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Abstrakt

Diserta¢ni prace je zamétena na takové derivaty dihydroxybenzoovych kyselin,
které lze povazovat za odvozené od salicylové kyseliny. U pfipravenych latek byla
hodnocena jejich antimykobakterialni a antifungalni aktivita in vitro. V ramci disertaéni
prace bylo piipraveno 102 latek, z toho 72 originalnich.

Jako  vychozi slouceniny byly pfipraveny ¢tyii fady  N-fenyl-
dihydroxybenzamidi, u nichz tedy jedna hydroxyskupina byla v poloze 2 a poloha
druhé se postupné meénila. Jejich thionaci za vyuziti patentované metody vyvinuté v nasi
laboratofi byly ziskany odpovidajici N-fenyl-dihydroxythiobenzamidy. Z vychozich N-
fenyl-dihydroxybenzamidit byly dale pfipraveny cykliza¢ni reakci s methyl-
chlorformiatem ¢tyfi fady 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont, s hydroxyl
skupinou v poloze 8, 7, 6 a 5. Ptimé taveni ptipravenych 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-diont s Lawessonovym ¢inidlem poskytlo o¢ekavané produkty, 3-fenyl-4-
thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-ony a 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-
dithiony, pouze v fad¢ 5-hydroxyderivati. Proto byly hledany jiné metody pro piipravu
sirnych derivati 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu.

Nejvyssi antifungalni aktivity u N-fenyl-dihydroxybenzamidi vykazovaly 2,3- a
2,6-dihydroxyderivaty. Nejvyssi antimykobakteridlni aktivita byla zjisténa u 2,4-
dihydroxyderivati. Zaména kysliku za siru u N-fenyl-dihydroxybenzamidi a podobné
cyklizace vychozich latek na odpovidajici 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony
mély na studované aktivity rGzny vliv v zavislosti na testovaném mikroorganismu a
poloze hydroxyskupin(y).

Dale byly pfipraveny série substituovanych 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-
hydroxybenzamid a 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2,6-dihydroxybenzamidia. Zavedeni
dvou terc-butylovych skupin do molekuly se projevilo vyraznym ristem
antimykobakterialni aktivity, pfedevsim proti Mycobacterium kansasii a klinickému
izolatu M. kansasii, kdy pripravené latky byly u¢innéj$i neZz standard isoniazid.
Antifungalni aktivita téchto latek byla nevyznamnd. V praci je uvedena i pfiprava
derivatd 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thionu, které vsak nevykazaly zajimavou

biologickou aktivitu.



Abstract

The dissertation focuses on such derivatives of dihydroxybenzoic acids which
can be considered to be derived from salicylic acid. The prepared substances were
evaluated for their antimycobacterial and antifungal activity in vitro. The work on the
dissertation produced 102 compounds, including 72 original ones.

The prepared initial compounds included four series of dihydroxy-N-
phenylbenzamides, in which one hydroxy group is in position 2 and the position of the
second one is successively changed. Their thionation using the patented method
developed by our laboratory produced the corresponding dihydroxy-N-
phenylthiobenzamides. The cyclization reaction of the initial dihydroxy-N-
phenylbenzamides with methyl-chloroformate yielded four series of 3-phenyl-2H-1,3-
benzoxazine-2,4(3H)-diones with hydroxy groups in positions 8, 7, 6, and 5. Direct
melting of prepared 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazine-2,4(3H)-diones with Lawesson’s
reagent provided the expected products, 3-phenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-
benzoxazin-2-ones and 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazine-2,4(3H)-dithiones, but only in the
series of 5-hydroxy derivatives. It was the reason for a search for other methods for the
preparation of thionated derivatives of 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazine-2,4(3H)-dione.

The highest antifungal activities were exerted by 2,3- and 2,6-dihydroxy-N-
phenylbenzamides. The highest antimycobacterial activity was found in 2,4-dihydroxy
derivatives. Both the replacement of oxygen by sulphur in dihydroxy-N-
phenylthiobenzamides and cyclization of the parent compounds to yield the
corresponding 3-phenyl-2H-1,3-benzoxazine-2,4(3H)-diones resulted in differences in
biological activities dependent on the microorganism tested and the substitution pattern.

