraveny rovnakym postupom ako latka 22.

Vytazok: 89,3 %, biela pevna latka; t. t. 114-116 °C; IR (ATR): 3341 (v NH), 1663 (amid I),
1614, 1593 (v CC aromatickd), 1550 (amid II), 1485, 1474, 1456 (v CC aromaticka) cm™; *H
NMR (DMSO-dg, 300 MHz): & 9,83 (1H, bs, NH), 7,90-7,79 (2H, m), 7,58 (1H, dd, J = 8,9
Hz, J = 2,9 Hz, H4), 7,33-7,22 (2H, m), 7,21 (1H, dd, J = 7,8 Hz, J = 1,8 Hz), 7, 15 (1H, dd, J
=7,3Hz,J =15 Hz), 3,98 (3H, s, OCH3), 2,65 (2H, q, J = 7,6 Hz, CH,), 1,18 (3H,t, J = 7,6
Hz, CHs); *C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): 5 162,37; 155,93; 136,11; 135,76; 132,34; 130,07;
128,83; 126,36; 125,48; 124,94; 124,76; 124,26; 114,62; 56,87; 24,22; 14,29: Elementarna
analyza (%) pre Ci16H16CINO, (289,76) vypocitané: C 66,32; H 5,57; N 4,83; najdené: C
66,59; H 5,75; N 4,68.
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5-chlor-N-(2-etylfenyl)-2-metoxybenztioamid (43)
Tato zlac¢enina bola pripravena podla postupu B (vis. kapitola 4.1.2.).

Vytazok: 37,3 %, zIta pevna latka; t. t. 101-103 °C; IR (ATR): 3336 (v NH), 2958 (v,s CH3),
2930 (vas CH2), 2870 (uvs CH3), 1595, 1569, 1508, 1481, 1464, 1445 (v CC aromaticka) cm™;
'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): hlavny konformér: & 11,50 (1H, s, NH), 7,51 (1H, d, J = 2,7
Hz, H6), 7,45 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J = 2,7 Hz, H4), 7,37-7,25 (4H, m, H3’, H4’, H5, H6"),
7,15 (1H, d, J = 8,8 Hz, H3), 3,86 (3H, s, OCHj3), 2,64 (2H, q, J = 7,5 Hz, CH,), 1,17 (3H, t, J
= 7,5 Hz, CH3); minoritny konformér: 6 11,98 (1H, s, NH), 7,38 (1H, d, J = 2,8 Hz, H6), 7,22
(1H, m, H4), 7,19 (1H, m), 7,09 (1H, dd, J=7,6 Hz, J = 1,4 Hz), 6,91 (1H,td, J=7,7 Hz, J =
1,5 Hz), 6,76 (1H, dd, J = 7,3 Hz, J = 1,3 Hz), 6,72 (1H, d, J = 9,1 Hz, H3), 3,39 (3H, s,
OCHj3), 2,49 (2H, zakryté rezidualnym signalom rozpustadla, CH,) 1,23 (3H, zakryté
hlavnym konformérom, CHg); zastipenie konformérov: hlavny konformér: 95 %, minoritny
konformér: 5 %; 3¢ NMR (DMSO-dg, 125 MHz): hlavny konformér: & 195,44; 153,07;
140,54; 137,87; 134,15; 130,01; 129,23; 129,17; 128,01; 127,96; 126,45; 123,97; 113,88;
56,35; 24,27; 15,05; minoritny konformér: nemozno od¢itat z dovodu nizkej intenzity
rezonanénych signalov; Elementarna analyza (%) pre Ci6H16CINOS (305,82) vypocitané: C
62,84; H 5,27; N 4,58; S 10,48; najdené: C 62,89; H 5,45; N 4,77; S 10,59.
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4.2. Biologické hodnotenie pripravenych latok

4.2.1. Invitro antimykobakterialne hodnotenie

In vitro antimykobakterialne hodnotenie pripravenych zlucenin bolo pouzité
k charakterizacii ich schopnosti pdsobit’ proti mykobaktériam v rastovej a replikacnej faze
(pr1 dostatku kyslika a zivin). Testovanie bolo uskuto¢nené vV Zdravotnim tstavé se sidlem
v Ostravé na nasledujucich kmefioch: M. tuberculosis My 331/88 (riedenie kmefa 107%), M.
avium My 330/88 (riedenie kmetia 10™), M. kansasii My 235/80 (riedenie kmefia 10™) a M.
kansasii My 6509/96 (riedenie kmefia 10™). Vietky kmene, s vynimkou M. kansasii 6509/96,
boli ziskané z Ceskej narodnej zbierky typovych kultar (CNCTC). Kmeii M. kansasii 6509/96
bol klinicky izolovany. Antimykobakteridlna aktivita pripravenych zlucenin bola stanovena
v Sulovej péde (SEVAC, Praha, Ceska republika) pomocou mikrometody pre stanovenie
minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) pri 37 °C *'. Vysledky boli odéitané po 14 a 21
dnoch respektive po 7, 14 a2l dinoch u M. kansasii. Testované latky boli pridavané do
kultivac¢nej pody v DMSO roztoku, INH bol pouzity ako Standard a bol pridany ako vodny
roztok. Pre testované zliceniny boli pouzité¢ nasledujuce koncentracie: 1000, 500, 250, 125,
62,5, 32, 16, 8, 4, 2, 1 a 0,5 umol/l. Rovnaké koncentracie v rozmedzi 0,5-250 umol/l boli
pouzité pre INH. Vysledky testovania su prezentované ako MIC hodnota, ta reprezentuje

vwe

rastu.

4.2.2. Invitro hodnotenie ICL1 inhibi¢nej aktivity

Toto testovanie bolo pouzité k posudeniu schopnosti pripravenych latok pdsobit’ ako
inhibitory ICL1 ateda potencidlne proti perzistujicim a dormantnym mykobaktériam.
Vysledky su prezentované ako percento inhibicie ICL1. Testovanie bolo uskuto¢nené na

Katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové.

Potrebné mnozstvo ICL1 bolo ziskané expresiou prislusného génu. Icll (Rv0467)
0 velkosti 1,28 kb bol najskor zmnoZeny pouZzitim polymerazovej retazovej reakcie (PCR).
Pre tento ucel bola ako templat pouzitda genomova DNA z M. tuberculosis Hsz7Rv. Zmnozena
DNA bola nasledne vpravena do pET-28b(+) plazmidu Novagen (Merck, KGaA, Darmstadt,
Nemecko) pouzitim Ndel aHindlll restrikénych miest. Rekombinantny plazmid bol
preneseny do Escherichia coli HB101. K potvrdeniu, Ze vloZena sekvencia nema ziadnu

mutaciu bolo pouzité DNA sekvenovanie. Pre ucel expresie icll boli bunky obsahujlice tento
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gén nechané rast’ az dosiahli opticku hustotu ODsgs = 0,6. Bakterialna kultara bola nasledne
indukovana pomocou isopropyl-8-D-tiogalaktopyranozidu (1 mmol/l) a inkubovana pri 30 °C
po dobu d’alsich 4 hodin. Bunky boli oddelené centrifugaciou pri 6000 g po dobu 10 minut
a rozsuspendované v BugBuster Protein Extraction Reagent Novagen (Merck, KGaA,
Darmstadt, Nemecko). Bunkové zvysky boli odstranené centrifugaciou a histidinom-znaéeny
protein bol &isteny pomocou Akta purifikaéného systému (Amersham Biosciences, Valley
Stream, NY, USA). Cistota ziskaného enzymu bola potvrdena pomocou elektroforézy na
polyakrylamidovom gély Vv pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) a farbenim gélu

(Coomassie staining). Koncentracia proteinu bola stanovena pomocou Bradfordovej metody
118

Aktivita ICL1 v pritomnosti testovanych latok bola stanovena podla protokolu

119 Vlastné stanovenie bolo optimalizované pre

vypracovaného Dixonom a Kornbergom
koneény objem 100 pl (stanovenie na dosticke, 96-jamkova dosticka, NUNC, Schoeller,
Praha, Ceska republika). Kone¢na koncentracia testovanej latky v reakénej zmesi bola 10
umol/l. Reakény pufer obsahoval 50 mmol/l KH,PO4, 4 mmol/l MgCl,.6H,0, 4 mmol/Il
fenylhydrazinium chloridu, 12 mmol/l cysteinu, vodu a KOH do pH 7. Rozklad izocitratu bol
kvantifikovany prostrednictvom zmeny absorbancie pri vlnovej dizke 324 nm, ktora je
sposobovana tvorbou fenylhydrazénu glyoxalatu. Kazda testovana zlicenina bola rozpustena
v DMSO a bol pripraveny 1mmol/Il roztok, 1 ul tohto roztoku bol pridany k 93,9 ul reakéného
pufru. Potom bolo pridané 0,1 pl roztoku enzymu v fosfatovom pufre a glycerole
0 koncentracii 0,58 mg/ml (Bradford). Nakoniec bola enzymaticka reakcia nastartovana
pridanim 0,2 pmol draselnej soli (+)-Ds-treo-izocitratu v roztoku. Etionamid a izoniazid boli
pouzité ako negativna kontrola (inhibicia 0 %) a 3-nitropropionova kyselina slizila ako
pozitivna kontrola. VSetky kontrolné zlu¢eniny boli do reakénej zmesi pridané rovnakym
sposobom ako testované latky a taktieZ ich kone¢na koncentracia v reakénej zmesi bola 10
umol/l. Inhibi¢na aktivita samotného DMSO (1 pl) bola od¢itana od aktivity testovanych
latok.

