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Abstrakt

Schiffovy baze maji v dnesni dob¢ Siroké vyuziti jak v technické praxi, tak v oblasti 1€karstvi.
Mimo jiné jsou studovéany jako potencidlni antibakteridlni a antifungdlni l1é¢iva. S rostouci
mirou rezistence na soucasné pouzivana lé¢iva je vyvoj novych antimikrobnich slouc¢enin velmi
aktualni. Salicylanilidy také vykazujici antimikrobidlni aktivitu a jsou také intenzivné
studovany. Na zaklad¢ uvedeného jsme se v této praci zabyvali syntézou novych Schiffovych
bazi vychazejicich ze zékladni struktury salicylanilidu substituovaného v anilidové ¢asti 4-
benzoylem. Bylo pfipraveno pét novych sloucenin: 5-chlor-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]
fenyl}-2-hydroxybenzamid, 5-brom-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-
hydroxybenzamid, 5-chlor-N-{4-[fenyl(3-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-
hydroxybenzamid, 5-chlor-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid
a 5-brom-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid. Reakce
probihala pii teploté varu rozpoustédla v pritomnosti katalytického mnozstvi p-toluensulfonové
kyseliny. Vétsina latek byla popsany pomoci IR, 'H NMR, '3C NMR spekter a teploty tani. Pfi
syntéze Schiffovych bazi vznikaly oba E/Z izomery na dvojné vazb¢, coz bylo viditelné v NMR
spektrech.



Abstract

Schiff bases are widely used both in technical practice and in the field of medicine. For their
antimicrobial activities are studied as potential antimacterial and abtifungal drugs. With
increasing level of resistence to currently drugs is the development of new substances very
intense. Salicylanilides are a group of substances with antimicrobial activity and are also
intensively studied. Based on that we were synthesized novel Schiff bases resulting from
salicylic acid, respectively salicylanilides. It was concretely prepared five compounds: 5-

chloro-N-{4-[phenyl(phenylimino)methyl]phenyl }-2-hydroxybenzamide, 5-bromo-N-{4-[

phenyl(phenylimino)methyl]phenyl}-2-hydroxybenzamide, 5-chloro-N-{4-[phenyl(3-
chlorfenylimino)methyl]phenyl}-2-hydroxybenzamide, 5-chloro-N-{4-[phenyl(4-
chlorfenylimino)methyl]phenyl}-2-hydroxybenzamide, 5-bromo-N-{4-[phenyl(4-

chlorfenylimino)methyl]phenyl}-2-hydroxybenzamide. The reaction proceeded at the boiling
point of the solvent, with catalytic amount of p-toluensulfonic acid. Most of the compounds
were characterized by IR, H! NMR, C!* NMR and melting point. The prepared compounds
showed E/Z isomers on double bond, it is demonstrated on NMR specters, this case is not deal

with this problem.



Seznam zkratek

ACP
ATP
BCG
DCE
DNA
EMB, E
FAS
HIV
IBX
INH, H
IR
IUPAC
LTBI
MDR-TB
MIC
MRSA
NMR
PZA, Z
RMP, R
RNA
SAR
STM, S

B

acyl carrier protein

adenosintrifosfat

Bacillus Calmette-Guérin
dichlorethan

deoxyribonukleova kyselina
ethambutol

fatty acid synthase, synthasa mastnych kyselin
virus lidské imunitni nedostatecnosti
jodoxybenzoova kyselina

isoniazid

infraerveny

Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii
latentni forma tuberkulozy
multilékove rezistentni tuberkuloza
minimalni inhibi¢ni koncentrace
methicilin-rezistentni zlaty stafylokok
nukledrni magnetické rezonance
pyrazinamid

rifampicin

ribonukleova kyselina

vztah struktura-ucinek

streptomycin

tuberkuloza



TDR-TB

THF-ds

TLC

WHO

XDR-TB

XXDR-TB

totalné rezistentni tuberkuloza
deuterovany tetrahydrofuran
tenkovrstva chromatografie
Svétova zdravotnicka organizace
extenzivng rezistentni tuberkuldza

tuberkul6za s Gplnou rezistenci



Obsah

1.

3.

4,

TUBERKULOZA ........ceeverereeneerresessesessesesssessssessssesssesessssesssessnsssessssessssssssssessssesssessnsssensesensrsens 9
1.1. TUBERKULGOZA OBECNE .......cevvvvurerererererereresesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssrees 9
1.2. PUVODCI TUBERKULOZY ........oouuvviiieeeieeiitteeteeeeeesetteeteeessesesassessssessesssaesssesssessasasessesssessnseeseeseas 9

1.2.1 Mycobacterium tUDEICUIOSIS .......................oeeecueeeeiieeeeeeeeecee s e e ettt e et aa e s steaeesrtaeeesanes 9

1.2.2 AtYyPickG MYKOBDAKLEIIQ ..............c.ooeeeeeeeiiesiiesieeeie ettt sta s e ettt et e sttt e s taestaessaessea s 10
1.3. KLINICKY OBRAZ .....coveeeeeeiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e et e eeeeeeseseseseseeaseseeetetetaaesaaaseretatasaeasaseaeseaaeaaaenns 10
1.4. TERAPIE .oeeeieeeietteeeeeeeeeeeitttreeeeeeeeeatsatareseseeasasrareeeeseassastaseseseeaaasssaseseeeessasssaseseeeeesansssreneeesesnnnes 11

1.4.1.  Zakladni antituberKUIOTIKQ ...................c.c.c.vuveeeeeeeieiiieiieieeeeeeiiiieeeeeeeesciieeeeeseeesssisreeeseenns 11

1.4.2. Nékterd rezervni antituberKUlOtiKQ ....................cccuueeeieeeeeviiieiieeieeeiiiieieeeeeeeceiiireeeeeeenn 14

1.4.3  Nejnoveéjsi antituberkulOtiKa ......................coooecueeeeeciiieeeeiieeeeieeeseeeesteaeseteeaestenaesns 16
1.5. PREVENCE. ... cceeeiiiiiittteeeeeeeeieitteeeeeseeeseitrareeeeeeesassbareeeeeeesasssasaeeseeeaassssseseessaassssbaeesessaasseresesennnn 17
1.6. REZISTENCE ... .couuiiiitiee et e et e et ee e et et e et e e ettt e e e et eeetau e s ta e aesaanaataanasstnnaessnnsasssnneeesnnneesnnnns 17

SCHIFFOVY BAZE......ccueeverereeresseseesessessessesssssssessessessessssessessessessssessessessssessessensesessessessessesassessans 19
2.1, OBECNE O SCHIFFOVYCH BAZICH .......uuuvuutuuususussssssssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 19
2.2, PRIPRAVA SCHIFFOVYCH BAZI ... ceeiiieeeeeeeeeeeee ettt naan 19
2.3. FARMAKOLOGICKE UCINKY .....oeiieiieieieieieeeeieeieseseseseseiesesesesese s sesess s sessssssssnsnsssnsnssssnnsnnnsnnnnnnn 24

2.3.1. Antibakteridlni a antifung@lni GCINKY ..................ccoeeeeeeeeeiiiieesiiieescieeeseeeeecaaescaeean 24

CIL PRACE ....veueeereerreerteessesesteseessessesesssssssssssessesessssssnsesessssesssesenssssssssensesesssessrsssensssenssessnes 31

EXPERIMENTALNI CAST...uoeeieieeececeseeiesesseesssseses e ssssssessessessssssessesseessessessesssessessesssessanses 32
4.1. OBECNA CAST ..o 32
4.2, L2 (7€ YoYU 34

DISKUZE ....c.ieuiteiieiieeitireitetiteirettestsestessassesssessassesssassassssssessssssssssssssssssssssssssssssssassassssssassasssnssnnse 46

F.2 ] 3 TR 51

POUZITA LITERATURA . ....coveteterertereeessesessesssessssssessssesssesessesessssessesessssssessesessssesessssensssssssssesens 52



1. Tuberkuloza

1.1. Tuberkuloza obecné

Tuberkuldza (TB) je infekéni onemocnéni zplisobené bakteriemi patiicimi do komplexu
Mycobacterium tuberculosis. Toto onemocnéni nejcastéji postihuje plice, ovSem muze
postihnout 1 jiné ¢asti téla. Pivodce zptsobujici tuberkuldzu, tedy Mycobacterium tuberculosis,
byl v roce 1882 popsan Robertem Kochem. Za tento objev Koch obdrzel v roce 1905 Nobelovu

cenu. '

WHO odhaduje, Ze v roce 2014 celosvétove onemocnélo tuberkul6zou 9,6 milioni lidi,
ovSem hlaseno bylo 6 miliéonli nové nemocnych, tedy necelé dvé tietiny (63 %), celkove 12 %
z tohoto poctu bylo HIV pozitivnich. Obrovskym problémem je zejména v chudych a
rozvojovych zemich, kde 1é¢ba bud’ neni dostupnd, nebo je velmi omezend. V celkovém souctu
je az 95 % vSech umrti na TB pravé v téchto zemich. TB je nejcastéjsim divodem umrti lidi
s HIV, v roce 2015 kazdé treti umrti HIV pozitivniho ¢lovéka méla na svédomi TB. V disledku

nakaZeni TB zemielo za rok 2014 celkem 1,5 miliond osob. '3

1.2. Puvodci tuberkulézy

Mykobakterie jsou obligatn¢ aerobni, nepohyblivé, nesporulujici, $tihlé ty€inky, které
nelze barvit podle Grama, pokud se uziva bézného postupu. To je dano zejména specifickym
slozenim bunécné stény. Ta je pomérné slozita, obsahuje vysoké mnozstvi lipidl, zejména
dlouhé vétvené fetézce mykolovych kyselin o 60 az 90 uhlicich. Jsou to acidorezistentni
mikroorganismy, proto se pfi barveni pouziva metoda dle Ziehla-Neelsena. Mykobakterie tvofi
malé kolonie se Zlutavym zabarvenim, nékteré s drsnym povrchem. Jsou velmi odolné viici

vnéj$im vliviim, vysychani a chemickym latkam.