Other series of substituted 3,5-di-tert-butyl-2-hydroxy-N-phenylbenzamides and
3,5-di-tert-butyl-2,6-dihydroxy-N-phenylbenzamides were also prepared. The
introduction of two tert-butyl groups into the molecule was manifested by a marked
increase in antimycobacterial activity, primarily against Mycobacterium kansasii and
the clinical isolate of M. kansasii, where the prepared compounds were more effective
than the standard isoniazid. The antifungal activity of these compounds was
insignificant. The dissertation also presents the preparation of 3-phenyl-1,2,3-
benzotriazine-4(3H)-thione derivatives, which did not exert interesting biological

activity either.
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1 Prehled soucasného stavu problematiky

1  Prehled soucasného stavu problematiky

Infekéni nemoci zistavaji zavaznym problémem i prfes neustaly rozvoj
mediciny, ktery pfinasi jak nové lécebné prostiedky, tak i postupy. Za infekéni choroby
oznacujeme onemocnéni, jejimiz pavodci jsou rizné druhy mikroorganismu, pfevazné
bakterie, viry, houby, plisn¢, prvoci, ¢i jini paraziti. Zatimco vyskyt nékterych
infekénich onemocnéni se podafilo snizit, pfipadné zcela vymytit, jind jsou stale
aktudlni nebo postupem doby nabyvaji na vyznamu. K posledné¢ jmenovanym patii
nemoci vyvolané houbami, zejména systémové mykozy, a nemoci, vyvolané bakteriemi

rodu Mycobacterium, jako je tuberkuldza a dal$i onemocnéni.

1.1 Systémové mykozy

Nemoci zpusobené mikroskopickymi houbami — mezi néz patéi predevsim
kvasinky a plisn€, oznacujeme jako mykozy. Existuje vice nez 100 tisic riznych druht
hub, z nichZ pfiblizn& 300 druhi je patogennich pro clovéka." 2 Tyto patogeny mohou
napadat zivou tkan, produkovat mykotoxiny nebo mohou nepiimo pusobit, tim Ze
mohou napf. vyvolavat alergie. Podle mista zasazeni rozliSujeme mykozy povrchové,
postihujici kiizi a sliznice, a systémové mykozy. Systémové myk(’)zy3 rozeznavame
invazivni, kdy je napaden jeden organ, nebo diseminované, kdy je napadeno vice
organd, ¢i cely organismus. Od 80. let minulého stoleti zacal vyskyt mykotickych
onemocnéni narlstat z dlivodu zvySovani po¢tu imunosuprimovanych osob. ZvySovani
incidence bylo zplsobeno jak pouzivanim Sirokospektrych antibiotik, cytostatik, tak 1
postupy pfi transplantacich, Sifenim viru HIV i pouzivanim implantatt z umélych hmot.
Systémové mykozy oznacujeme podle jejich vyvolavatele jako kandidozy, aspergilozy,
mukormykozy a kryptokokozy. Kandidozy jsou zpusobené kvasinkami a jsou
nejcastéjSimi systémovymi mykozami, prevazné se s nimi setkdvame v transplantacnich
a hematoonkologickych zatizenich nebo na jednotkach intenzivni péce. Nejcastéji jsou
vyvolané kvasinkou Candida albicans. V evropskych zemich se uvadi incidence 2 — 5
pfipadli hematogenni kandidové infekce na 100 000 obyvatel, pficemz pocty v . USA
jsou dvojnasobné.* ° Druhou vyznamnou systémovou mykozou je aspergiloza,
vyvolana plisni rodu Aspergillus, ktera se vyskytuje hlavné u pacienta
s hematologickym onemocnénim, po transplantaci jater nebo ledvin. V roce 2005 bylo

zvefejnéno, ze vyskyt aspergilézy po transplantaci kostni diené je 5 — 28 %, po
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1 Prehled soucasného stavu problematiky

transplantaci jater 7 — 42 % a ledvin 0 — 14 %.° Mukormykéza (zygomykéza,
fykomykodza) je onemocnéni, které je zpiisobeno parazitickymi houbami rodt Rhizopus,
Rhizomucor, Mucor. Jedna se o Zivotohrozujici invazivni houbové infekce, které mohou
mit casto fatalni nasledky. Houby prortstaji cévami v plicich a v nervové tkani a mize
dojit ke vzniku krevnich srazenin. Houby, které tuto nemoc zptsobuji, mizeme nalézt
jak v tlejicich rostlinach, pudé tak 1 klimatizaci. Nejcastéji jsou postizeny
hematoonkologicti pacienti a lidé po transplantaci organd. Pacienty s defektem T
lymfocyti mize postihnout i kryptokokoza (ptivodce houby rodu Cryptococcus), ktera

nejcastéji postihuje plice, ale mize se rozsifit i na jiné organy.