4.2.3. Invitro test cytotoxicity

Cytotoxicita najaktivnejSich zluc€enin bola stanovend na I'udskych hepatocytoch (Hep
G2, pasaz 12, ECACC, Salisbury, UK) s pouzitim metody CellTiter 96° AQueous One

120

Solution Cell Proliferation Assay ~“~ (Promega Corporation, Madison, W1, USA).T4ato metoda

je zalozena na stanoveni reduk¢nej metabolickej aktivity pouzitych buniek. Vysledky su
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prezentované ako inhibi¢na koncentracia (ICsp), o je koncentracia testovanych latok, ktora je
potrebna k redukecii viability buniek na 50 % hodnoty maximalnej (kontrolnej) viability. Pre
posudenie vztahu medzi cytotoxicitou a antituberkulotickou aktivitou bol u kazdej testovane;j
latky vypocitany index selektivity (SI, SI = ICso/MIC . wberculosis 331/, 14dni). Stanovenie bolo
uskutoénené na Katedie biologickych a lékaiskych véd Farmaceutické fakulty UK v Hradci

Kralové.

Na zaciatku stanovenia bolo do kazdej jamky 96-jamkovej dosticky (NUNC,
Schoeller, Praha, Ceska republika) umiestnenych 10 000 buniek. Inkubaéné médium bolo
zlozené z Minimum Essentials Eagle Medium (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika), 1 %
glutaminu, 10 % fetalneho bovinného séra (PAA, Biotech, Praha, Ceska republika) and 1 %
neesencialnych aminokyselin. Inkubacia trvala 24 hodin a prebiehala v inkuba¢nom zariadeni
(Shel Lab, Cornelius, OR, USA) pri teplote 37 °C a v atmosfére s 5 % CO,. Pred vlastnym
stanovenim cytotoxicity pripravenych latok boli bunky mikroskopicky skontrolované. Kazda
testovand zliCenina bola rozpustenda v DMSO ahodnotena v kvadrupletoch pre kazdu
z 6smych skusanych koncentracii. Pripravené boli taktiez vzorky na kontrolu 100% viability,
kontrolu posobenia 1 % DMSO, kontrolu nulovej viability (posobenie 10 % DMSO), kontrolu
moznej interakcie testovanej latky s reagentom Kitu a kontrolu pozadia inkuba¢ného média.
Vzorky testovanych latok a kontrolné vzorky boli inkubované 24 hodin pri 37 °C. Nasledne
bolo do jamiek pridané ¢inidlo prislusného kitu a zmes bola nechana pri 37 °C po dobu 90
minit. Potom bola zmerand absorbancia pri 490 nm pomocou dostickového analyzatoru
Infinite M200 (Tecan Group, Miannedorf, Svajéiarsko). Vysledky boli statisticky vyhodnotené
pomocou Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) a hodnota ICs
pre kazda testovanu zltceninu bola stanovena pomocou GraphPad Prism 5.02 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) *%.
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1. Derivaty 2-metoxybenzanilidu a jeho tioxo analogu

Motivaciou k vyskumu tejto skupiny latok boli okrem vysledkov mojej diplomove;j
prace ' i publikacie popisujuce antimykobakterialnu aktivitu salicylanilidov %, ich esterov
121,122,123, 124 3 karbamatov °. U esterov a karbamatov salicylanilidov nie je dodnes na 100 %
jasné, ¢i ide o prolie¢iva, za ktorych aktivitu zodpoveda prislusny salicylanilid alebo 0 nové
antimykobakterialne ucinné Struktary. Priprava metyl éterov preto predstavovala logicka
obmenu salicylanilidového fragmentu s potencialom ziskania menej toxickych latok 2.
Pozitivne ovplyvnenie antimykobakterialnej aktivity salicylamidovych derivatov vymenou

atomu kyslika amidickej skupiny za atom siry je taktiez zdokumentované »

V ramci tejto Casti dizertanej prace bolo pripravenych 36 latok, z toho 18 derivatov
2-metoxybenzanilidu 3 a 18 derivatov 2-metoxytiobenzanilidu 4 (Tabul’ka 1 a 2). Substituenty
na oboch aromatickych jadrach boli zvolené na zdklade vysledkov $§tadia
antimykobakterialnych vlastnosti derivatov salicylanilidu % Prehlad pripravenych latok s ich

in vitro antimykobakteridlnou aktivitou prinasa Tabulka 1 a 2.

Na zéklade uvedenych vysledkov mozno konstatovat, ze vSetky pripravené
zIlG¢eniny vykazali aktivitu vo¢i vSetkym testovanym kmenom. Latky boli aktivne i proti M.
avium 330/88 a M. kansasii 235/80, ktoré¢ s vo¢i INH rezistentné. VO vSeobecnosti derivaty
2-metoxytiobenzanilidu 4 boli aktivnejSie nez derivaty 2-metoxybenzanilidu 3. Aktivita
amidov sa pohybovala v rozmedzi 4-500 umol/l (Tabul'ka 1), aktivita tioamidov v rozmedzi
2-250 umol/l (Tabulka 2). Schopnost’ pripravenych latok inhibovat' enzym ICL1 prinasa
Tabul’ka 3. U piatich najaktivnejsich latok bola stanovena taktiez ich cytotoxicita (Tabul'ka 4).

VSeobecne mozno uzavriet, ze tato séria latok vyrazne zaostala za
antimykobakterialnou aktivitou predlohovych salicylanilidov a ich modifikacii. Tento nalez
moze byt interpretovany i tak, Ze v minulosti pripravené estery salicylanilidov s octovou

kyselinou !, benzénsulfonovou kyselinou '?, alifatickymi karbamovymi kyselinami %,

aminokyselinami s rozne chranenou amino skupinou 2> 124 124

, ¢1 roznymi aromatickymi
kyselinami 8 sii prolie¢iva salicylanilidov a nepredstavuji nové antimykobakterialne aktivne
molekuly. Za antimykobakterialnu aktivitu tychto latok by mohol byt’ zodpovedny prislusny
salicylanilid, ktory by sa uvolnil pomocou enzymatickej hydrolyzy. V prospech tejto teodrie

hovori prave skuto¢nost, Ze metoxy analogy salicylanilidov (zli€eniny 3) mali vyrazne nizSiu
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antimykobakteridlnu aktivitu nez odpovedajuce salicylanilidy % Takmer u vSetkych bola
aktivita horSia o5 pripadne viac riedeni. Naopak, vysSie spominané estery, karbamaty
a benzénsulfonaty salicylanilidov maju antimykobakteridlnu aktivitu vo vécéSine pripadov

95, 122, 123, 124, 125, 125, 128, 128 Len Vniektor}'lch

zhodni ako odpovedajice salicylanilidy
pripadoch je ich aktivita o 2-3 riedenia lep$ia resp. horsia. Dal§im argumentom v prospech
tejto tedrie je skutoCnost’, ze estery salicylanilidov s prislusnou R 1 S aminokyselinou maja
rovnaku antimykobakterialnu aktivitu **. To by sa v pripade, Ze by bol aktivnou molekulou
prislusny ester, za predpokladu Specifického pdsobenia, s najvic¢sSou pravdepodobnostou
nestalo. Esterifikacia salicylového hydroxylu preto pravdepodobne len zlepsSuju prestup
salicylanilidov cez lipofilné mykobakteridlne bunkové povrchy a znizuje cytotoxicitu pre

I'udské bunky. Na zaver treba dodat’, ze aktivity liSiace sa o jedno riedenie je treba, s ohladom

na presnost’ stanovenia = 1 riedenie, povazovat za totozné.
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Tabulka 1: Prehlad pripravenych derivatov 2-metoxybenzanilidu 3 aich in vitro
antimykobakterialne vlastnosti.
3 R2
0 A /I ¥
6
5 ! U
1 0 X N \' 5
R n _ H 6
4 2 OCHS
3
MIC [pumol/l]
tuberhcllﬁlosis M. avium M. kansasii M. kansasii
R! R? My 331/88 My 330/88 My 235/80 My 6509/96
dni
14 21 14 21 7 14 21 7 14 21
3a  4-Cl 3"-NO, 125 125 125 125 125 250 250 125 125 125
3b 4l 4’-NO; 250 250 250 250 125 250 250 125 125 125
3¢ 4-Cl 3-Cl 125 125 8 32 8 32 32 62,5 625 125
3d 4l 4'-Cl 125 125 8 32 8 16 62,5 8 16 62,5
3e  4Cl 3 4-di-Cl 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125
3f  4-Cl 3"-Br 250 250 125 125 125 125 125 125 125 125
3 4-Cl 4'-Br 625 125 8 32 4 8 32 4 8 32
3h  4-Cl 3'-CF; 250 250 125 125 125 250 250 125 125 125
3 4-cCl 4'-CF, 125 125 62,5 125 125 125 125 32 125 125
3j  5-Cl 3-NO, 125 125 250 250 125 125 125 125 125 125
3k  5-Cl 4’-NO, 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125
3l 5l 3-Cl 250 250 250 250 62,5 250 250 125 250 250
3m 5l 4'-Cl 625 625 62,5 62,5 625 250 250 62,5 125 125
3n  5-Cl 3 ,4’-di-Cl 125 125 250 250 625 250 250 62,5 125 125
30 5-Cl 3"-Br 125 125 62,5 62,5 62,5 625 625 62,5 625 625
3p 5-Cl 4'-Br 16 16 16 32 62,5 625 625 32 625 625
3 5Cl 3’-CF3 4 16 125 125 4 4 16 4 4 16
3r  5.Cl 4'-CF, 250 250 250 250 125 500 500 62,5 250 250
INH 05 05 >250 >250 >250 >250 >250 4 4 4

INH — izoniazid.