1.2.1 Mycobacterium tuberculosis
Skupina mykobakterii zahrnuje fadu zastupct, kdy nejdtlezité;si, z pohledu patogenity,

je Mycobacterium tuberculosis. Spolu s geneticky blizkymi Mycobacterium bovis, M.
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africanum a nékolika dalSimi patii do skupiny nazvané M. tuberculosis komplex. Jako ostatni
mykobakterie jsou vysoce odolné vii¢i vyschnuti, v prachu vydrzi az 10 dnti, ve vyschlém sputu
az 8 mésict. Kultivace M. tuberculosis je dlouhodoba z divodt dlouhé generacni doby, 18 az
24 hodin. Kolonie mohou mit kvétakovity tvar. M. tuberculosis netvoii zadné toxiny, které by

se daly povazovat za faktory patogenity.*

1.2.2 Atypicka mykobakteria
Existuji desitky riznych mykobakterii Zijicich pfevazné jako saprofyty. N&ktera z nich
jsou za jistych podminek patogenni. Oznaceni ,,atypicka® je v podstaté nespravné, zacalo se
pouzivat pouze diky odliSnym vlastnostem od druhti klasickych. Onemocnéni zpiisobena témito
mykobakteriemi se nazyvaji mykobakteriozy. Mezi klinicky vyznamné druhy patii
Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium

kansasii a dal$i.*

1.3. Klinicky obraz
Zdrojem tuberkulozni ndkazy je zejména infikovand osoba. K pfenosu dochazi
nejcastéji kapénkoveé a dychaci trakt je nejcastéjsi branou vstupu infekce, ovsem mozny je i
pienos pii kontaktu s infikovanymi predméty. Tato cesta pienosu je zvlast nebezpecna u lidi

pracujicich s infekénim materidlem. Méné ¢asta je pak cesta prenosu z infikovaného zvifete.’

Infekce miize probihat dvéma formami, a to klinicky manifestni, anebo latentni (spici)
formou. Nemocnych s manifestni formou vici infikovanym s latentni formou je méné nez

10 %. Manifestni TB je aktivni forma onemocnéni, déli se ddle na primarni a sekundérni.

Primédrni TB je casto bezptiznakovd a probiha nejCastéji v détstvi, méné pak
v dospélosti. Inkubac¢ni doba je dlouhd, 2 tydny az 4 roky. Mykobakterie jsou po pomnozeni
fagocytovany makrofagy v plicich a dochazi k tvorbé typického zanétlivého loziska —
tuberkuldzniho uzliku — jedind znamka po probé¢hlé primarni TB. Bakterie jsou bud’ zcela
eliminovany, nebo zlstavaji ve spici form&. U osob po prob¢hlé primarni infekci se muze
vytvorfit bunécnd imunita zprostiedkovand pamétovymi T-lymfocyty, kterd se zkousi reakci na
tuberkulin — tuberkulinovym testem. Asi u 5 % nakazenych dochéazi béhem prvnich dvou let po
probéhlé primarni TB k reaktivaci a propuké sekundarni infekce. DalSich 5 % onemocni po

dlouhém obdobi latence, i desitkich let, v priibéhu Zivota.®
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Sekundarni TB probiha prakticky vyhradné u dosp€lych. Dochazi k erozi plicni tkan¢ a
nasledné¢ hemoptyse, dale se manifestuje zejména dlouhotrvajicim kaslem s produkci

hlenohnisu, pokaglavanim, zvy$enou teplotou, inavou, nechutenstvim, hubnutim. >’

Osoby s latentni formou TB (LTBI), a¢ jsou infikovani M. tuberculosis, nevykazuji
zadné symptomy onemocnéni. Jedinym znakem ptitomné infekce je pozitivni tuberkulinovy
test na kiizi nebo test krve. Osoby s latentni formou TB nejsou infekéni, a tedy nesiii infekci
mezi ostatni. Pfiblizné tfetina svétové populace ma latentni formu TB. Jak bylo uvedeno,
latentni forma muze piejit do akutni sekundarni infekce. Pfiiny reaktivace nejsou piesné zcela
znamy, ale dochézi k ni zejména u pacientii pfi oslabeni imunity, napf. ve stari, pti infekci HIV,
pii diabetes mellitus, alkoholismu, malnutrici ¢i onemocnéni jater. Nejrizikovéjsi skupinou jsou

pacienti s HIV, vyskyt TB je zde 26 az 31krat vy$§i nez u pacientd bez HIV.®

1.4. Terapie
Diky zavedeni antituberkulotik se dfive vyuzivana chirurgicka l1é¢ba aktivni formy TB
dnes témé&f nepouziva. * Farmakoterapie TB je zaloZena na podavani antituberkuloticky
pusobicich latek v urCitém rezimu. Mezi zakladni antituberkulotika patii isoniazid (INH, H),
rifampicin (RMP, R), pyrazinamid (PZA, Z), ethambutol (EMB, E) a streptomycin (STM, S).
V ptipadech selhani terapie zalozené na léCivech prvni volby se pfechdzi na rezervni
antituberkulotika, tedy fluorochinolony (levofloxacin, moxifloxacin, ofloxacin), p-

aminosalicylovou kyselinu, amikacin, kanamycin a dalsi.*’

Dftive doporucované schéma vypracované WHO zaloZené na podéavani ¢tytkombinace
isoniazid, rifampicin, pyrazinamid a ethambutol po dobu dvou mésicti a nasledném podéavani
dvojkombinace isoniazidu a ethambutolu po dobu Sesti mésicli bylo pfehodnoceno a upraveno
na schéma, kde je rifampicin podavan po dobu 6 mésicii — ctyfkombinace (HRZE) po dobu
dvou meésicli a nasledné Ctyii mésice dvojkombinace (HR). Tato zména vede ke snizeni poctu

relapsti 1éEby a poétu recidiv.’

1.4.1. Zakladni antituberkulotika
1.4.1.1. Isoniazid

Isoniazid (Obrazek 1) je chemicky hydrazid kyseliny isonikotinové. Prvni syntéza

probéhla jiz roku 1912, ovSem pouzivat se zacal az v roce 1952. Vysoky ucinek molekuly
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vzbudil zajem o skupinu hydrazidl, ovSem zadna z modifikovanych struktur isoniazid dosud
nepiekonala. Funguje jako prolécivo, které po pfeméné na aktivni derivat piisobi baktericidné.
V organismu je oxidovan na aktivni metabolity pomoci enzymu katalasy-peroxidasy.
Mechanismus ucinku spociva v inhibici enzymu InhA (enoyl-ACP reduktiza v komplexu
FAS), coz vede v kone¢ném diisledku k itlumu syntézy mastnych kyselin véetné mykolovych
kyselin. Podava se peroraln¢ v davkovani 5 mg/kg u dospélého, 10-20 mg/kg u déti jednou

denng. 011

Obrazek 1 Isoniazid

1.4.1.2. Rifampicin

Rifampicin (Obrazek 2) je prvnim terapeuticky vyuzivanym lé¢ivem ze skupiny
ansamycinovych antibiotik. Stejné jako isoniazid se zacal pouzivat v roce 1952. Dodnes patfi
RNA polymerasy v mykobakteriich. Podava se ordln¢ ¢i intraven6zné v jednotlivé denni déavce

10 mg/kg. Ve svéteé jsou komercné dostupné i fixni kombinace s ostatnimi antituberkulotiky.
11,12

Obrazek 2 Rifampicin
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1.4.1.3. Pyrazinamid

Pyrazinamid (Obrézek 3) je chemicky amid kyseliny pyrazin-2-karboxylové.
V bunkkach M. tuberculosis dochazi kjeho metabolické pifeméné pomoci enzymu
nikotinamidasy/pyrazinamidasy. Pyrazinamid se metabolizuje na pyrazin-2-karboxylovou
kyselinu, coz je aktivni forma lé¢iva, u¢inna pouze v mirné kyselém prostiedi.!!!3
Mechanismus ucinku neni uplné pfesné¢ znam. Predpokladalo se, ze hlavni cil ptsobeni je

1'%, néktera literatura tento mechanismus vyvraci'®, jiné zdroje

synthasa mastnych kyselin FAS
uvadi, ze mechanismus je komplexni a zasahuje na urovni produkce energie, trans-translace a
dal$ich mistech mykobakterii.'® Nejnovéjsi poznatky ukazuji, Ze mechanismus G¢inku spo&iva
také v inhibici aspartatdekarboxyldzy.!” Uziva se peroralné jednou denné v davce 20-25 mg/kg

nebo tikrat tydné v davce 50-70 mg/kg.!?

N.__CONH,
AN
Ly
N

Obrazek 3 Pyrazinamid

1.4.1.4. Ethambutol

Jedna se o opticky aktivni slouc¢eninu typu aminoalkoholu (Obrazek 4) se dvéma
izolovanymi chirdlnimi centry, G¢innd je pouze pravotociva forma, (S,5)-(+)-izomer.
Mechanismus U¢inku spociva v inhibici arabinofuranosyltransferasy, ktera je nezbytnd pfi
tvorbé mykobakterialni stény. Podani je perordlni v davce 15 mg/kg denné¢ anebo 30 mg/kg

trikrat tydng. 118

HO

H CJ‘\“H H
3 N/\/ \\\‘(\CH3
H H

OH

Obrazek 4 Ethambutol
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1.4.1.5. Streptomycin

Streptomycin (Obrazek 5) patii do skupiny aminoglykosidovych antibiotik, je
produkovan mikroorganismy Streptomyces griseus. Pro jeho silngj$i bazické vlastnosti se
pouziva ve formé siranu, ktery je velmi dobfe rozpustny ve vod€é. Mechanismus ucinku je

zaloZen na inhibici proteosyntézy bakteridlnich bun€k na 30S podjednotce ribozomu. Podava

11,19

se intraven6zn¢ nebo intramuskularné v davce 1g denné.

)l\OH

HoN™ 'NH,

Obrazek 5 Streptomycin

1.4.2. Néktera rezervni antituberkulotika

1.4.2.1. Ofloxacin a levofloxacin

Ofloxacin patfi do druhé generace (fluoro)chinolonovych antibiotik. Je to chiralni
sloucenina, ktera se pouziva bud’ jako racemickd smés (ofloxacin), nebo jako cCisty (S)-(-)-
enantiomer — levofloxacin (Obrazek 6). Mechanismus ucinku odpovidd obecné chinolontim,
tedy inhibice ATP-dependentnich enzymu topoisomerazy II (DNA-gyrazy) a topoisomerazy

IV. Aplikaéni cesta je perordlni v ddvce 500-1000 mg denng.!!-?°

O O

HO

Obrazek 6 Levofloxacin



1.4.2.2. Kyselina p-aminosalicylova

Kyselina p-aminosalicylova (Obrazek 7), jedno z nejstarSich antituberkulotik, je latka
velmi jednoduché struktury. Diive se ptedpokladdno, ze mechanismus ucinku spociva v
chelataci iontil Zeleza, a tedy zabranéni jejich pfenosu sideroforem mykobaktinem. Nejnovéjsi
stav poznani pfedpokladd, Ze mechanismus u¢inku spociva v metabolické konverzi enzymy
dihydrofolat reduktasou a dihydrofolat synthasou na antimetabolit hydroxyl-dihydrofolat, ktery
zpétné inhibuje dihydrofolat reduktazu.?! Vyhodou této latky je jeji jednoduchost a cena.
Nevyhodou je nizkd G¢innost a s tim nutnost podavani enormnich terapeutickych davek (denné

12-16 g) a dale vysoké riziko vzniku rezistence.'!*?