1.1.1 Lé&ba systémovych mykoz’

K 16¢b& systémovych mykéz pouzivame systémové antimykotika’, ktera mohou
mit bud’ pisobeni fungicidni — usmrcuji houbové bunky, nebo fungistatické — inhibuji
jejich rist. Podle chemického sloZeni rozligujeme nasledujici skupiny antimykotik® -
polyeny, antimetabolity, azoly, echinokandiny. Z hlediska mechanismu G¢inku se
v klinické praxi uplatiiuji pfevazné latky pusobici na syntézu ergosterolu, ktery je
nezbytnou komponentou plazmatické membrany hub. Dal§im idealnim mistem zasahu
je bunééna sténa, nebot nékteré enzymy, které se podileji na jeji biosyntéze, jsou
specifické pouze pro houby. Proto se pii vyvoji novych latek miizeme zaméfovat na
enzymy nezbytné pro syntézu chitinu ¢i glukanu. Latky mohou pisobit také na urovni

jadra nebo jinym specifickym mechanismem.

Pichled soucasnvch systémovvch antimykotik, rozdélenych podle chemického sloZeni:

1) Polyeny (amfotericin B, nystatin, natamycin)

Amfotericin B (I, AmB) se jako jediné z polyenovych antibiotik pouziva
Vv klinické praxi. Pusobi fungicidné a vytvaii komplex (pér) s ergosterolem, a tim
narusuje bariérovou funkci plazmatické membrany. Samotny AmB je nerozpustny ve
vode, peroraln¢ se nevstiebava a parenteralné je toxicky. Konvenéni AmB (Fungizone)
je solubilizovan v koloidni suspenzi s natrium-deoxycholatem (denni davka 0.3-1
mg/kg).

AmB muze byt vazany na lipozomy (AmBisome) (denni davka 3-5 mg/kg), ve
form¢ koloidni disperse (Amphotec) s cholesterol-sulfatem (denni davka 3-8 mg/kg)
nebo lipidového komplexu (Abelcet, denni davka 5 mg/kg). U lipozomalniho AmB byla

12



1 Prehled soucasného stavu problematiky

S sv v « .8 s rowe . v v v s v
prokdzana niz8i toxicita®, se stejnym uUcCinkem jako v pfipadé konvencniho AmB pii
1écbé invazivni aspergilozy. AmB je Sirokospektry s nizkym vyskytem rezistenci,

pusobi proti zygomycetam a také protozoim.

N o
(T
F
NH,
(0] C
0 %w 0
NH,

2) Antimetabolity (flucitoxin)

Zastupcem antimetabolitt je flucitoxin, chemicky se jedna o 5-fluorcytosin (11) a
pusobi proti rodam Aspergillus, Candida, Cladosporium a Cryptococcus. Flucitoxin
(Ancotil) ptisobi fungistaticky tim, Ze se faleSn¢ vestavi do mRNA a tRNA a poté je
pfeménén deaminaci na toxicky S5-fluoruracil. Jeho nevyhodou je, ze u ného rychle

nastupuje rezistence, proto se ¢asto kombinuje s AmB.

3) Azoly imidazoly — ketokonazol (I11); triazoly — flukonazol (1V), itrakonazol (V),
vorikonazol (V1), posakonazol (VI1), ravukonazol (VII1)

Azoly se nékdy rozd€luji na azoly prvni generace — flukonazol (Diflucan,
Mycomax), itrakonazol (Sporanox, Prokanazol) a druhé — vorikonazol (Vfend),
posakonazol (Noxafil), ravukonazol. U této skupiny latek je nutné, aby heterocykl
obsahoval atom dusiku v poloze 3 (imidazoly) a 4 (triazoly), ktery se potom vaze na
atom Zeleza v enzymu. Azoly inhibuji syntézu ergosterolu ve fazi demethylace (inhibice
enzymu cytochrom P-450), tj. pfeménu lanosterolu na ergosterol. Azoly pusobi
fungistaticky a nevyhodou je vznik rezistence a ovliviiovani sav¢iho cytochromu P-450
(pokles hladiny testosteronu a glukokortikoidd). Novéjsi azoly jsou k savéimu
cytochromu P-450 mnohem Setrnéjsi. Ketokonazol pfi dlouhodobém podavani muze
vyvolat antiandrogenni efekt — oligospermii a impotenci a pii vysSich davkach
poskozuje jatra. Flukonazol plsobi na kandidy a kryptokoky, ale je rezistentni na
aspergily a C. krusei, v porovnani s AmB ukazal srovnatelnou G¢innost U kandidémie u

non-neutropenickych pacientti i nizsi toxicitu®. Azoly druhé generace vykazuji i€innost
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proti C. krusei, proti které je flukonazol neucinny. Vorikonazol patfi k vyznamnym
1ékim prvni volby proti aspergilézam, v randomizované studii* invazivni aspergilozy
po 12 tydnech ptezilo 71 % po podavni vorikonazolu a po AmB 59 %, i S méné

vedlejSimi ucinky.
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4) Echinokandiny — kaspofungin (Candidas) , mikafungin (Micamine), anidulafungin
(Ecalta)