82



Tabulka 2: Prehl'ad pripravenych derivatov 2-metoxytiobenzanilidu 4 aich in vitro
antimykobakteridlne vlastnosti.
3 R2
6
1 L
X N X 5
—_ H 6
=
4 2 OCH3
4
MIC [pmol/l]
tubercﬁlosis M. avium M. kansasii M. kansasii
R! R? My 331/88 My 330/88 My 235/80 My 6509/96
dni
14 21 14 21 7 14 21 7 14 21
4a  4-Cl 3"-NO, 8 16 16 16 32 32 62,5 8 16 32
4b  4-Cl 4’-NO, 8 32 16 16 16 32 32 16 16 32
4 4-Cl 3-Cl 4 16 16 16 16 32 32 16 32 32
4 4-Cl 4'-Cl 4 16 32 32 32 625 625 16 32 62,5
4e  4Cl 3 4-di-Cl 2 8 32 32 16 32 62,5 16 32 32
4 4-Cl 3"-Br 32 32 125 125 125 125 125 125 125 125
49  4-Cl 4'-Br 4 16 16 62,5 32 625 625 16 32 62,5
4h  4-Cl 3'-CF3 4 8 32 32 16 32 32 16 32 32
4 4l 4'-CF, 8 16 32 32 16 32 62,5 8 32 32
4 5.l 3"-NO, 250 250 250 250 62,5 250 250 62,5 250 250
4k  s5-Cl 4’-NO, 32 32 250 250 125 250 250 125 250 250
4  s5.Cl 3-Cl 16 16 32 32 8 16 16 16 16 32
4m  5Cl 4'-Cl 16 16 32 32 8 32 62,5 16 16 32
4n  5.Cl 3 ,4’-di-Cl 8 8 32 62,5 32 625 625 62,5 125 125
40 5Cl 3"-Br 32 32 32 32 16 32 32 32 32 32
4p  5Cl 4'-Br 16 16 16 16 62,5 250 250 16 32 32
4q  5-Cl 3'-CF; 16 16 32 32 8 16 16 8 16 16
4r  5.Cl 4'-CF, 16 16 16 16 8 16 32 8 16 16
INH 05 05 >250 >250 >250 >250 >250 4 4 4
INH — izoniazid.
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Tabul'ka 3: Schopnost’ 2-metoxybenzanilidov 3 a ich tio analogov 4 inhibovat’ enzym ICLI1.
Koncentracia vSetkych testovanych a kontrolnych zlucenin bola 10 pmol/l.

% Standardna % Standardna
inhibicie odchylka inhibicie odchylka

3a 20 +2,08 4a 14 +2,08
3b 14 +1,40 4b 15 +1,90
3c 17 +0,81 4c 22 +2,09
3d 17 +1,54 4d 18 +2,20
3e 17 +1,70 4e 22 + 1,07
3f 17 +3,03 Af 15 +0,79
39 17 +2,35 49 22 +1,12
3h 9 +2,73 4h 22 + 1,66
3i 16 +1,86 4i 31 +2,08
3j 9 + 3,09 4j 12 +2,83
3k 17 +1,29 4k 11 +1,42
3l 11 +3,78 4 22 +2,51
3m 9 +5,99 4m 21 +4,53
3n 9 + 3,93 4n 23 + 3,49
30 13 +4,87 40 24 +1,81
3p 21 +2,45 4p 19 +2,51
3q 11 +3,71 4q 18 +1,59
3r 10 + 3,08 4r 21 +4,98
3-NPA 25 +4,13 3-NPA 25 +4,13
ETA 0 0 ETA 0 0

INH 0 0 INH 0 0

3-NPA — 3-nitropropidnova kyselina, ETA — etionamid, INH — izoniazid

Tabul'ka 4: Cytotoxicita a index selektivity najaktivnejsich 2-metoxytiobenzanilidov 4.

|C50 [},lIl’lOl/l]

S|, My 331/88, 14 dni

4c
4d
4e
49
4i

11,68
2,93
6,50
3,55
181

2,92
0,73
3,25
0,89
0,45

Sl (index selektivity) = 1Cso/MIC w. wberculosis 331/88, 14dni-
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5.2.  Derivaty 2-metoxy-2"-hydroxybenzanilidu a jeho tioxo analogu
5.2.1. Biologické vlastnosti derivatov 2-metoxy-2’-hydroxybenzanilidu a jeho tioxo

analogu

Tieto latky predstavuju rozsirenie skupiny antimykobakteridlne u¢innych derivatov
2-metoxy-2’-hydroxybenzanilidu pripravenej v ramci vypracovania mojej diplomovej prace
10 Na tieto zluCeniny sa da pozera ako na acyklické analogy 2-(2-
metoxyfenyl)benzo[d]oxazolovych derivatov. V ramci tejto dizertatnej prace bolo
pripravenych d’alSich 16 derivatov 2-metoxy-2’-hydroxybenzanilidu 9 a 14 derivatov jeho
tio analogu 11 (Tabul'ka 5 a 6). Substituenty na oboch aromatickych jadrach boli rovnaké
ako u predoslej skupiny latok (vis. kapitola 5.1.).

Pre pripravu amidov 9 bol najskor pouzity kondenza¢ny postup s in situ pripravou
chloridu kyseliny (vis. Experimentalna ¢ast’, kapitola 4.1.2., postup pripravy benzanilidov
A). Ten vsak vyzadoval zvySent reakénu teplotu, ¢o vytvaralo podmienky pre mnozstvo
vedlajsich reakcii a viedol k zlozitym reakénym zmesiam S nizkym vytazkom cielovych
latok 9. Ako ovela efektivnej§ia metdda pripravy benzanilidov 9 sa preto ukazala
dvojstupniova syntéza cez chlorid prislusnej kyseliny 5 ako medziprodukt (vis.
Experimentalna Cast, kapitola 4.1.3., Schéma 2). Vedl'ajSou reakciou tohto postupu bola
esterifikacia hydroxy skupiny benzanilidu 9. Z tohto dévodu boli optimalizované podmienky
kondenzacie (reak¢nd teplota, mnozstvo a spdsob pridania TEA, sposob pridania chloridu
kyseliny 5), optimalizacia bola zrealizovana na priprave 5,5-dichlor-2-metoxy-2’-
hydroxybenzanilidu (9m). Vytazky benzanilidov 9, ziskanych touto zoptimalizovanou
metodou (vis. Experimentalna Cast’, postup pripravy benzanilidov B), boli v rozmedzi 51-72
%. | napriek tomu boli Styri esterifikované benzanilidy (10a-10d) ziskané v mnozstve
a Cistote dostatocnej k stanoveniu ich biologickej aktivity. Potrebné 2-aminofenoly 8, pokial
neboli komerc¢ne dostupné, boli ziskané z prislusnych fenolov 6 nitrdciou a néslednou

redukciou nitro skupiny (vis. Experimentalna ¢ast,, Schéma 2).

Syntéza tio analogov 11 benzanilidov 9 bola v porovnani s pripravou predoslej série
tioamidov komplikovana dvoma skutocnost'ami. Po prvé, pri tionacii derivatov 2-metoxy-
2’-hydroxybenzanilidu 9 dochadzalo k tvorbe cyklickej soli s P4S1o. Vzniknuty tio analog 11
bolo preto potrebné z tejto soli uvolnit’ pomocou kyslej hydrolyzy (vis. Experimentalna
Cast’, Schéma 2). Tato skutocnost’ je reflektovana odlisSnym postupom pripravy tychto tio

analogov (vis. Experimentalna cast, postup pripravy tiobenzanilidov B). Po druhé
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tiokarbonylovy atom uhlika je elektrofilnej$i nez karbonylovy, ¢o viedlo k ulahéeniu
cyklizacie na derivaty 2-(2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazolu 12 (vis. Experimentalna Cast,
Schéma 2). Pritomnost’ réznych fosforecnych zluc¢enin vytvorenych v reakénej zmesi z P4S1p
pocas tionacie mohla tento pochod d’alej urychl'ovat. Rychlost’ cykliza¢nych reakcii taktiez
vzrastala pri zahrievani tioamidov 11 (v tuhom stave pri merani teploty topenia, v roztoku
pocas krystalizacie) ako i1 na silikagely, ¢o komplikovalo chromatograficka izolaciu
a krystalizaciu tychto latok. Vytazky pripravenych tiobenzanilidov 11 sa pohybovali
v rozmedzi (22-49 %), Vv ekvimolarnom mnozstve vznikali prislusné derivaty 2-(2-
metoxyfenyl)benzo[d]Joxazolu 12. Tie sa podarilo vo véacéSine pripadov vyizolovat
Vv dostato¢nom mnozstve a otestovat’ ich biologicku aktivitu. Na tieto derivaty sa da pozerat
ako na cyklické analogy 2-metoxy-2'-hydroxybenzanilidov 9. MnozZstvo vznikajucich
benzoxazolovych derivatov 12 sa za podmienky zachovania 100% konverzie amidu 9 na
tioamid 11 nepodarilo zredukovat' pouzitim 1 ekvivalentu P4S;o ani skratenim reakénej
doby. Tio analogy nitro derivatov 2-methoxy-2’-hydroxybenzanilidu (9a, 9b, 9j, 9K) sa
nepodarilo ziskat' v ¢istom stave z dovodu nizkeho rozliSenia chromatografickych zon
tychto latok a povodnych benzanilidov a nemoZznosti dosiahnut’ 100% konverziu amidov na

tioamidy.