COOH
OH

NH,
Obrazek 7 Kyselina p-aminosalicylova

1.4.2.3. Kanamycin

Kanamycin (Obrazek 8) patii, stejné jako streptomycin, do skupiny
aminoglykosidovych antibiotik. Poprvé byl izolovan vroce 1957 ze Streptomyces
kanamyceticus. Podobn¢ jako streptomycin se pro své bazické vlastnosti pouziva ve formé
siranu. Mechanismus je obdobny jako u ostatnich aminoglykosidovych antibiotik, viz
streptomycin (1.4.1.5). Cesta podani je intravendézni nebo intramuskuldrni v davce 1 g

denng. '3

|
OH NH,

Obrazek 8 Kanamycin
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14.2.4. Amikacin

Amikacin (Obrazek 9) je polosynteticky derivat kanamycinu. Upravou molekuly
kanamycinu se dosdhlo sterickému branéni v misté zasahu inaktivujicich bakterialnich enzymii.
Vyhodou je tedy delsi biologicky polocas a §irsi spektrum ucinku, ovSem s niz§i antibakterialni
aktivitou, jsou tedy nutné vyss$i davky. Mechanismus Ucinku je stejny jako u ostatnich

aminoglykosidovych antibiotik, viz streptomycin (1.4.1.5).!1:%

OH
HZN\@OH
HO" ™ © oH OH
Ooﬁo,,, ~__OH
HZNMH NH; > “OH
OH

NH,

Obrazek 9 Amikacin

1.4.3 Nejnovéjsi antituberkulotika

1.4.3.1 Bedachilin

Bedachilin (Obrazek 10) je chemicky diarylchinolin, béhem testovani byl oznaovan
jako TMC207. Mechanismus spociva v inhibici podjednotky c¢ protonové pumpy, tj. ATP-
synthasy, coz vede k zablokovani syntézy ATP. Plsobi jak proti senzitivnim, tak proti
rezistentnim kmenim M. tuberculosis. Je indikovan do kombinované 1é¢by pii rezistentni
formé TB. Doporucené davkovani je obvykle v rezimu 4 tablety 1x denné po dobu prvnich

dvou tydni, pak 2 tablety 3x tydné po dobu 22 tydni.?>2627

Obrazek 10 Bedachilin
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1.4.3.2 Delamanid

Delamanid (Obréazek 11) je chemicky derivat nitroimidazooxazolidinu Pfi vyvoji a
testovani nesl oznaceni OPC-67683. Funguje jako prolécivo, kdy je metabolizovan na aktivni
metabolit nitroreduktdzou. Aktivni forma inhibuje syntézu methoxy- a ketomykolovych
kyselin, dilezitych komponent bunécné st€ény mykobakterii. Je u¢inny jak proti senzitivnim,

tak proti rezistentnim kmenim. Je indikovan do kombinac¢ni 1écby pii rezistentni formé

SRALE
o?&'%\h’yo( o/©/ N T

Obrazek 11 Delamanid

onemocnéni. 28

1.5. Prevence

Prevence v Ceské republice je provadéna ve smyslu vakcinace novorozencii a 1é¢by
LTBI u infikovanych s rizikem rozvoje manifestni TB. Plosné ockovani bylo ukonceno 1. 11.
2010. Od této doby jsou ockovani pouze novorozenci s vysokym rizikem vzniku a rozvoje
infekce. Jako rizikovy se novorozenec chéape v situaci, kdy jeden nebo oba zrodi¢l nebo
sourozenec nebo ¢len doméacnosti mé aktivni formu onemocnéni, dale kdyz dit¢ nebo c¢len
domécnosti se narodil/o nebo soustavné pobyval/o na Uzemi s vyskytem TB vétSim, nez
40/100 000 obyvatel, dale pak kdyz bylo dité v kontaktu s nemocnym s TB. V téchto piipadech
je oCkovani hrazeno ze zdravotniho pojisténi. V ostatnich ptipadech, kdy zakonny zastupce
ditéte zazada o jeho ockovani, hradi naklady v plné vysi ockovani sam. K imunizaci se pouziva
vakcina BCG, coz je oslabeny zivy kmen Mycobacterium bovis. OvSem ani ockovani nezaruci

stoprocentni ochranu proti TB. 323

1.6. Rezistence
Rostouci mnozstvi rezistentnich kment M. tuberculosis je v posledni dobé velmi
zavaznym problémem. Multilékové rezistentni tuberkuldza (multidrug-resistant tuberculosis —
MDR-TB) je odolna vii¢i dvéma nejucinnéjSim antituberkulotikiim prvni volby isoniazidu a

(XDR-TB) necitliva vici isoniazidu a rifampicinu, dale vici jakémukoliv fluorochinolonu a
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jednomu ze t¥i injeké&nich 1é¢iv druhé volby (amikacin, kanamycin, kapreomycin).?!*? Hlavnim
nebezpecim tohoto typu infekce je jeho velmi mélo efektivni 1écba, dana i nizkou adherenci k
1é¢bé ze strany pacienta — nutnost podavani vice potentnich 1é¢iv s sebou nese zvySené mnozstvi
nezadoucich u¢inkd. Uspé&$nost 1é¢by u XDR-TB je nizka, Gasto je nelééitelnd. V roce 2014
bylo 480 000 novych ptipadi MDR-TB. Z toho zachyceno a ohlaseno bylo 123 000 piipadu,
tedy pfiblizn¢ ¢tvrtina. XDR-TB je pomérné vzacnd, nicméné do konce roku 2015 byl ve 105
zemich hlaSen vyskyt alespon jednoho piipadu XDR-TB, ve 14 z téchto zemi pak bylo hlaseno
10 a vice ptipadil této rezistentni formy. P¥iblizné 9 % pacientti s MDR-TB ma XDR-TB.?*3

DalSim typem tuberkuldzy je TDR-TB (totally drug-resistant TB), obCas se oznacuje
jako XXDR-TB (extremely drug-resistant TB). Tento typ tuberkul6zy je rezistentni vii¢i viem
1é¢iviim prvni 1 druhé fady. To z toho typu TB d¢€la prakticky neléCitelné onemocnéni. Vyskyt
neni bézny, celosveétoveé v jednotkach za poslednich 10 let, nicméné€ prognosticky je tato forma

extrémné zavazna. >3

Mechanismus vzniku rezistence spoc¢iva ve zméné cilovych mist, v jejich nadprodukci,
v pfitomnosti efluxnich transportérti, ve zvySeném metabolizmu 1é¢iva. Do jisté miry pfispiva
k primarni rezistenci zvlastni stavba bunécné stény mykobakterii, pro vysoky obsah
mykolovych kyselin je sténa zna¢né lipofilni a tvoii Spatn€ propustnou bariéru. Sekundarni
rezistence vychazi zejména ze selekce pfirozen¢ se vyskytujicich rezistentnich zmutovanych

kment. 3¢

Tuberkul6za je v kontextu poctu nemocnych, rocné umirajicich, poctu osob s latentni
formou a rizikem rozvoje akutni infekce tedy velmi aktudlnim a vaznym problémem trapici
celé lidstvo. Postupny narist rezistence zadd intenzivni vyvoj novych 1éciv plsobicich

na odli$nych mistech a jinym mechanismem, 1é¢iv s nizsi toxicitou a vyssi ucinnosti.
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2. Schiffovy baze

2.1. Obecné o Schiffovych bazich

Schiffovy baze, slou¢eniny pojmenovany po némeckém chemikovi Hugo Schiffovi,
byly timto chemikem poprvé syntetizovany v roce 1864. Podle IUPAC Gold Book jsou
definovany jako N-substituované iminové derivaty (Obrazek 12), strukturné vychazejici
z ketonti a aldehydi, kdy je karbonylovd skupina nahrazena imino- neboli azomethinovou
skupinou R2-C=N-R* (R‘#H).?"**3° Hlavni cestou piipravy je kondenzace primarniho aminu
s aldehydem nebo ketonem pii specifickych podminkach, podrobnéji viz kapitola (2.2).%°
Vyuziti téchto latek je Siroké jak v technické praxi, jako napiiklad katalyzatory*!, analyticka
¢inidla k chelataci iont kovi*?, meziprodukty organickych syntéz*’, tak i v oblasti mediciny
pro jejich biologickou aktivitu, podrobnéji v kapitole (2.3).

Ry

C.
R Ry

R;#H

Obrazek 12 Obecna struktura Schiffovy baze

2.2. Priprava Schiffovych bazi

2.2.1. Kondenzace aminu s ketonem (aldehydem)

Ptiprava Schiffovych bazi se nejcastéji provadi kondenzaci aldehydu (respektive
ketonu) a primarniho aminu za eliminace molekuly vody (Reak¢ni schéma 1). Tato reakce miize
byt wurychlena pfidanim kyselych katalyzatordi a zahfivanim reakéni smési. Mezi
nejpouzivanéjsi katalyzatory patii silné mineralni kyseliny jako kyselina sirova nebo kyselina
chlorovodikova, organické kyseliny jako naptiklad p-toluensulfonova kyselina nebo
pyridinium p-toluensulfonat, dale pak Lewisovy kyseliny jako ZnCla, TiCls.** D4le mohou byt
podminky upraveny ve smyslu rizného dodani energie reakci. V praxi se pouziva infracervené

a mikrovInné zafeni a ultrazvuk.®
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R!,R?=alkyl/aryl/H; R3#H

Reakcni schéma 1 Obecna rovnice vzniku Schiffovy baze

Princip reakce spociva v adi¢né-elimina¢nim mechanismu (Reakéni schéma 2).
Karbonylova skupina je skupinou polarni, kdy elektronegativni kyslik k sob¢ pfitahuje vazebné
elektrony nasobné vazby, tim se stava ¢astecné zdporné nabitym, atom uhliku pak nese parcialni
kladny naboj a ma tedy elektrofilni charakter a vaze nukleofilni ¢inidla. Primarni amin svym
nukleofilnim charakterem napada parcialné kladné nabité misto a dava reakci s karbonylovym
uhlikem. Jak jiz bylo uvedeno, reaktivitu karbonylu je mozné zvysit kyselym prostredim.
Reakce je ovSem citliva na pH, pokud je pfili§ nizké, dochéazi k protonizaci aminu, ¢imz se
ztraci jeho nukleofilni charakter.*® Jak je mozno vidét z reakéniho mechanismu, reakce je vratna
a voda muze podporovat hydrolyzu na vychozi latku, proto se pouzivaji metody k odstranéni

t*7, dale pak dehydratacnich ¢inidel jako

vody béhem reakce, zejména pouziti molekulovych si
siran sodny, tetramethyl-orthosilikat (tetramethoxysilan), ¢i triethyl-orthoformiat (1,1,1-
triethoxymethan)*®*°. V piipadé ze N-substituent je alifatického charakteru, vysledné produkty
snadno polymerizuji, ptipadn¢ ddvaji aldolové kondenzacni produkty. V ptipad¢ aromatického

charakteru substituentu jsou produkty stalejsi.*®

©
Nz NHR ==Y <=
= ~ ® —— ~
/C o+ 2 v \NHZR ~ NHR
®
\\\330
®

N HO ~_ o _H ~ §OH2
_c=N—R === “c=N C

N
1,0° 7 R .H0 ~ CNHR

Reakcni schéma 2 Mechanismus reakce — kondenzace vedouci ke vzniku Schiffovy baze
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2.2.2. Reakce aromatickych aldehydu s alkylbromidy a roztokem amoniaku

Reakei aromatickych aldehydu s alkylbromidy a vodnym roztokem amoniaku jako

zdrojem dusiku Ize pfipravit Schiffovy baze (Reakéni schéma 3).%°

30 eq. NH3 _R'
O (28% v H,0) N
R)J\H + Br_R rt. /60°C R)l\H

Reakcni schéma 3 Reakce aromatickych aldehydii s alkylbromidy a roztokem amoniaku

2.2.3. Zasadou katalyzovana syntéza Schiffovych bazi zalkoholu a /N-

arylmocoviny

Vedle konvenénich metod je mozné pouzit zdsadou katalyzovanou syntézu bez pouziti

rozpoustédel, za pfistupu vzduchu (Reakéni schéma 4), davajici dobré vytézky.>!

H
1.5 eq. KOH A ,Ar

N.,
\[]/ Ar 135°C, 24 h Ar N
@]

“SOH HoN

Ar +

Reakcni schéma 4 Zasadou katalyzovana syntéza Schiffovych bazi z alkoholu a N-arylmocoviny

2.2.4. Pouziti pyrrolidinu jako organokatalyzatoru

Pyrrolidin jako organokatalyzator usnadiiuje reakci mezi aldehydem a latkou
s aminoskupinou (Reak¢ni schéma 5). Jako nukleofilni katalyzator umoziiuje reakci bez pouziti
kyselin nebo kovl. Metoda mlze byt pouzita k syntéze N-sulfinyl, N-sulfonyl, N-alkyl a N-aryl

imind, tedy i Schiffovych bazi.>?

(@] 0.1eq. HNa N/RI
R)J\H+ HN-R CH,Cl R)l\H

Reakcni schéma 5 Pouziti pyrrolidinu jako organokatalyzatoru
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2.2.5. Oxidace sekundarniho aminu pomoci IBX

Schiffovy baze se daji pfipravit ze sekundarnich amini oxidaci pomoci IBX (2-

iodoxybenzoova kyselina) (Reakéni schéma 6).>

1.1 eq. IBX
r/\N,R &a - A AN,R
H DMSO r

45°C/25°C, 0,5-40 h

A

Reakeni schéma 6 Oxidace sekunddarniho aminu pomoci IBX

2.2.6. Oxidacni syntéza z alkoholu a aminu

Aldehydy a ketony jsou ¢asto pfipravovany oxidaci odpovidajicich alkoholi oxida¢nim
procesem, toho se dd vyuzit pii syntéze imini z aminll a alkohold, za pouziti oxidacnich
katalyzatorti (Reakéni schéma 7).%*

R _R?

R N

kat
OH* R?NH,—>

Reakcni schéma 7 Oxidacni syntéza iminit z aminit a alkoholii

2.2.7. Reduk¢ni syntéza z nitroareni a benzaldehydu

Ptiprava Schiffovych bazi redukéni syntézou z nitroarenti a benzaldehydi se provadi

v piitomnosti praskového Zeleza a ziedéné kyseliny (Reakéni schéma 8).%

10 eq. Fe
0.6 M HCI N Af
Ar=NO+ OHC—Ar ———= A
EtOH, 65°C, 1,5 h

Reakcni schéma 8 Redukcni syntéza z nitroarenii a benzaldehydii

2.2.8. Syntéza vyuzivajici chloristan hofecnaty

Chloristan hotecnaty byl pouzity jako efektivni katalyzator pii syntéze prochirdlnich
imint z asymetrickych aromatickych ketoni. Pro zvyseni reaktivity bylo pouzito zahiivani pod
zpétnym chladi¢em za teploty varu rozpoustédla a susiciho média pro odstranéni vody (Reakcni

schéma 9). Nejvhodnéjsi rozpoustédlo je dichlorethan, autor neuvadi, ktery izomer.>

22



o) NR'
3% Mg(ClOy),
+ RNHy———
12h, Na,SO,, DCE
R R

Reakcni schéma 9 Syntéza prochiralnich Schiffovych bazi za katalyzy chloristanem horecnatym

2.2.9. Reakce amidu alkalickych kovi

Adi¢ni reakce mezi amidy alkalickych kovi a aromatickymi ketony vede k piipravé N-

substituovanych ketimin®i (Reakéni schéma 10).44
Ph Ph. Ph
\ N
C=0 + Ph—NHNa — /C—N
PH Ph

Reakeni schéma 10 Reakce amidii alkalickych kovii s aromatickymi ketony
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2.3. Farmakologické ucinky

Schiffovy baze jsou v oblasti mediciny a farmacie dulezitou a intenzivné studovanou
skupinou latek pro jejich Sirokou biologickou aktivitu, zejména pak antibakterialni®’,

antifungalni®’, antimalarické>®, antiproliferativni®®, protizanétlivé®, analgetické®® a

antimykobakterialni i¢inky.%!-%2

Bylo prokazéano, ze pro uc¢innost téchto sloucenin je nutnd pfitomnost iminové vazby,
mechanismy ucinku se u jednotlivych typt sloucenin 1isi, vztah mezi strukturou a aktivitou

(SAR - structure-activity relationship) nebyl jesté podrobné prozkouman.?

Dale budou v textu podrobnéji shrnuty pouze antibakteridlni a antifungalni ucinky
riznych Schiffovych bazi, z divodu ptfedpoklddané antibakterialni a antifungalni aktivity

pripravovanych latek v experimentalni ¢asti prace.

2.3.1. Antibakterialni a antifungalni G¢inky

Rostouci imrtnost na infekéni onemocnéni piimo souvisi s rostoucim vyskytem
bakterii, které vykazuji vysokou rezistenci vic¢i zavedenym antibiotikiim. Vyvoj novych
ucinnych antibakterialnich latek s odlisnymi mechanismy u¢inku je tedy akutni a zévazna

problematika.®*

Schiffovy baze jsou velmi Sirokou skupinou latek vykazujici slibnou antibakterialni
aktivitu. De Souza a kolektiv®! syntetizovali a otestovali antimikrobidlni aktivitu napiiklad (E)-
2-[(2-hydroxybenzyliden)amino]fenolu (Obrazek 13), ktery vykazuje vysokou aktivitu proti

Mycobacterium tuberculosis H37Rv (MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace 8 pg/ml).
HO
W

(L.
Obrazek 13 (E)-2-[(2-Hydroxybenzyliden)amino]fenol

Kratky a kolektiv®® syntetizovali a ndsledng testovali Schiffovy baze piipravené ze étyt

sulfonamidi (sulfamethoxazol, sulfadiazin, sulfathiazol, sulfamethazin) a 5-chlor-2-
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hydroxybenzaldehydu. Ptipravené latky byly testovany proti Gram-pozitivnim bakteriim
Staphylococcus aureus, methicilin-resistentnimu kmeni S. aureus (MRSA), Gram-negativnim
bakteriim, M. tuberculosis 331/88, M. avium 330/88, M. kansasii 235/80 a M. kansasii 6509/96.
Nejvyssi aktivitu proti mykobakteriim (MIC 32-62,5 umol/l) a velmi dobrou proti Gram-
pozitivnim bakteriim (31.25 pmol/l) vykazoval derivat sulfathiazolu (E)-4-[(5-chlor-2-
hydroxybenzyliden)amino]-N-(thiazol-2-yl)benzensulfonamid (Obrazek 14).

Obrazek 14 (E)-4-[(5-Chlor-2-hydroxybenzyliden)amino]-N-(thiazol-2-yl)benzensulfonamid

Avupati a kolektiv®® se zabyvali syntézou a biologickym testovanim novych
Schiffovych bazi odvozenych od 1,3,5-triazinu. Pfipravené latky testovali na biologickou
aktivitu  proti  Mycobacterium  tuberculosis H3z7;Rv.  4-Methoxy-6-methyl-N-(3,4,5-
trimethoxybenzyliden)-1,3,5-triazin-2-amin (Obrazek 15) byl nejucinngjsi slou¢eninou s MIC

3,125 pg/ml.