Vsetky pripravené benzanilidy 9, tiobenzanilidy 11 ako i vedl'ajsie produkty ich
syntézy (esterifikované amidy 10, benzoxazoly 12) boli otestované na in vitro
antimykobakterialnu aktivitu, vysledky prinasa Tabulka 5, 6, 7. V skupine benzanilidov 9
bola vdcsia aktivita zistena u derivatov 5-chlor-2-metoxybenzoovej kyseliny nez u derivatov
4-chlor-2-metoxybenzoovej kyseliny. Vynimku predstavovali derivaty s nitro skupinou
v anilinovej casti, tu bola situdcia opacna, aktivnejSie boli derivaty 4-chlor-2-
metoxybenzoovej kyseliny. V ramci skupiny derivatov 5-chlor-2-metoxybenzoovej kyseliny
bola ako najlepsia substiticia anilidovej casti identifikovana substitucia 4°/5-Cl/Br.
U tychto derivatov sa taktiez pozitivne prejavilo zavedenie 2°-OH, u ostatnych derivatov
mala tato obmena nejasny resp. skor negativny vplyv. Substitucia 47/5°-CF3/NO, alebo
4’,5’-di-Cl v anilidovej Casti sa ukazala menej vhodna. U tiobenzanilidovych derivatov 11
boli zistené podobné aktivity voci vSetkym testovanym kmenom, taktiez aktivity
jednotlivych latok sa vzdjomne liSili len minimalne. Zaujimavé bolo zistenie, Ze v pripade
derivatov 2-metoxy-2’-hydroxybenzanilidu 9 mala substitiicia atomu kyslika amidicke;
skupiny atdmom siry negativny vplyv na antituberkuloticku aktivitu najaktivnejSich

derivatov (91, 9m, 90, 9p). Naopak pozitivny vplyv na antituberkuloticku aktivitu mala tato
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izostérna nahrada u derivatov s 4'/5°-CF3 alebo 4°,5'-di-Cl substiticiou anilidovej casti.
Porovnanim aktivity 2-metoxy-2’-hydroxytiobenzanilidovych derivatov 11 s aktivitou
predoslych 2-metoxytiobenzanilidov 4 (vis. kapitola 5.1.) sa zistilo, ze zavedenie 2'-OH
skupiny nema na antimykobakteridlnu aktivitu ziaden vplyv, resp. ma negativny vplyv.
Negativny efekt na antimykobakteridlnu aktivitu mala taktiez cyklizacia benzanilidovych
derivatov 9 na derivaty 2-(2-metoxyfenyl)benzo[d]oxazolu 12. Naopak ¢iasto¢ne pozitivny
efekt bol pozorovany u derivatov benzanilidu s esterifikovanou 2°-OH skupinou 10 (u
derivatov 5-chlor-2-metoxybenzoovej kyseliny). Vsetky pripravené latky s vynimkou 9e

vykazali aktivitu i vo¢i M. avium 330/88 a M. kansasii 235/80, ktoré sti INH rezistentné.

Vsetky pripravené latky boli otestované i na ich schopnost’ posobit’ ako in vitro
inhibitory ICL1, vysledky prinasa Tabulka 8. Tiobenzanilidy 11 boli identifikované ako
lepsie ICL1 inhibitory neZ benzanilidy 9, priCom dva z nich (11f a 11m) dosiahli aktivitu
zrovnatelnu s aktivitou Standardnej zluCeniny, 3-nitropropionovej kyseliny. Inhibiéni
aktivitu voc¢i ICL1 vykazali i esterifikované benzanilidy 10, ich cyklické analogy 12 vsak
aktivne neboli. Je preto mozné vyslovit’ predpoklad, ze pre aktivitu je dolezita pritomnost

C=0/S skupiny.

Ako vel'kéd nevyhoda vécésiny (tio)benzanilidovych derivatov sa ukézala ich zna¢na
cytotoxicita (vis. Tabulka 9). Len dve zluceniny (91 a90) boli viac toxické pre M.
tuberculosis nez pre 'udské hepatocyty, 91 s SI po 14 dnoch inkubacie 12,8 a 90 s Sl po 14
dioch inkubacie 2,0. Taktiez najlepSia inhibicia ICL1 (zlueniny 11f a 11m) bola

pozorovana pri koncentracii va¢sej nez je hodnota ICsg tychto latok.
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Tabul'ka 5: Prehl'ad pripravenych derivatov 2-metoxy-2’-hydroxybenzanilidu 9 a ich in vitro

antimykobakteridlne vlastnosti.

R PO
4 » OCH3
9
MIC [pmol/l]
M. M. avium M. kansasii M. kansasii
Rl R? tll\’/kl’;?;l";;és My 330/88 My 235/80 My 6509/96
dni

14 21 14 21 7 14 2 7 14 2

9a  4Cl  4-NO, 4 8 32 125 8 8 16 8 16 16
9b  4Cl  5-NO, 16 32 62,5 125 8 2 32 16 625 125
9 4Cl 4-Cl 8 8 62,5 125 625 625 125 16 625 625
9d  4-Cl 5°-Cl 125 125 125 125 125 125 125 16 625 625
%  4Cl  4,5-di-Cl 500 500 >1000  >1000 500 500 500 250 250 250
of  4Cl  4-Br 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125
9g  4-Cl 5"-Br 125 125 62,5 62,5 625 625 625 625 625 625
oh  4Cl  4'-CF 250 250 62,5 62,5 a 250 250 250 250 250
9 4Cl 5-CF 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
9 5Cl  4-NO, 500 500 250 250 125 250 250 250 250 250
9k  5Cl  5-NO, 32 625 250 250 8 32 625 125 125 125
9l 5-Cl 4-Cl 4 4 62,5 250 16 32 625 8 16 16
9m  5-Cl 5°-Cl 16 32 125 125 4 16 16 8 16 16
on  5Cl  4°,5-diCl 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125
9  5Cl  4-Br 4 8 500 500 500 500 500 250 250 250
9  5Cl 5"-Br 8 8 62,5 62,5 4 8 8 4 8 8
99  5Cl  4-CF 500 500 62,5 62,5 a 250 250 250 250 250
or  5Cl  5-CF 250 250 62,5 125 32 625 625 625 125 125
INH 05 05 >250 >250 5250  >250 250 4 4 4

INH — izoniazid, * — hodnotu MIC nebolo mozné stanovit'.
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Tabulka 6: Prehl'ad pripravenych derivatov 2-metoxy-2 -hydroxytiobenzanilidu 11 aich in
vitro antimykobakterialne vlastnosti.

|
R1—| _ H 6
4 » OCHj4
11
MIC [pmol/l]
M. M. avium M. kansasii M. kansasii
Rl R? tll\’/kl’;?;l"/’;és My 330/88 My 235/80 My 6509/96
dni
14 21 14 21 7 14 21 7 14 21
lla 4-Cl 4'-Cl 16 32 32 32 16 32 62,5 16 32 32
11b 4-Cl 5'-Cl 62,5 62,5 32 32 16 62,5 125 32 62,5 125
11c 4-Cl  4',5'-di-Cl 32 32 62,5 62,5 16 32 62,5 16 32 62,5
11d 4-Cl 4'-Br 16 32 32 32 16 32 62,5 16 32 32
1le 4-Cl 5'-Br 32 32 32 62,5 16 32 62,5 32 32 62,5
11f 4-Cl 4’-CF3 32 62,5 62,5 62,5 2 62,5 62,5 32 62,5 62,5
119 4-Cl 5'-CF; 32 62,5 32 62,5 32 62,5 125 32 62,5 125
11h 5-Cl 4'-Cl 16 32 32 62,5 16 32 62,5 32 32 32
11i 5-Cl 5'-Cl 16 32 32 32 8 8 16 16 32 32
11j 5-Cl  4°,5'-di-Cl 16 32 62,5 62,5 32 62,5 62,5 16 32 62,5
11k 5-Cl 4'-Br 32 32 62,5 125 16 32 62,5 16 32 32
111 5-Cl 5-Br 16 32 32 32 8 16 16 16 16 32
11m 5-Cl 4’-CF3 62,5 62,5 32 62,5 2 62,5 62,5 32 62,5 62,5
11n 5-Cl 5'-CF3 32 32 62,5 62,5 32 62,5 62,5 16 32 32
INH 0,5 0,5 >250 >250 >250 >250 >250 4 4 4

INH — izoniazid, * — hodnotu MIC nebolo mozné stanovit'.
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Tabulka 7: In vitro antimykobakterialne vlastnosti izolovanych esterifikovanych amidov 10
a benzoxazolovych vedlajsich produktov 12.