/OYN\\(N

|
N._N

\ /
\f

Obrazek 15 4-Methoxy-6-methyl-N-(3,4,5-trimethoxybenzyliden)- 1,3, 5-triazin-2-amin

Gupta a Jain®’ testovali biologickou aktivitu nové piipravenych 1,2 4-triazolovych
derivatii. Testovany byly na houbdch Candida albicans, Aspergillus niger a Microsporum
gypseum a na bakteriich Escherichia coli a S. aureus. Nejvyssi aktivitu vykazovala latka 4-[(4-
chlorbenzyliden)amino]-5-fenyl-4H-1,2,4-triazol-3-thiol (Obrazek 16) s MIC proti S. aureus a
M. gypseum ve shodnych hodnotach 6,25 ng/ml.
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Obrazek 16 4-[(4-Chlorbenzyliden)amino]-5-fenyl-4H-1,2,4-triazol-3-thiol

Shi a kolektiv®® ptipravili sérii latek vzniklych kondenzaci 5-chlorsalicylaldehydu a 26
rizné substituovanych primarnich amint. Antimikrobialni aktivita byla testovana proti dvéma
Gram-negativnim bakteriim (Pseudomonas fluorescence, E. coli) a dvéma Gram-pozitivhim
bakteriim- Bacillus subtilis a S. aureus. Jednotlivé latky vykazovaly vii¢i kmenlim rGznou
ucinnost inhibice rlstu. NejpotentnéjSim derivatem byl 2,2°-{(1E,1’E)-[propan-1,2-
diylbis(azanylyliden)]bis(methanylyliden)}bis(4-chlorfenol) (Obrazek 17): MIC vuci B.
subtilis 1,8 pg/ml, vici E. coli 4,9 pg/ml a vici P. fluorescence 3,6 pg/ml.

HO
e
OH
Obrdzek 17 2,2"-{(1E, 1 'E)-[Propan-1,2-diylbis(azanylyliden)] bis(methanylyliden) }bis(4-chlorfenol)

Pandeya a kolektiv® testovali Schiffovy baze piipravené z isatinu (Obrazek 18) na 28
klinicky vyznamnych bakteriich. Derivat snejvyssi aktivitou byl (Z)-5-brom-3-{[4-(4-
chlorfenyl)-6-(p-tolyl)pyrimidin-2-yl]imino} - 1-(morfolinmethyl)indolin-2-on (Obrazek 19)
ucinny vaci E. coli NCTC 10418 (MIC 2,4 pg/ml), Vibrio cholerae (0,3 pg/ml), Enterococcus

faecalis (1,2 ng/ml), Proteus shigelloides (4,9 pg/ml). Pro porovnani, MIC referencniho

sulfamethoxazolu je v rozmezi 312-5000 pg/ml.

0
N/
NO NS
H /N

Obrazek 18 Isatin

Obrazek 19 (Z)-5-Brom-3-{[4-(4-chlorfenyl)-6-(p-
tolyl)pyrimidin-2-yl]imino}-1-(morfolinmethyl)indolin-2-
on
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Aysenem a kolektivem’®

byly syntetizovany a testovany derivaty 4-
benzyloxybenzaldehydu s 2-aminofenolem a 2-aminopyridinem. Latky vykazovaly slabsi
antimikrobialni aktivitu oproti standardu cefazolinu. Nejvyssi biologickou aktivitu vykazoval
derivat (£)-2-{[4-(benzyloxy)benzyliden]amino } fenol (Obrazek 20). Aktivita se testovala proti
Bacillus cereus RSKK (1122), E. coli RSKK (340), B. subtilis RSKK (246), Streptococcus
mutans RSKK (676) a S. aureus RSKK (96090). MIC byly stanoveny v rozmezi 62,5-250

pug/ml.

Obrazek 20 (E)-2-{[4-(Benzyloxy)benzyliden]aminofenol

Wang a kolektiv’!

se zabyvali syntézou a biologickou aktivitou Schiffovych bazi
cinnamaldehydu a aminokyselin. Testovany byly proti kmenim hub A. niger a Penicillinum
citrinum a bakterii E. coli a S. aureus. V porovnani s flukonazolem velmi dobrou antifungalni
aktivitu vykazovala latka 2-{[(1Z,2E)-3-fenylallyliden]amino }-3-karboxy-propanoat draselny

(Obrazek 21).

o Oy _OH
KO

~N

Obrazek 21 2-{[(1Z,2E)-3-Fenylallyliden] amino}-3-karboxy-propanoat draselny

Karmunge a kolektiv®’

nasyntetizovali a otestovali Schiffovy baze odvozené od
halogenhydroxyacetofenonu a 4-jodanilinu, 4-chloranilinu a 4-methylanilinu. Antimikrobidlni
aktivita byla testovana proti bakteriim (E. coli, Salmonella typhi, S. aureus a B. subtilis) a
houbdm (4. niger, Penicillinum chrysogenum, Fusarium moniliforme a Aspergillus flavus).
Jako standardy pro porovnani byly pouzity penicilin a griseofulvin. Testované latky vykazovaly
mirnou  antimikrobidlni  aktivitu.  Nejaktivnéjsi byl  (E)-2-brom-4-chlor-6-{1-[(4-
jodfenyl)imino]ethyl} fenol (Obrazek 22).
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Obrazek 22 (E)-2-Brom-4-chlor-6-{1-[(4-jodfenyl)imino] ethyl}fenol

Tantaru a kolektiv®® popsali antimikrobialni aktivitu Schiffovych bazi pfipravenych
kondenzaci anilinu s rizné substituovanymi benzaldehydy. Testovani bylo provedeno proti
kmenum S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 a C. albicans ATCC 10231. 4-
[(Fenylimino)methyl]fenol (Obrazek 23) vykazoval nejvyssi antimikrobialni aktivitu

srovnatelnou s ampicilinem vici E. coli, respektive nystatinem vuci C. albicans.

QN=E—@OH

Obrazek 23 4-[(Fenylimino)methyl]fenol

Predmétem zajmu jsou v posledni dobé¢ i koordina¢ni komplexy Schiffovych bazi. Jejich
ptipravou a studiem antimikrobidlni aktivity se zabyva mnoho praci, nékteré navic srovnavaji
biologickou aktivitu s volnymi (nekomplexovanymi) Schiffovymi bazemi. Chohan a kolektiv’?
pripravili, otestovali a porovnali Schiffovy baze odvozené od nikotinové kyseliny (Obrazek 24)
a jejich komplexy sionty kovii — Ni*, Zn?*, Co?" (Obrazek 25). Jako standard slouzil
sulfadiazin a sulfathiazol. Komplexy Schiffovych bazi vykazovaly 64-100% ucinnost vici

standardu a 2-3x vyssi aktivitu nez volné formy.

~~COOH
LA
N 2

HO

R = H, Br, NO,, OCH3

Obrazek 24 Volna forma Schiffovy badze odvozené od kyseliny 2-aminonikotinové
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R = H, Br, NOz, OCH3
M = Co', Ni"', zn"!

Obrazek 25 Komplex Schiffovy baze odvozené od kyseliny 2-aminonikotinové

Shakir a kolektiv’? se zabyvali Schiffovymi bazemi pfipravenymi z 5-chlorisatinu a 5-
nitro-2-amino(benzo)thiazolu (Obrazek 26) a jejich komplexy s méd’natymi a zineCnatymi
ionty. Testovani se provadélo proti Gram-negativnim (E. coli, S. tymphimurium, P. aeruginosa
a Vibrio cholerae) a Gram-pozitivnim kmeniim (S. aureus a Listeria monocytogenes). Volné
formy Schiffovych bazi nevykazovaly piili§ pfesvéd€ivou antimikrobialni aktivitu, komplexy
uz ovSem aktivitu pomérné vysokou. Velmi slibnou aktivitu do jisté miry srovnatelnou se
standardem ciprofloxacinem vykazoval médnaty komplex (2Z,3E)-5-chlor-N? N3-bis(5-
nitrobenzo[d]thiazol-2-yl)indolin-2,3-diiminu (Obrazek 27).

S
N S

NH NO,

Cl

Obrdzek 26 (27,3 E)-5-Chlor-N?,N*-bis(5-nitrobenzo[d] thiazol-2-yl)indolin-2, 3-diimin

cl
O2N HN
> T
S /Cu\
/@% AN /N\(S
O,N N N
NH NO,

Cl

Obrdzek 27 Cu' komplex (2Z,3E)-5-chlor-N?, N3-bis(5-nitrobenzo[d] thiazol-2-yl)indolin-2, 3-diiminu
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Salicylanilidy jsou latky vykazujici vyznamnou antibakteridlni (i antimykobakterialni)
a antifungalni aktivitu. Chemicky to jsou amidy kyseliny salicylové a anilinu (Obréazek 28).
Skupina prof. J Vinsové se dlouhodob& zabyva studiem téchto latek.®>’*7576 Spojenim
fragmentu salicylanilidu a Schiffovy béaze by potencidlné mohla vzniknout latka

s vystupfiovanou antibakterialni a antifungalni aktivitou.

25"
N
R H
OH

Obrazek 28 Obecna struktura salicylanilidii
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3. Cil prace

Cilem této prace je syntéza Schiffovych bazi (Reakéni schéma 11) vychézejicich
z kyseliny salicylové jako potencidlné antimikrobialné pisobicich latek. Navazuje tak na snahu
prozkoumani antimikrobialni aktivity derivati kyseliny salicylové skupinou prof. J. VinSové.
Cilov¢ latky strukturné vychazeji ze diive pripravenych a charakterizovanych salicylanilida se

71

slibnou antibakteridlni aktivitou’’. Hlavnim cilem je pfiprava derivati s vystupiiovanou

aktivitou vzniklych zakomponovanim dvou ¢ésti s antimikrobialni aktivitou do jedné molekuly

— salicylanilidovy fragment a ¢ast obsahujici Schiffovu bazi.

O
COOH PCI i
3 X
CL )
chlorbenzen H
HoN OH

X=Cl, Br

)
NlJ'J‘
X @ p -toluensulfonova kys. 0o O O
hI b X
chlorbenzen N
H

OH

OH

R =H, 3-Cl, 4-CI

Reakéni schéma 11 Schéma dvoukrokové pripravy Schiffovych bazi
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4. Experimentalni c¢ast

4.1. Obecna ¢ast
Pti syntézach byly pouzity komeréné dostupné chemické latky a rozpoustédla firem
Sigma-Aldrich a Penta Chemicals. Piecisténi pied pouzitim nebylo vétSinou provedeno, pouze

nesubstituovany anilin byl pted pouzitim ptecistén destilaci.

K monitorovani pritbé¢hu syntéz slouzila tenkovrstvd chromatografie. Jako staciondrni
faze slouzily desticky s 0,2 mm vrstvou silikagelu 60F254 od firmy Merck. Mobilni faze se
pouzivaly riizné v zéavislosti na charakteru latky. Pii prvnim kroku syntézy — pfiprave
salicylanilidli se pouzivala soustava toluen:ethyl-acetat 4:1, pti syntéze Schiffovych bazi byla
vyhodnocena jako nejlepsi a nasledné pak pouzivana soustava hexan:ethyl-acetat 6:1. Detekce

se provadéla pod UV pii vinovych délkach 254 a 366 nm.

Teplota tani (T¢) byla méfena v oteviené kapilate v piistroji BUCHI melting point B-

540 bez dalsi korekce.

IR spektra byla méfena pomoci metody ATR (attenuated total reflectance)
spektrofotometrem Nicolet 6700 FT-IR v rozmezi 400-4000 cm™'. Méfeni zajistovala Katedra
anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy,

pani Iva Vencovska.

NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian VNMRSS500 pii laboratorni teploté.
Hodnoty chemického posunu & [ppm] v 'H spektrech jsou vztaZeny k tetramethylsilanu jako
vnitinimu  standardu. Uhlikové posuny byly stanoveny podle centralni linie signélu
rozpoustédla. Pouzivana rozpoustédla byla variabilni, v zavislosti na charakteru latky (DMSO-
des, THF-ds) Interakéni konstanta J je uvedena v Hz. Méfeni opét zajiStovala Katedra
anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy,

konkrétné doc. PharmDr. Jifi Kunes, CSc.

Cistota pripravenych latek byla chromatograficka (TLC), ovéfend pomoci NMR
spektroskopie a teploty tani.

Pti nékterych syntézach byl pouzivan mikrovinny reaktor MicroSYNTH Milestone
530W na Katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kréalové

Univerzity Karlovy.
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Nézvy sloucenin byly generovany programem ChemDraw Professional 15.1 a nasledné
ptelozeny podle pravidel ¢eského chemického nazvoslovi. Pro tvorbu chemickych vzorci,

reak¢nich schémat a vypoctu logP byl pouzit tentyz program.
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4.2. Prakticka ¢ast

4.2.1. Priprava salicylanilida

Piiprava salicylanilidii, které slouzily jako meziprodukt, byla popsana v publikaci’’.
K ziskani téchto latek byl postup opakovan. VSechny tyto syntetizované slouceniny byly plné

charakterizovéany v publikaci’”’®

4.2.1.1. N-(4-Benzoylfenyl)-5-chlor-2-hydroxybenzamid

0
Q 0
Cl COOH PCl, Cl
" . N
\@ + O O Chlorbenzen H
OH H,N OH

Reakcni schéma 12 Priprava N-(4-benzoylfenyl)-5-chlor-2-hydroxybenzamidu

10 mmol (1,72 g) 5-Chlorsalicylové kyseliny bylo suspendovano ve 100 ml chlorbenzenu,
pridan 4-aminobenzofenon (10 mmol; 1,97 g) a 0,5 ekvivalentu PCl3 (0,69 g, 0,44 ml). Reakce
probihala v mikrovinném reaktoru (530 W) za teploty varu rozpoustédla po dobu 22 min. Jesté
horka smés byla zfiltrovana a filtrat byl uloZen na 12 hodin pii +4 °C. Vyloucené krystaly byly
zfiltrovany a filtrat zahuStén na polovinu. Krystaly vyloucené pii zahuStovani se opét
zfiltrovaly. Jednotlivé frakce krystalli byly spojeny a rekrystalizovany z ethanolu. Vytézek
reakce byl 1,49 a 1,19 g N-(4-benzoylfenyl)-5-chlor-2-hydroxybenzamidu, tj. 42 a 34 %.

Tento postup byl jednou modifikovan, kdy nebylo pouzito mikrovinného reaktoru, nybrz reakce

probihala za varu rozpoustédla pod zpétnym chladi¢em po dobu 7 hodin. Vytézek byl 27 %.
Tt(N—(4-benzoylfenyl)-5-chlor-2-hydroxybenzamid) =21 2,6-2 1 4,6 °C

IOgP (NV-(4-benzoylfenyl)-5-chlor-2-hydroxybenzamid) = 4,22
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4.2.1.2. N-(4-Benzoylfenyl)-5-brom-2-hydroxybenzamid

O
o 0
Br COOH PCl, Br
L T ) et N
Chlorbenzen H
OH H,N OH

Reakcni schéma 13 Priprava N-(4-benzoylfenyl)-5-brom-2-hydroxybenzamidu

10 mmol (2,17 g) 5-Bromsalicylové kyseliny bylo suspendovano ve 100 ml chlorbenzenu,
pridan 4-aminobenzofenon (10 mmol; 1,97 g) a 0,5 ekvivalentu PCI3 (0,69 g, 0,44 ml). Reakce
probihala v mikrovinném reaktoru (530 W) za teploty varu rozpoustédla po dobu 22 min. Jesté
horka smés byla zfiltrovana a filtrat byl ulozen na 12 hodin pii +4 °C. Vyloucené krystaly byly
zfiltrovany a filtrat zahu$tén na polovinu. Krystaly vyloucené pii zahuStovani se opét
zfiltrovaly. Jednotlivé frakce krystalli byly spojeny a rekrystalizovany z ethanolu. Vytézek
reakce byl 2,24 a 1,91 g N-(4-benzoylfenyl)-5-brom-2-hydroxybenzamidu, tj. 57 a 48 %.

Tento postup byl jednou modifikovan, kdy nebylo pouzito mikrovinného reaktoru, nybrz reakce

probihala za varu rozpoustédla pod zpétnym chladi¢em po dobu 7 hodin. Vytézek byl 32%.

Tt(N—(4-benzoylfenyl)-5-brom-Z-hydroxybenzamid) =225 ,3 '226,3 °C

IOgP (N-(4-benzoylfenyl)-5-brom-2-hydroxybenzamid) = 4,49
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4.2.2. Priprava Schiffovych bazi

Obecné schéma pro piifazeni H k jednotlivym aromatickym kruhim pi#i hodnoceni '"H NMR

(Obrazek 29).

ooOw>»
ITITIT

Obrdazek 29 Schéma pro prirazeni H k aromatickym kruhiim pii hodnoceni 'H NMR

4.2.2.1. 5-Chlor-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid

/‘)J\‘ prokensufonoua kys 0O
ChPh, roflax, 16 1 ph, reflux, 16 Cl N
H
OH

Reakcni schéma 14 Priprava 5-chlor-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamidu

0,5 mmol (0,18) N-(4-Benzoylfenyl)-5-chlor-2-hydroxybenzamidu bylo rozpusténo v 5 ml
vrouciho chlorbenzenu a pifidéno katalytické mnozstvi (0,01 ekvivalentu, 0,0095 g)
monohydratu kyseliny p-toluensulfonové. Poté byl pfidan 1 mmol (0,93 g, tj. 0,91 ml) Cerstvé
predestilovaného anilinu. Reak¢ni smés byla michana pod zpétnym chladi¢em pfti teploté varu
rozpoustédla po dobu 16 hod. Reakce byla monitorovano pomoci TLC. Po skonceni reakce byla
provedena sloupcovéa chromatografie, jako mobilni faze byla pouzita smés hexan:ethyl-acetat
6:1. Vytézek reakce byl 92,5 mg 5-chlor-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxy
benzamidu, tj. 43 %.

Rf=0,28
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Tt(S-chlor-N— {4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid) = 15 9,5 -161 ,5 °C
IOgP (5-chlor-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid) = 6,34

IR: 3063, 1651 (C=0, amid T), 1590 (C=0, amid II), 1528 (C=N, imin), 1483, 1408, 1332,
1283, 1206, 1142, 1108, 1073, 1026, 961, 915, 822, 781, 695, 625 cm™'.

'"H NMR (500 MHz, THF-ds):  11.94 (1H, s, OH), 9.92 a 9.79 (1H, s, NH, pomér velikosti
pika (integral ploch pod ktivkou) 60:37), 7.98 a 7.91 (1H, d, J = 2.6 Hz, H6), 7.82-7.78 (3H,
m, H-Ar), 7.69-7.66 (1H, m, H-Ar), 7.48-7.38 (2H, m, H-Ar), 7.29-7.26 (2H, m, H-Ar), 7.17-
7.06 (4H, m, H-Ar), 6.95 (1H, t, J=9.2 Hz, H4"""), 6.88-6.82 (1H, m, H-Ar), 6.71-6.65 (2H,
m, H-Ar).

3C NMR (126 MHz, THF-ds): 5 168.14 a 167.88, 167.72 a 167.37, 160.98 a 160.75, 152.70 a
152.57, 141.21 a 140.66, 139.23 a 137.34, 136.59, 134.72 a 134.61, 133.30 a 131.30, 131.01 a
130.67, 130.16 a 130.07, 129.09 a 129.07, 128.96, 128.77 a 128.71, 127.94 a 127.92, 124.07 a
124.04, 123.52 a 123.47, 121.61 a 121.53, 120.95 a 120.93, 120.46 a 120.40, 117.87 a 117.75.
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4.2.2.2. 5-Brom-N-{4-[Fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid

/‘)‘\‘ p-toluensulfonova kys O
reflux, B
CI Ph, reflux, 16 h r\(:f‘\N
H
OH

Reakcni schéma 15 Priprava 5-brom-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamidu

0,5 mmol (0,20 g) N-(4-Benzoylfenyl)-5-brom-2-hydroxybenzamidu bylo rozpusténo v 5 ml
vrouciho chlorbenzenu a pfiddno katalytické mnozstvi (0,01 ekvivalentu, 0,0095 g)
monohydratu kyseliny p-toluensulfonové. Poté byl pfidan 1 mmol (0,93 g, 0,91 ml) Cerstvé
ptedestilovaného anilinu. Reakéni smés byla michana pii teploté varu rozpoustédla po dobu 16
hod. Reakce byla monitorovano pomoci TLC. Po skonceni reakce byla provedena sloupcova
chromatografie, jako mobilni faze byla pouzita smés hexan:ethyl-acetat 6:1. Vytézek reakce

byl 82,6 mg 5-brom-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamidu, tj. 35 %.

R¢=0,28
Tt(S-brom-N— {4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid) = 1 79,2' 181 ,9 °C
10gP (5-brom-N- {4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid) = 6,6 1

IR: 3318 (N-H), 2949, 1673 (C=0, amid I), 1590 (C=0, amid II), 1529 (C=N, imin), 1485,
1415, 1320, 1287, 1214, 1184, 1149, 1139, 1071, 1026, 970, 919, 843, 816, 783, 772, 698, 679

cm™.