6 I
R
5 =
4
12
MIC [umol/1]
Rl R2 tuberl\c/IL.Jlosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 My 6509/96
dni
14 21 14 21 7 14 21 7 14 21
10a 4.4-di-Cl 5-Cl 4 8 625 625 16 32 125 8 16 62,5
10b  44-di-Cl 5'-CF;3 250 250 625 625 -8 250 250 250 250 250
10c  5,57-di-Cl  4’,5'-di-Cl 8 8 625 625 4 8 8 4 8 8
10d  5,57-di-Cl 5'-CF;3 250 250 625 625 -8 8 16 8 8 8
12a 4-Cl 6-Cl 125 125 625 625 625 625 625 625 625 625
12b 4-Cl 5,6-di-Cl 250 250 250 500 250 250 250 250 250 250
12¢ 4-Cl 5-Br 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
12d 4-Cl 6-Br 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125
12e 4-Cl 6-CF3 250 250 125 125 -8 250 250 250 250 250
12f 5-Cl 5-Cl 125 125 250 250 250 250 250 250 250 250
12g 5-Cl 5,6-di-Cl 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125
12h 5-Cl 5-Br 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
12i 5-Cl 6-Br 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125
12j 5-Cl 6-CF3 62,5 62,5 250 250 250 250 250 625 625 625
INH 0,5 0,5 >250 >250 >250 >250 >250 4 4 4

INH — izoniazid, ® — hodnotu MIC nebolo mozné stanovit’.
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Tabulka 8: Schopnost’ pripravenych zluc¢enin 6-9 inhibovat’ enzym ICL1. Koncentracia
vsetkych testovanych a kontrolnych zlucenin bola 10 umol/I.

% Standardna % Standardna

inhibicie odchylka inhibicie odchylka
9a 0 0 9j 0 0
9b 0 0 9k 0 0
9c 4 +3,01 9l 10 +0,17
9d 0 0 Im 0 0
9e 0 0 In 7 +0,50
of 0 0 90 0 0
99 0 0 9p 0 0
9h 7 +2,33 9q 2 + 0,66
9i 0 0 9r 0 0
10a 0 0 10c 3 +1,44
10b 8 +2,41 10d 9 +2,22
1lla 10 +2,74 11h 0 0
11b 9 +2,28 11i 0 0
1lc 0 0 11j 9 +3,30
11d 10 +1,51 11k 7 + 1,94
1le 0 0 111 8 +1,37
11f 23 +1,36 11m 21 +2,14
119 0 11n 8 +4,80
12a 0 0 12f 0 0
12b 0 0 129 4 + 3,27
12c 0 0 12h 0 0
12d 0 0 12i 0 0
12e 0 0 12j 0 0
3-NPA 25 +4,13 3-NPA 25 +4,13
ETA 0 0 ETA 0 0
INH 0 0 INH 0 0

3-NPA - 3-nitropropionova kyselina, ETA — etionamid, INH — izoniazid

Tabul'ka 9: Cytotoxicita vybranych derivatov 2-metoxy-2’-hydroxybenzanilidu 9 a 2-metoxy-
2’-hydroxytiobenzanilidovych derivatov 11.

1Cso Sl pre My 1Cso Sl pre My
[umol/I] 331/88, 14 d [mol/1] 331/88, 14 d

9c 7,34 0,92 9l 51,30 12,83
9d 87,02 0,70 9m -2 -

%e 11,52 0,02 9n 2,98 0,02
of 46,62 0,37 % 7,98 2,00
9g 5,63 0,05 9p 4,09 0,51
%h 3,90 0,02 9q 491 0,01
9i 25,37 0,10 or 15,43 0,06
1la 511 0,32 11h 4,45 0,28
11b 8,49 0,14 11i 8,60 0,54
11c 3,16 0,10 11j 372 0,23
11d 3,88 0,24 11k 7,60 0,24
11le 6,53 0,20 11l 8,74 0,55
11f 3,14 0,10 11m 3,69 0,06
11g 5,74 0,18 11n 5,86 0,18

Sl (index selektivity) = 1Cso/MIC w. whercutosis 331/88, 14dni-
2 _ hodnotu ICsp nebolo mozné stanovit'.
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5.2.2. Stereochemické vlastnosti derivatov 2-metoxy-2’-hydroxytiobenzanilidu

V 'H a ¥C NMR spektrach vietkych derivatov 2-metoxy-2’-hydroxytiobenzanilidu
(latky 11a-11n) boli pritomné dve série rezonan¢nych signalov (Experimentalna cast,
kapitola 4.1.3., Prilohy, Priloha 1-3). Ticto spektra ako i vSetky ostatné spektra v ramci tejto
kapitoly, pokial’ nebude uvedené inak, boli zmerané pri laboratornej teplote v roztoku DMSO-
ds. Pomer integralnych intenzit rezonan&nych signalov tychto sérii bol priblizne 1:0,15. V °C
NMR spektrach neboli v niektorych pripadoch pozorované dve kompletné série z dovodu
malej intenzity signalov menej zastupenej série a Z dovodu vzajomného prekryvania signalov
(Experimentalna Cast, kapitola 4.1.3.). Pripadné znelisteniec tiobenzanilidov 11
vychodiskovym benzanilidom 9 alebo inou necistotou bolo vylicené pomocou vzajomného
zrovnania posunov *H a *C NMR rezonané&nych signalov, IR spektier a elementéarnej analyzy.
Na ziklade hodnét interakénych konStant, Stiepenia rezonancénych signdlov a hodndt
chemickych posunov bolo zistené, ze kazdému protonu latky 11 prindlezia dva rezonancéné
signaly: jeden intenzivnejsi a jeden menej intenzivny (Experimentalna Cast’, kapitola 4.1.3.,
Prilohy, Priloha 1 a 2). V'H NMR spektre latky 11i boli teda dva OH singlety, dva NH
singlety, Styri aromatické dublety dubletov, osem aromatickych dubletov a dva OCHj singlety
(Prilohy, Priloha 1 a 2).

S ohladom na ¢o najmenSie prekryvanie rezonancnych signalov ainé vyhodné
vlastnosti bola pre dalsie $tadium vytipovana latka 11i. Meranim jej 'H NMR spektra
v DMSO-dg roztoku pri rdznych teplotach v rozmedzi 30-100 °C (VT-NMR) bolo zistené
postupné vzajomné splyvanie oboch sérii rezonan¢nych signalov (Prilohy, Priloha 4-10).
K tplnému vzajomnému splynutiu (koalescencii) oboch sérii rezonan¢nych signalov doslo pri
teplote 90-100 °C, naslednym ochladenim sa dve série rezonan¢nych signalov opat’ obnovili.
Z toho mozno usudzovat, ze dve série NMR rezonan¢nych signalov latky 11i patria dvom
rozdielnym konformaciam molekuly tejto latky. Vzajomna premena oboch konformérov je za
laboratornej teploty dostato¢ne pomald, aby jednotlivé konforméry mohli byt pozorované
Vv NMR spektre, suCasne vSak dostatocne rychla, aby mohli byt izolované¢ ako chemické
individud. Rezonan¢né signaly boli pri koalescencnej teplote rozSirené a mali zmenenu
hodnotu chemického posunu (Prilohy, Priloha 9 a 10), ¢o je d’alsim dokazom, Ze existencia
dvoch sérii rezonancnych signalov ma svoj pdvod v obmedzenej rotacii. Naopak, zmena
koncentracie latky 11i nemala na vzhlad NMR spektra ziaden vplyv. Posuny jednotlivych

rezonan¢nych signalov i pomery integralnych intenzit signalov oboch sérii zostali zachované.
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Na zaklade teoretickej tivahy bol vysloveny predpoklad, ze ide o E a Z konforméry
latky 11i na vizbe CS-NH (Obrazok 18). Tento predpoklad bol potvrdeny vyuzitim 2D NMR
spektrometrie. Pomocou NOESY NMR spektra bolo zistené, ze u hlavného konforméru (Z
konformér) je pritomna korelacia atdmu vodika CSNH skupiny stuc¢asne na dva aromatické
vodiky (H6, H6"), kym u minoritného konforméru (E konformér) len na jeden z nich (H6")
(Prilohy, Priloha 11). U E konforméru je vodik H6 tieneny aromatickym jadrom nesucim
vodik H6’, resp. tiokarbonylovou skupinou. Prevaha Z konforméru nad E konformérom ako
i va¢Sie odtienenie atémov tvoriacich aromatické jadra Z konforméru je Vv sulade

s teoretickymi poznatkami.

H _H
HaC, o H o

O H Se N

N P —

o)
H5;C
S Cl Cl
Cl Cl

Z-konformér E-konformér

Obrazok 18: E, Z konforméry latky 11i na vazbe CS-NH.