"H NMR (500 MHz, THF-ds):  11.99 (1H, s, OH), 9.92 a 9.79 (1H, s, NH, pomé&r velikosti
pikt (integral ploch pod kiivkou) 60:39), 8.11 a 8.04 (1H, d, J = 2.4 Hz, H6), 7.81-7.77 (3H,
m, H-Ar), 7.69-7.65 (1H, m, H-Ar), 7.57-7.51 (1H, m, H-Ar), 7.48-7.38 (1H, m, H-Ar), 7.29-
7.26 (2H, m, H-Ar), 7.17-7.05 (4H, m, H-Ar), 6.93-6.82 (2H, m, H-Ar), 6.70-6.65 (2H, m, H-
Ar).

13C NMR (126 MHz, THF-ds): & 168.12 a 167.86, 167.72 a 167.37, 161.48 a 161.25, 152.70 a
152.57, 141.20 a 140.65, 139.22 a 137.34, 137.61 a 137.51, 136.59 a 133.32, 131.30 a 131.01,
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130.88 a 130.86, 130.66, 130.16 a 130.07, 129.10 a 129.07, 128.77 a 128.71, 123.52 a 123.47,
121.60 a 121.54, 120.97 a 120.95, 120.88 a 120.81, 118.42 a 118.29, 111.02 a 110.99.
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4.2.2.3. 5-Chlor-N-{4-[fenyl(3-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-
hydroxybenzamid

Cl

/‘)‘\‘ p-toluensulfonovéa kys O
CI Ph, reflux, 16 h Cl\(:f‘\N
H
OH

Reakcni schéma 16 Priprava 5-chlor-N-{4-[fenyl(3-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamidu

0,5 mmol (0,18 g) N-(4-Benzoylfenyl)-5-chlor-2-hydroxybenzamidu bylo rozpusténo v 5 ml
vrouciho chlorbenzenu a pifidéno katalytické mnozstvi (0,01 ekvivalentu, 0,0095 g)
monohydratu kyseliny p-toluensulfonové. Poté byl piidan 1 mmol (1,27 g, 1,05 ml) 3-
chloranilinu. Reak¢ni smés byla michana pfti teploté varu rozpoustédla po dobu 16 hod. Reakce
byla monitorovdno pomoci TLC. Po skoneni reakce byla provedena sloupcova
chromatografie, jako mobilni faze byla pouzita smés hexan:ethyl-acetat 6:1. Vytézek reakce
byl 19,4 mg 5-chlor-N-{4-[fenyl(3-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamidu, tj. 8
%.

R¢=0,28

T(5-chlor-N- {4-[fenyl(3-chlorfenylimino)methyl]fenyl} -2-hydroxybenzamid) = Nezmefeno
IOgP(S-chlor-N- {4-[fenyl(3-chlorfenylimino)methyl]fenyl} -2-hydroxybenzamid) = 6,9

IR: nezméteno

'"H NMR (500 MHz, THF-ds): & 9.96 a 9.84 (1H, s, NH, pomér velikosti pik®i (integral ploch
pod ktivkou) 60:36), 7.98 a 7.93 (1H, d, J = 2.4 Hz, H6), 7.86-7.75 (3H, m, H-Ar), 7.73-7.69
(1H, m, H-Ar), 7.50-7.39 (2H, m, H-Ar), 7.34-7.29 (2H, m, H-Ar), 7.21-7.15 (2H, m, H-Ar),
7.11-7.03 (1H, m, H-Ar), 6.95 (1H, t, J= 8.7 Hz, H4"""), 6.91-6.84 (1H, m, H-Ar), 6.79-6.73
(1H, m, H-Ar), 6.63-6.55 (1H, m, H-Ar).

3C NMR (126 MHz, THF-ds) & 168.89 a 168.51, 167.99 a 167.78, 160.81 a 160.63, 154.05 a
153.93, 141.48 a 140.05, 139.41 a 136.74, 135.89, 134.63 a 134.58, 134.52 a 134.47, 132.64,
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131.57, 130.80 a 130.73, 130.30, 130.17 a 130.08, 129.89 a 129.32, 128.76 a 127.88, 123.94,
123.33 2 123.29, 121.62 a 121.51, 120.95 a 120.83, 120.35 a 120.29, 119.84 a 119.80.
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4.2.24. 5-chlor-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-
hydroxybenzamid

Nl o~
/‘)J\‘ p-toluensulfonova kys O
GrPh reflux, 181 Cl\dj\N
H
OH

Reakcni schéma 17 Priprava 5-chlor-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamidu

Cl

0,5 mmol (0,18 g) N-(4-benzoylfenyl)-5-chlor-2-hydroxybenzamidu bylo rozpusténo v 5 ml
vrouciho chlorbenzenu a pfiddno katalytické mnozstvi (0,01 ekvivalentu, 0,0095 g)
monohydratu kyseliny p-toluensulfonové. Poté byl pfidan 1 mmol (1,27 g) 4-chloranilinu.
Reakéni smés byla michéna pii teploté varu rozpoustédla po dobu 16 hod. Reakce byla
monitorovano pomoci TLC. Po skonceni reakce byla provedena sloupcova chromatografie,
jako mobilni faze byla pouzita smés hexan:ethyl-acetat 6:1. Vytézek reakce byl 173,3 mg 5-
chlor-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl }-2-hydroxybenzamidu, tj. 75 %.

Rr=0,28

Tt(S-chlor-N— {4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid) = 183-185 °C
IOgP (5-chlor-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl} -2-hydroxybenzamid) = 6,9

IR: 3318 (N-H), 3065, 1622 (C=0, amid I), 1609, 1588 (C=0O, amid II), 1550 (C=N, imin),
1526, 1481, 1422, 1319, 1296, 1221, 1178, 1138, 1108, 1089, 1010, 959, 914, 852, 834, 820,
778, 726, 700, 688, 676, 655 cm™.

'"H NMR (500 MHz, THF-ds): & 9.93 a 9.82 (1H, s, NH, pomér velikosti pik@i (integral ploch
pod kiivkou) 60:37), 7.98 a 7.93 (1H, d, J = 2.5 Hz, H6), 7.83-7.77 (3H, m, H-Ar), 7.73-7.69
(1H, m, H-Ar), 7.50-7.46 (1H, m, H-Ar), 7.44-7.39 (1H, m, H-Ar), 7.33-7.30 (2H, m, H-Ar),
7.18-7.07 (4H, m, H-Ar), 6.98-6.93 (1H, m, H-Ar), 6.70-6.63 (2H, m, H-Ar).

3C NMR (126 MHz, THF-ds) § 168.71 a 168.32, 168.12 a 167.88, 160.93 a 160.70, 151.41
a 151.28, 141.48, 140.32 a 139.49, 137.01 a 136.21, 134.74 a 134.64, 132.91, 131.57, 130.96
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a 130.77, 130.14 a 130.07, 129.38, 129.22 a 129.12, 128.90 a 128.85, 128.78 a 128.75, 128.00
a127.96,124.11 a 124.07,123.20 a 123.15, 121.07 a 120.95, 120.46 a 120.40, 117.90 a 117.77.
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4.2.2.5. 5-brom-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-
hydroxybenzamid

Nl o~
/‘)J\‘ p-toluensulfonova kys O
cren renux 160 Br N
H
OH

Reakcni schéma 18 Priprava 5-brom-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamidu

Cl

0,5 mmol (0,20 g) N-(4-benzoylfenyl)-5-brom-2-hydroxybenzamidu bylo rozpusténo v 5 ml
vrouciho chlorbenzenu a pfiddno katalytické mnozstvi (0,01 ekvivalentu, 0,0095 g)
monohydratu kyseliny p-toluensulfonové . Poté byl ptidan 1 mmol (1,27 g) 4-chloranilinu.
Reakéni smés byla michéna pii teploté varu rozpoustédla po dobu 16 hod. Reakce byla
monitorovano pomoci TLC. Po skonceni reakce byla provedena sloupcova chromatografie,
jako mobilni faze byla pouzita smés hexan:ethyl-acetat 6:1. Vytézek reakce byl 152,4 mg 5-
brom-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl } -2-hydroxybenzamidu, tj. 60 %.

Rr=0,28

Tt(S-brom-N— {4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid) = 1 78,9- 181 ,3 °C
IOgP (5-brom-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl} -2-hydroxybenzamidu) = 7, 17

IR: 3319 (N-H), 3061, 1622(C=0, amid I), 1608, 1582 (C=0, amid II), 1549(C=N, imin), 1481,
1419, 1319, 1295, 1220, 1179, 1138, 1089, 1010, 980, 958, 913, 851, 832, 818, 777, 725, 700,
683, 675 cm™.

'"H NMR (500 MHz, THF-ds): § 9.95 a 9.84 (1H, s, NH, pomér velikosti pikii (integral ploch
pod ktivkou) 60:39), 8,11 a 8,05 (1H, d, J = 2.5 Hz, H6), 7.83-7.77 (3H, m, H-Ar), 7.72-7.69
(1H, m, H-Ar), 7.57-7.52 (1H, m, H-Ar), 7.50-7.46 a 7,43-7,39 (1H, m, H-Ar), 7.33-7.30 (2H,
m, H-Ar), 7.18-7.07 (4H, m, H-Ar), 6.92-6.88 (1H, m, H-Ar), 6.70-6.64 (2H, m, H-Ar).

3C NMR (126 MHz, THF-ds) 5 168.71 a 168.32, 168.08 a 167.84, 161.42 a 161.19, 151.41 a
151.28, 141.48, 139.63 a 139.53, 137.01 a 136.21, 132.91, 131.57, 130.96 a 130.92, 130.76,
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130.14 a 130.07, 129.38, 129.21 a 129.12, 128.90 a 128.85, 128.78 a 128.73, 123.20 a 123.16,
121.09 a 120.97, 120.87 a 120.81, 118.46 a 118.33, 111.05a 111.01.

45



5. Diskuze
Cilem této diplomové prace byla piiprava Schiffovych bazi vychazejicich z amidl kyseliny

salicylové (salicylanilidi). Pripraveno bylo celkem 5 findlnich derivatd, v prehledu:

- 5-chlor-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid
- 5-brom-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid
- 5-chlor-N-{4-[fenyl(3-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid
- 5-chlor-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl } -2-hydroxybenzamid
- 5-brom-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl } -2-hydroxybenzamid

Tyto slouceniny byly charakterizovany pomoci teploty tani, infracervené spektroskopie a
NMR. Testy antimikrobidlni aktivity nebyly provedeny z divodu pozdni pfipravy sloucenin a

nizkého vytézku nékterych z nich, v brzké budoucnosti by ovSem otestovany byt mély.