S pomocou vztahu pre odhad rychlostnej konstanty Kk vzajomnej premeny
konformérov (Rovnica 1) bola ziskana priblizna hodnota k pre latku 11i. Tato bola spolu
s koalescen¢nou teplotou T tejto latky (T, = 368 K, hodnota ziskana pomocou VT-NMR)
dosadena do Eyringovej rovnice (Rovnica 2). Naslednym vypoétom bolo zistené, Ze priblizna
hodnota AGT cs-NH, €nergia rota¢nej bariéry na vidzbe CS-NH, latky 11i pri koalescencnej
teplote T je 75 kd/mol. Ked’Ze pre rotaciu okolo vidzby sa predpoklada, Ze AST je vel'mi malé
( | AS+ | <40 J/mol) a teda, ze 4 G=|= cs-ne len vel'mi malo zavisi na teplote, hodnota AG+ CS-NH
latky 11i pri laboratornej teplote je taktiez priblizne 75 kJ/mol. Hodnota AGT cs-NH latky 11i
znamena, Ze polcas existencie ti, E, Z konformérov tejto latky je za laboratornej teploty
rddovo sekundy. Af v Rovnici 1 je absolitna hodnota rozdielu chemickych posunov
prislusnych rezonanénych signalov (rezonan¢nych signalov istého atomu vodika, napr. H6)

oboch konformérov vyjadrend v Hz %1%,

k=2 g Af (Rovnica 1)
AGT cs.nm = 0,01914 T, [10,319+l0gs0 (Ts k)] (Rovnica 2 )
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Presktisana bola i zavislost’ pomeru konformérov latky 11i na druhu rozpustadla
pouzitého pri merani NMR spektra. Prehl'ad pouzitych rozpustadiel a pomer konformérov
latky 11i v jednotlivych rozpustadlach prinasa tabulka 10. Medzi obsahom konformérov
a vlastnostami rozpustadla (teplota varu, hustota, viskozita a relativna permitivita) nebol

najdeny linearny vztah.

Tabulka 10: Zastupenie Z, E konformérov latky 11i v réznych rozpustadlach za laboratornej
teploty. Urcené na zéklade integracie plochy rezonanc¢nych signalov 'H NMR spektra.

Rozpuistadlo Z/E v absolutnych %
CDCl; 90/10
Aceton-dg 97/3
CD;0D 93/7
DMSO-ds 87/13
DMF-d; 94/6
Pyridin-ds 92/8
THF-dg 95/5

Zaujimavou skuto¢nostou bolo, Ze sucasny vyskyt rezonan¢nych signalov E a Z
konforméru nebol pozorovany v NMR spektrach 2-metoxy-2’-hydroxybenzanilidov 9 a 2-
metoxytiobenzanilidov 4. Na zéaklade tohto bol vysloveny predpoklad, Zze pokial ma byt
pomocou NMR za vysSie uvedenych podmienok stc¢asne pozorovany E i Z konformér latok
11, je vmolekulach tychto latok potrebna pritomnost’ tioamidickej funkénej skupiny
a suCasne substitucia atomu vodika asponi jednej orto polohy oboch aromatickych jadier.
Tento predpoklad bol dokazany pomocou NMR spektier derivatov 11i. Tieto derivaty boli
ziskané nahradou 2-OCHs resp. 2'-OH skupiny atomom vodika (Obrazok 19: latky 14 a 4l).
V oboch pripadoch bola v NMR spektre pritomna len jedna séria rezonanénych signalov.
Nahrada oboch atomov chléru v latke 11i atbmom vodika (Obrazok 19: latka 16) nemala
naopak na stcasnu pozorovatenost oboch konformérov ziaden vplyv. Ztoho mozno
usudzovat’, ze na nu nemaju ziaden vplyv substituenty latok 11 nachadzajice sa v d’alSich
polohach aromatickych jadier (meta a para poloha). Orto substituenty sa mézu na sucasnej
pozorovatel'nosti oboch konformérov podielatt bud’ svojou schopnostou tvorit
intramolekularne vodikové vézby alebo svojimi stérickym vlastnostami (vis. Teoreticka Cast,
kapitola 3.6.). Aby bolo mozné rozlisit' medzi tymito dvoma moznostami, boli pripravené

nasledujuce derivaty 11i (Obrazok 19: latky 19, 23 a 27).
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A B C D
C

A 11i OCH; ClI  OH  ClI

HN @ 4  OCH; ClI H cl

14 H cl OH

Q_& D 16 OCH; H OH H
B 19 Cl ch OoH

23 OCHj; Cl OCHjs Cl
27 OCHj; Cl CHs Cl

Obrazok 19: Obmeny latky 11i (41, 14, 16, 19, 23, 27).

V pripade derivatu 19 bola 2-OCHj; skupina nahradena substituentom 2-Cl. Stérické
vlastnosti oboch substituentov st priblizne rovnaké (vyjadrené pomocou van der Waalsovych
polomerov/efektivnych polomerov ry, ey = 1,80 A, rocqs = 1,52 A %), atém chléru viak na
rozdiel od metoxy skupiny nie je schopny tvorit’ vodikové vazby. U latky 19 boli v jej NMR
spektre pozorované dva konforméry (E, Z) so zastapenim 90 % Z konformér, 10 % E
konformér a koalescencnou teplotou medzi 90-100 °C. Obdobna situicia bola pozorovana
i pri nahrade 2°-OH skupiny skupinou 2°-OCHg resp. izostérnou 2'-CHj3 (Obrazok 19: latky
23 a27, Experimentalna cast’, kapitola 4.1.4.). Z predo§lého vyplyva, ze orto substituent
acylovej i anilinovej ¢asti molekuly 11i prispieva k pozorovanému javu svojimi stérickymi
vlastnost'ami a nie schopnost'ou tvorit" intramolekularne vodikové vizby. Z NOESY NMR
spektra latky 11i taktiez vyplyva, ze u konforméru Z sa neuplatiiuju silné intramolekularne
vodikové vizby, pripadne trojstredova vodikova vézba (vis. Teoreticka Cast’, kapitola 3.6.).
Tieto interakcie by totiz vyzadovali rovinné usporiadanie aromatického jadra/aromatickych
jadier a tioamidickej skupiny. Proti takémuto usporiadaniu svedéia korelacie atomu vodika

CSNH skupiny na aromatické vodiky H3, H6, H3’, H6" (Prilohy, Priloha 11).

Dalej bol u¢ineny pokus odhalit’ mechanizmus, ktorym atom siry a stérické vlastnosti
orto substituentov tychto latok spOsobuju sucasnti pozorovatelnost E i Z konforméru.
Principialnym problémom vsSak bola skuto¢nost, Ze atom siry a orto substituenty sucasné
ovplyviiuju velkost’ rotacnej bariéry na vizbe CS-NH i polohu termodynamickej rovnovahy
medzi E a Z konformérom (vis. Teoreticka Cast’, kapitola 3.6.). Z tohto dévodu pritomnost’ len
jednej série rezonan¢nych signalov u vyssie zmienenych latok (latky 9, 41 a 14) nie je mozné
interpretovat’ jednoznacne. Nepritomnost’ druhej série rezonancnych signalov moze byt
primarne sposobend bud’ dostatocne nizkou rotacnou bariérou vizby CS-NH a teda rychlou
vzajomnou premenou oboch konformérov alebo termodynamickou rovnovahou, ktora je

jednozna¢ne posunutd na stranu jedného zkonformérov. RozliSenie medzi tymito
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moznostami bolo zamyslané na zaklade stanovenia hodnoty AG+ cs-nH latok 9m, 41 a 14.
Avsak ani pri teplote -80 °C nebola v NMR spektrach tychto latok, zmeranych v roztoku
THF-ds, pozorovana druha séria rezonanénych signalov. Nakolko hlbsie ochladenie nebolo

s dostupnou NMR sondou mozné, tento problém zostal nevyrieseny.

Skuto¢nost’, Ze orto substituenty molekuly 11i podmienuju stc¢asnt pozorovatel'nost
E a Z konforméru na vizbe CS-NH nastolila otazku do akej miery tieto substituenty brania
volnej rotacii na vizbe Ar-CSNH resp. Ar-NHCS alebo lepsie povedané aké su konformacné
pomery na tychto vizbach u E a Z konforméru 11i. Teoreticky vzaté, u molekuly 11i pripadali
z tohto pohladu do uvahy celkom tri stereochemicky vyznamné moznosti konformaéného

chovania:

a) obe aromatické jadra atioamidicka skupina lezia v jednej rovine, priCom rota¢na
bariéra na oboch vysSie zmienenych vézbach je dostatocnd na obmedzenie volnej
rotacie. Tato situdcia je mozna pokial’ si orto substituenty dostato¢ne malé a schopné
tvorit dostatocne pevné intramolekularne vodikové vizby. Takéto plandrne
usporiadanie ma rovinu symetrie a tato konformacia je preto achiralna (vis. Teoreticka
Cast, Kkapitola 3.6.). Ulatky 11i je toto priestorové usporiadanie mozné U

Z konformeéru.

b) aromatické jadro/a atioamidickd skupina zvieraju nenulovy torzny uhol, pricom
rotacia okolo vézby/vézieb tioamidickej skupiny k aromatickému jadru/aromatickym
jadram je obmedzena. Tato situacia modze nastat, pokial’ st orto substituenty v
molekule 11i dostato¢ne velké. Takato konformacia zakladného stavu nema Ziadny
prvok symetrie a je preto chiralna. Pokial’ je rotacia na vizbe k aromatickému jadru
dostatocne pomald moZze sa chiralita 1 manifestovat’, S najva¢Sou pravdepodobnost’ou
by v tomto pripade i$lo o tranzientnu chiralitu (vis. Teoreticka Cast’, kapitola 3.6.).