Cilené¢ Schiffovy baze byly pfipravovany ze dvou diive popsanych salicylanilidi nesoucich
karbonylovou  skupinu,  N-(4-benzoylfenyl)-5-chlor-2-hydroxybenzamidu a  N-(4-
benzoylfenyl)-5-brom-2-hydroxybenzamidu.

Syntéza salicylanilidi z 5-chlorsalicylové / 5-bromsalicylové kyseliny a 4-aminobenzofenonu
nebyla nikterak problémova, ovsem musela byt opakovéna z diivodu nizsich vytézki (5-brom
derivat 48 a 57 % a 5-chlor derivat 42 a 34 %) a spottebovani latek jako meziproduktl pro dalsi
syntézy. Pouziti mikrovinného reaktoru pii syntéze neni nezbytné nutn¢, avSak mikrovinné
provedeni reakce dava vyssi vytézky (5-brom derivat 57 % a 5-chlor derivat 42 % oproti 32 %,
respektive 27 % bez pouziti mikrovinného reaktoru) a znacné urychluje jeji pribéh. Pro
nemoznost mikrovinné syntézy z technickych diivodl byla syntéza vychozich salicylanilidi (V-
(4-benzoylfenyl)-5-chlor-2-hydroxybenzamidu a N-(4-benzoylfenyl)-5-brom-2-
hydroxybenzamidu) jednou provedena pii teploté varu rozpousStédla, doba reakce byla
prodlouzena na 7 h a vytézek byl zhruba poloviéni oproti reakci v mikrovlnném reaktoru.
Izolace produktu byla provedena krystalizaci a filtraci, ¢isténi pak rekrystalizaci z ethanolu,

Cistota byla ovéiena pomoci TLC, NMR a teploty tani.

Nalezeni pouzitelného postupu piipravy Schiffovych bazi bylo znacné komplikované.
Predpoklad dostatecné reaktivity bez katalyzatoru se nenaplnil a proto postup, kdy bylo
po rozpusténi prislusného salicylanilidu v ethanolu pfidano ekvimolarni mnozstvi 3-

chloranilinu, 4-chloranilinu a 3,4-dichloranilinu, a pfi teploté varu rozpoustédla se ponechalo
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reagovat po dobu 6 hodin, se neosvédc¢il (reakce neprobihala). Postup byl vyzkouSen jedenkrat

s kazdym s kazdym uvedenym anilinem a kazdym salicylanilidem.

O

0 NH, N
i Oz o AT
O LIRS
OH oH
X = Cl, Br; R'= 4-Cl, 3-Cl, 3,4-diC

Reakcni schéma 19 Navrzena priprava Schiffovych bazi bez katalyzatoru

Pro velmi nizkou reaktivitu bylo do syntézy zafazeno pouziti katalyzatoru, inicialné
koncentrované kyseliny octové. Jako rozpoustédlo byl pouZzit methanol, ovSem pouzivané
salicylanilidy jsou v ném malo rozpustné, proto bylo nutné mnozstvi rozpoustédla oproti
ethanolu zdvojnasobit. Po rozpusténi reaktantu a ptridavku katalytického mnozstvi (3 kapky)
koncentrované kyseliny octové a za varu byla smés ponechdna reagovat 7 hodin. Tento postup

pro syntézu 3-chlor a 4-chlor derivati byl vyzkouSen jedenkrat a opét neosvédcil, reakce

R1
. L
o) ‘ O . CHaCOOH o
Me-OH
X e X

N 1 refl
N R ux

neprobihala.

OH
X = Cl.Br; R" = 4-Cl, 3-Cl

Reakcni schéma 20 Predpokladana priprava Schiffovych bazi za katalyzy CH;COOH

Nizka reaktivita salicylanilidovych meziprodukti nabizela moZnost pouziti mikrovinného
reaktoru pro reakci. Reakéni smeés piislusného salicylanilidu, (substituovaného) anilinu a
katalytického mnozstvi koncentrované kyseliny octové v methanolu byla varena pod zpétnym

chladicem v mikrovinném reaktoru po dobu 30 min. Ani tento postup ovSem nevedl
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k pozadovanému produktu (vyzkouseno jedenkrat s 3-chloranilinem a 4-chloranilinem). Zména

methanolu za rozpoustédlo s vyssi teplotou varu (toluen) nevedla k progresu.

Na zéklad¢ literatury byl vyzkouSen postup za katalyzy AICl;3 v pfitomnosti EtzN a

°. Pro $patnou rozpustnost vychozich salicylanilidi

s chloroformem jako rozpoustédlem’
v chloroformu bylo v8ak pouzivano dichlormethanu. Literatura’ upozortiuje na velmi nizkou
reaktivitu a obtiznou syntézu diarylketonli s arylaminy. Chlorid hlinity jako Lewisova kyselina
ma aktivovat karbonylovy uhlik a zvysit jeho reaktivitu, triethylamin pak mél vyvazat komplex
HO-AICI; z vazby na karbonylovy uhlik, celou reakci usnadnit a zabranit zvratu reakce zpét na
vychozi latky. Reakce byla monitorovana pomoci TLC. Produkt v pribéhu casu (az 48 hod pfi
teploté varu rozpoustédla) podle TLC vznikal, limitujicim krokem se ukazala byt izolace
produktu. Po ukonceni reakce bylo nutno reakéni smés vytiepat se 4M roztokem hydroxidu
sodného (tento krok byl modifikovan a k vytfepani se pouzil 10% roztok uhli¢itanu sodného)
pro odstranéni nadbytku AICl;. K samotné izolaci byla pouzivana krystalizace. Jak se ukazalo
pozdéji, produkty jsou velmi labilni a citlivé na ptitomnost stopy vody za hydrolyzy na vychozi
latky. Pii vytiepavani a krystalizaci z roztoku se nejspiS produkty ve velké mite hydrolyzovaly,

tedy nebylo mozno produkt izolovat v dostatecném mnozstvi.

R

o) Nf@

O NH2 O
X N AICI3/EtzN X N

+
H dichlormethan H

OH R reflux OH

X = CI,Br; R" = H, 4-Cl, 3-Cl, 3,4-diCl

Reakcni schéma 21 Priprava Schiffovych bazi pomoci AICI; a EtsN

Logickym vysvétlenim nizké reaktivity pfislusnych salicylanilida s aniliny je sterické branéni.
Objemné aromatické substituenty navazané na karbonylovém uhliku musi nutné hrat roli

v reaktivit¢ danych latek.

Dals§im problémem, ktery je zminén vyse, je vysoka labilita produktti pti laboratorni teploté a
za pritomnosti vlhkosti (i vzdusné). Tim se da Castecné vysvétlit Casty neuspéch pfi izolaci
produktu po reakci. Uz pfi 12 hod stani pfi laboratorni teploté a pfistupu vzduchu izolovaného

produktu v pevném stavu se podle TLC zacala objevovat vychozi latka. Po 72 hod se orientacné
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(podle intenzity skvrn na TLC) rozlozilo az 20-30 % produktu. Skladovani pfi -15 °C pfi
soucasném zajisténi nepfistupu vzduchu je tedy nezbytné. Stabilita (respektive Cistota) byla
namatkové ovéiena po 14 dnech skladovani pii uvedenych podminkéch, slouceniny byly po
tuto dobu podle TLC chromatogramu stabilni. Vysoka nestabilita vyrazn¢ komplikuje piipadné
nasledné testy biologické aktivity.

U 5-chlor-N-{4-[fenyl(3-chlorfenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamidu nebylo
zmefeno IR spektrum a Ti. Z divodu nizkého vytézku bylo veSkeré mnozstvi ziskaného
derivatu odeslano na zméfeni NMR, béhem manipulace a nasledného skladovani vSak doslo

k jeho castecné degradaci na vychozi latky. Tento derivat je tedy charakterizovan pouze NMR

spektrem.

Schiffovy baze jsou schopny existovat jako E/Z izomery (Obrazek 30, Obrazek 31) na dvojné
vazbé iminu (C=N)°2. Izomerie E/Z na dvojné vazbé iminu je moznd i pies to, Ze je
stubstituovand pouze tfemi substituenty, ¢tvrty ,,substituent™ predstavuje volny elektronovy par
dusiku. Izomerie E/Z byla popsana u podobného typu latek v literatuie.’® Pripravené latky
vykazovaly na NMR spektrech zdvojené signaly. Toto zdvojeni pfipisujeme pravé E/Z izomerii
na dvojné vazbé iminu (-C=N-). Izomery vznikaly v pomérech (vypocteno z poméri ploch

integrala pod kiivkou):
5-chlor-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid 60:37
5-brom-N-{4-[fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-2-hydroxybenzamid 60:39
5-chlor-N-{4-[fenyl(3-chlorfenylimino)methyl]fenyl } -2-hydroxybenzamid 60:36
5-chlor-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl } -2-hydroxybenzamid 60:37

5-brom-N-{4-[fenyl(4-chlorfenylimino)methyl]fenyl } -2-hydroxybenzamid 60:39.

Obrazek 30 (Z)- N-{4-[Fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-5-chlor-2-hydroxybenzamid
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Obrazek 31 (E)- N-{4-[Fenyl(fenylimino)methyl]fenyl}-5-chlor-2-hydroxybenzamid
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6. Zavér

V této diplomové praci bylo ptipraveno celkem 5 doposud nepopsanych sloucenin. Strukturné
tyto latky vychazeji ze salicylanilidii a chemicky patii do skupiny Schiffovych bazi. Latky byly
pfipraveny kondenzaci salicylanilidi, které obsahuji karbonylovou skupinu, se
(substituovanymi) aniliny za katalyzy stopovym mnoZzstvim p-toluensulfonové kyseliny.
Vytézek reakei se pohyboval v rozmezi 8-75 %, toto rozpéti je dano zejména nizsi reaktivitou
latek a postupem izolace a CiSténi. VSechny latky byly izolovany v chromatografické Cistoté

overeno Ty, , , 1dentitikovan 0moci , a IR spektroskopie.
&teno Ti, NMR, TLC), identifikovany byly p i 'H NMR, *C NMR a IR spektroskopi
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