Takéto priestorové usporiadanie je mozné u E i Z konforméru latky 11i.
€) naoboch viazbach Ar-CSNH a Ar-NHCS je mozZna v podstate vol'na rotacia.

Situacia podl'a bodu a) bola vylti¢ena na zaklade NOESY NMR spektra latky 11i,
ked’ bola pozorovana korelacia atomu vodika CSNH skupiny na aromatické atomy vodika H3,
H6, H3" a H6" (Prilohy, Priloha 11). Tento nalez sa da vysvetlit’ bud’ tak, ze nastal pripad b)

alebo c).
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Rozlisenie medzi situaciou b) a c¢) bolo dosiahnuté na zaklade dokazu pritomnosti
resp. nepritomnosti axialnej chirality (vlastnosti vyplyvajucej z priestorového usporidania b)).
Existencia axidlnej chirality dokazuje usporiadanie b), nepritomnost’ axidlnej chirality naopak
usporiadanie ¢). Molekula 11i bola modifikovana zavedenim etyl resp. p-brombenzylamino
skupiny (obe obsahuju prochiralny atoém uhlika). Tieto skupiny boli zavedené na také miesto
molekuly, aby boli pokial’ mozno ¢o najblizsie $tudovanym viazbam (Ar-CSNH, Ar-NHCS,
potencialne osi chirality) a sucasne, aby ¢o najmenej ovplyviiovali Studované konformaéné
pomery. Nasledne boli pomocou NMR spektrometrie sledované geminalne metylénové
vodiky etyl resp. p-brombenzylamino skupiny. Princip tejto metddy, vyuzivajiucej metylénova
skupinu ako sondu chirality, spocival v nasledujicej uvahe. Pokial nastane situdcia b)
a metylénova skupina je dostato¢ne blizko k ose chirality (vizba Ar-CSNH alebo Ar-NHCS)
bude kazdy atdém vodiku CH; skupiny vystaveny inému priemernému chemickému okoliu. V
dosledku toho sa uvedené vodikové atomy stanii ¢o do chemického posunu magneticky
neekvivalentné (anizochronné), konkrétne diastereotopické a kazdy z nich bude mat v NMR
spektre svoj vlastny rezonan¢ny signal. Naopak, pokial’ bude roticia na vysSie zmienenych
vizbach V dostatocnej miere volnd, situdcia c), bude sucasne s rotaciou dochéadzat
i K vzajomnej premene oboch “enentiomérov" a oba atomy vodika metylénovej skupiny buda
mat’ identické priemerné chemické okolie. V dosledku toho budu oba atomy vodika ¢o do
chemického posunu magneticky ekvivalentné (izochronné) a oba budi mat’ v NMR spektre

jeden spolony rezonanény signal ™.

Prvé pokusy o implementaciu tejto metédy boli uskutoénené na latkach 32 a 37
(Obrazok 20). Umiestnenie etyl resp. p-brombenzylamino skupiny do polohy para voci vizbe
Ar-NHCS bolo zvolené z dovodu minimalneho stérického ovplyvnenia pomerov v Studovane;j
oblasti (Ari-CS-NH-Ar;). Ani Vvjednom pripade vSak nebola uE ani uZ konforméru
pozorovand magneticka neekvivalencia chemickych posunov gemindlnych vodikov. Za
moznu pri¢inu tohto neuspechu bola povazovana vel'ka vzdialenost medzi potencialnou 0sou

chirality a geminalnymi vodikmi a teda malo rozdielne priemerné chemické okolie.
Br
Cl
f Y
S N S
Cl
cl N N
H 1 on
OH OCHj

OCH,
32 37

Obrazok 20: Obmeny latky 11i: latky 32 a 37.
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Pri d’alSom pokuse bola modifikovana acylova cast’ molekuly tiobenzanilidu 11i.
Tento krat bola 2-OCHj3 skupina nahradena izostérnou etyl skupinou, latka 41 (Obrazok 21).
Taktiez bola vyskuSana nahrada 2°-OH skupiny za 2’-etyl skupinu, latka 43 (Obrazok 21).
Ani u jednej z tychto obmien, inapriek najvac¢Sej moznej blizkosti prochiralnej skupiny,
nebola v NMR spektre zmeranom v DMSO-ds roztoku za laboratornej teploty pritomna
diastereotopicita geminalnych atomov vodika. Zaujimavé vsak bolo zistenie, ze u latky 41 i
43 doslo k vyraznému poklesu v zastipeni E-konforméru, v oboch pripadoch pokles na 5 %
(vis. Experimentalna cast, Kkapitola 4.1.4.). Tato skutoCnost, ktora je v sulade

s publikovanymi $tadiami

, Znemoznila pripadné posudenie konformdacie na vizbe Ar-
CSNH resp. Ar-NHCS tohto konforméru. Sucasne tato skutoCnost’ dokazuje, Ze vysSie
uvedené modifikacie molekuly 11i predstavuji obmenu priestorovo objemnejSim

substituentom, ¢o bolo pre $tadium konformac¢ného spravania latok 11 neZelané.

Cl
T
N H
OH OCHj

41 43
Obrazok 21: Obmeny latky 11i: latky 41 a 43.

V snahe dosiahnut’ diastereotopicitu vodikov metylénovej skupiny bola vyskuSana
zmena rozpustadla pre NMR meranie. Z literatiry je totiZ dobre zname, ze znacny vplyv na
rozdiel chemickych posunov medzi jednotlivymi diastereotopickymi skupinami (Adag) ma
i rozpustadlo **. Miesto DMSO-ds bol pouzity THF-dg. Ani v tomto pripade, viak nebol
dosiahnuty zelany ciel'. Nasledne boli zmerané NMR spektra latky 41 v THF-dg roztoku pri
roznych teplotdch v rozmedzi -80-20 °C, avSak ani pri teplote -80 °C nebola pozorovana
diastereotopicita vodikov CH; skupiny. Tuto skuto¢nost’ mozno interpretovat’ tak, ze ani pri
teplote -80 °C nedojde k dostatoénému spomaleniu rotacie okolo vdzba Ar-CSNH, v dosledku
¢oho su oba atémy vodika CH, skupiny vystavené rovnakému priemernému chemickému

okoliu.

Na zéklade vyssie uvedenych experimentalnych vysledkov mozno vyvodit’ zaver, ze
pri¢inou pozorovania E, Z konformérov latok 11 v NMR spektrach st okrem vlastnosti

tioamidickej skupiny i stérické efekty orto substituentov. Dalej, rotacia okolo vizieb Ar-
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CSNH a Ar-NHCS je u E, Z konformérov latok 11 mozna bez vyraznejSiecho obmedzenia
(pripad ¢) vis. vyssie). Ani pri nahrade 2-OCHg; skupiny stéricky objemnejSou 2-Et skupinou

(efektivne polomery su 1,52 resp. 2,15 A

) alebo 2'-OH skupiny objemnejSou 2'-Et
skupinou nebola totiz pozorovana ziadna diastereotopicita atomov vodika CH, skupiny. Tato
skuto¢nost’ je v sulade s niekol'’ko malo ¢lankami, ktoré boli publikované o probléme axialnej
chirality tiobenzanilidovych derivatov. Na zaklade poznatkov 0 amidovych analogoch sa da
uzavriet, Ze orto substituenty resp. atdom vodika NH skupiny latok 11 st prili§ malé, aby bola
rotacia okolo vdzieb Ar-CSNH a Ar-NHCS vyznamne obmedzena. Vysledky tym potvrdzuja
doposial’ znamy fakt, Ze axialna chiralita je u (thio)benzanilidov mozna len v pripade

terciarnych (tio)benzanilidov.

Pripravené obmeny latky 11i ako i medziprodukty pripadne vedl'ajSie produkty ich
syntézy boli otestované na antimykobakteridlnu aktivitu a schopnost’ inhibovat ICLI1.

Vysledky st prezentované v Tabulkach 11-13.

Tato séria latok je prili§ nesurodd, aby bolo mozné vyvodit' nejaké vztahy medzi
struktirou a biologickou aktivitou. Za zmienku vsak stoji antimykobakterialna aktivita latok
15 a 18. Latka 15 je 2-metoxy-2’-hydroxybenzanilid a vsetky testované kmene vykazuji voci
tejto latke rezistenciu. To dakazuje vyznam substitiicie aromatickych jadier v predoslych
sériach benzanilidov.Latka 18 naopak vykazuje pomerne dobru aktivitu vo¢i obom kmenom
M. kansasii (MIC = 1 umol/l). Latky 28 a 37 st latkami s najlepSou schopnost'ou inhibovat
enzym ICL1 pripravené v tejto praci. Latka 28 dosahuje 220 % a latka 37 132 % inhibi¢ného
potencialu Standardnej latky, 3-nitropropionovej kyseliny. S ohladom na d’alSie vysledky
ziskané v tejto praci sa da vyvodit’ zaver, ze na zvySenie in vitro ICL1 inhibi¢nej aktivity

(tio)benzanilidovych derivatov ma pozitivny vplyv substitucia anilinovej ¢asti v polohe para.

99



100

Tabulka 11:

In vitro antimykobakterialna aktivita obmien latky 11i a medziproduktov ich syntézy.

R5
4
R’ R
N
H R3
R2
MIC [pmol/1]
M. M. avium M. kansasii M. kansasii
tuberculosis ’ ' - Kansas
X R R? R® R RS My 331/88 My 330/88 My 235/80 My 6509/96
dni

14 21 14 21 7 14 21 7 14 21

14 S H Cl OH H Cl 62,5 62,5 62,5 125 62,5 125 125 62,5 125 125

19 S Cl Cl OH H Cl 32 62,5 32 62,5 4 8 16 4 8 8
23 S OMe Cl OMe H Cl 250 250 500 500 250 250 250 250 250 250
27 S OMe Cl Me H Cl 32 62,5 250 250 250 250 250 250 250 250
32 S OMe Cl OH 2 Cl 250 250 250 500 125 250 500 250 250 500
37 S OMe Cl OH Et Cl 32 62,5 62,5 62,5 32 62,5 62,5 32 62,5 62,5
41 S Et H OH H Cl 62,5 62,5 62,5 62,5 32 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5
43 S OMe Cl Et H H 32 62,5 62,5 62,5 32 62,5 125 62,5 62,5 125
13 0} H Cl OH H Cl 62,5 62,5 250 250 16 32 62,5 8 16 32
15 O OMe H OH H H >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000

18 0} Cl Cl OH H Cl 32 62,5 32 32 1 1 2 1 1 1
22 O OMe Cl OMe H Cl >1000 >1000 500 500 250 250 250 250 250 250
26 O OMe Cl Me H Cl 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
28 O OMe Cl OH NO, Cl 16 16 125 125 8 16 16 16 16 32
36 O OMe Cl OH Et Cl 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
40 0} Et H OH H Cl 62,5 62,5 125 125 62,5 62,5 125 62,5 125 125
42 O OMe Cl Et H H 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250

INH 05 05 >250 >250 >250 >250 >250 4 4 4

INH — izoniazid, ® — p-brombenzylamino skupina.



Tabul'ka 12: In vitro antimykobakterialna aktivita vedl'ajSich produktov syntézy obmien latky

11i.
OCH, ,
o) R
\
N R2
R']
MIC [umol/1]
M. . . ..
tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
R R? R My 331/88 My 330/88 My 235/80 My 6509/96
dni
14 21 14 21 7 14 21 7 14 21
17 H H H 250 250 125 250 125 125 250 125 125 250
33 Cl Cl a 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
38 Cl Cl Et 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
INH 05 05 >250 >250 >250 >250 >250 4 4 4

INH — izoniazid, * — p-brombenzylamino skupina.

Tabulka 13: Schopnost obmien latky 11i amedziproduktov /vedlajSich produktov ich
syntézy inhibovat’ enzym ICL1. Koncentracia vsetkych testovanych a kontrolnych zlicenin

bola 10 pmol/1.

% Standardna % Standardna
inhibicie odchylka inhibicie odchylka
13 14 +1,38 28 55 +1,80
14 16 +0,49 32 20 +0,52
15 14 +1,93 33 15 +2,33
17 11 +2,42 36 11 +1,33
18 13 +2,08 37 33 +1,63
19 20 +1,02 38 13 +0,49
22 16 +1,78 40 9 +4,20
23 14 + 4,40 41 11 +3,53
26 10 + 3,67 42 17 + 3,00
27 18 +1,75 43 13 +0,95
3-NPA 25 +4,13 3-NPA 25 +4,13
ETA 0 0 ETA 0 0
INH 0 0 INH 0 0

3-NPA — 3-nitropropidnova kyselina, ETA — etionamid, INH — izoniazid.
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6. ZAVER

V ramci tejto dizertatnej prace bolo pripravenych a otestovanych 100 derivatov
benzanilidu respektive jeho analogov. Z tychto latok bolo 92 originalnych, doposial
nepopisanych v literature (idaj podl'a databazy SciFinder, stav k 31. 1. 2013). U vsetkych
zliCenin bola stanovena ich in vitro antimykobakterialna aktivita proti Mycobacterium
tuberculosis Hs;Rv, Mycobacterium avium, a dvom kmefiom Mycobacterium kansasii. Vsetky
testované latky s vynimkou 9e, 15 a 22 vykézali antimykobakterialnu aktivitu voc¢i vSetkym
testovanym kmenom, tato aktivita vSak vo vSeobecnosti nedosiahla urovne salicylanilidovych
derivatov. Pripravené latky boli taktiez otestované ako potencialne in vitro inhibitory ICL1
enzymu. Niekol’ko latok dosiahlo priblizne inhibi¢ny potencial Standardnej latky, 3-
nitropropioénovej kyseliny a tri latky (4i, 28 a 37) ho prekonali. Na tieto vysledky sa treba
pozerat’ ako na prispevok k §tadiu antimykobakterialnych vlastnosti benzanilidov aich
analogov, ktory je rozvijany na Katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické

fakulty UK uz niekol’ko rokov.

V dalSej cCasti prace bolo dokadzané, Ze uderivatov  2-metoxy-2’-
hydroxytiobenzanilidu je moZzné pozorovat’ za laboratornej teploty na tioamidickej vizbe Z, E
konforméry. Pomocou VT NMR bola urcend rotacnéd bariéra tejto vdzby na priblizne 75
kJ/mol, ¢o znamend, ze E, Z konforméry maji za laboratérnej teploty polCas existencie
radovo sekundy. Tato skutocnost’ dokazuje, ze tieto konforméry su za laboratornej teploty
dostato¢ne stabilné, aby mohli byt pozorované v NMR spektre, si€asne vSak prili§ nestabilné,
aby mohli byt izolované ako chemické individua alebo aby mali podstatny vplyv na
biologické vlastnosti pripravenych latok. Za moznost’ pozorovat' v NMR spektre tychto latok
sucasne ich E iZ konformér je zodpovedna tioxo skupina a stérické vlastnosti orto
substituentov tychto latok. Otazka presného mechanizmu, ktorym sterické vlastnosti orto
substituentov podmiefiuji stéasni pozorovatelnost’ E i Z priestorového usporiadania tychto
tioamidov vsak, i napriek experimentalnemu usiliu, nebola zodpovedana. Preskimana bola
d’alej rotanda bariéra na zvySnych dvoch stereochemicky vyznamnych vdzbach molekual 2-
metoxy-2’-hydroxytiobenzanilidov (Ar-CSNH, Ar-NHCS). Ziskané vysledky dokazuju, ze
rotacia okolo tychto vidzieb je za laboratdérnej teploty v podstate bez vyraznejSieho

obmedzenia, ¢o vylucuje existenciu tranzientnej axialnej chirality.
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7. PRILOHY

11i, '"H NMR (300 MHz), DMSO-d,, 20 °C Int.
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Priloha 1: Uk4zkové NMR spektrum latok 11. 'H NMR (300 MHz) spektrum latky 11i
zmerané v roztoku DMSO-ds pri teplote 20 °C (celkovy pohlad).

11i, "H NMR (300 MHz), DMSO-d,, 20 °C Int.
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Priloha 2: Ukéazkové NMR spektrum latok 11. *H NMR (300 MHz) spektrum latky 11i
zmerané v roztoku DMSO-ds pri teplote 20 °C (detail aromatickej oblasti).
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11i, °C NMR (75 MHz), DMSO-d,, 20 °C Int.
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Priloha 3: Ukazkové NMR spektrum latok 11. *C NMR (75 MHz) spektrum latky 11i
zmerané v roztoku DMSO-dg pri teplote 20 °C (celkovy pohl'ad).
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Priloha 4: *H NMR (500 MHz) spektrum latky 11i zmerané v roztoku DMSO-ds pri teplote 30
°C (celkovy pohl'ad).
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11i, 'H NMR (500 MHz), DMSO-d,, 40 °C Int.
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Priloha 5: *H NMR (500 MHz) spektrum latky 11i zmerané v roztoku DMSO-ds pri teplote 40
°C (celkovy pohl'ad).
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Priloha 6: *H NMR (500 MHz) spektrum latky 11i zmerané v roztoku DMSO-ds pri teplote 50
°C (celkovy pohl'ad).
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11i, '"H NMR (500 MHz), DMSO-d,, 70 °C Int.
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Priloha 7: *H NMR (500 MHz) spektrum latky 11i zmerané v roztoku DMSO-ds pri teplote 70
°C (celkovy pohl'ad).
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Priloha 8: *H NMR (500 MHz) spektrum latky 11i zmerané v roztoku DMSO-ds pri teplote 80
°C (celkovy pohlad).
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11i, 'H NMR (500 MHz), DMSO-d,, 90 °C Int.
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Priloha 9: *H NMR (500 MHz) spektrum latky 11i zmerané v roztoku DMSO-ds pri teplote 90
°C (celkovy pohl'ad).
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Priloha 10: *H NMR (500 MHz) spektrum latky 11i zmerané v roztoku DMSO-ds pri teplote
100 °C (celkovy pohlad).
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Priloha 11: Cast NOESY NMR (500 MHz) spektra latky 11i zmeraného v roztoku DMSO-dg
pri teplote 20 °C
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