Chemicky se jedna o lipopeptidy, které pusobi zcela odlisnym mechanismem.
Inhibuji syntézu 1,3-beta-D-glukanu, ktery je vyznamnou sou¢asti houbové stény™, coz
vede kporucham funkce. Z tohoto duvodu se echinodandiny hodi do kombinace
S ostatnimi systémovymi antimykotiky. Zastupci echiokandinti se od sebe, co do
ucinnosti'? a bezpetnosti, vyrazné nelisi, k dispozici jsou pouze v parenteralni forms.
Echinokandiny maji Siroké spektrum ucinku a plsobi na kandidy véetné rezistentnich na
triazoly, aspergily a cystickou formu Pneumocystis jiroveci. Kaspofungin a mikafungin
vykazuji u Candida albicans po jednohodinové expozici in vitro vyznamné delsi (56
hodin) postantifungalni efekt (PAFE - doba nutna k reparaci poSkozené bunécéné stény
po expozici antimykotiku) ve srovnani s triazoly (0,5 hod). V ptipad¢ Aspergillus
fumigatus vykazoval dlouhy PAFE (7-8 hodin) pouze AmB, zatimco triazoly a
echinokandiny jen velmi kratky (0,5 hodiny)*®. Mikafungin je dosud jedinym zastupcem
z echinokandini, ktery je schvalen pro uziti u dé&ti veetn& nedonogenci™®. Mezi dalsi

latku z této skupiny patii HMR 3270 (Indevus), ktery je ale ve fazi klinického vyzkumu.
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Latky ze skupiny systémovych antimykotik byly v poslednich letech obohaceny
o nové azoly a echinokandiny. V soucasné dob¢ se studuji nové skupiny latek z oblasti
systétmovych antimykotik, napf. pradimicinu (benanomycinu A), nikkomycina
(nikkomycin Z) nebo derivati sordarinu, z divodu rezistence a toxicity soucasnych
latek™. T kdyZ vyvoj novych systémovych antimykotik pomalym krokem pokracuje, je
ale tfeba paletu novych pfipravku neustdle rozSifovat. Transplantace, virus HIV,
rakovina, stres a dal$i okolnosti oslabuji lidsky organismus, ktery je poté snadnym
tercem pro houbové infekce. Navic nekteré kmeny se stavaji rezistentni na jednotlivé

ptipravky a n€které ptipravky jsou pro fadu lidi nedostupné.

1.2 Tuberkuloza

Tuberkuléza (TBC) je pokladana za jedno z nejstarSich onemocnéni. Pfi¢ina
choroby zistavala dlouho neprokazana, az v roce 1882 objevil némecky mikrobiolog R.
Koch, ze chorobu zpusobuje bakterie Mycobacterium tuberculosis. Dalsim vyzkumem
se zjistilo, ze kromé M. tuberculosis mize byt vyvolana dal§imi obligatné patogennimi
mykobakteriemi. Dal§imi patogennimi kmeny pro ¢lovéka jsou M. bovis, M. africanum
a M. microti, kromé kterych existuji jesté potencialné patogenni, které vyvolavaji
klinicky obdobna onemocnéni nazyvana mykobakteridzy. Mezi potencidlné patogenni
mykobakterie patii napt. M. kansasii, M. avium, M. marinum, M. scrofulaceum, M.
xenopi, M. fortuitum, M. chelonei. Nejcastéji se setkavame s TBC plic, ktera se
vyskytuje zhruba z 80 % a prenasi se nejCastéji kapénkovou infekci, nebo kontaktem
s infikovanou tkani. Do téla vstupuji mykobakterie nejcastéji dychacimi cestami
s naslednym vznikem tzv. plicni slozky primarniho komplexu a nasleduje kaskada
imunitnich reakci. Cely pribéh TBC ma tii faze, a to prealergickou fazi, primarni
tuberkulozu a postprimdrni tuberkulozu. V nékterych ptipadech nemusi byt primarné
infikovany plice, ale lymfatické uzliny, zejména v krku, stfevni trakt, kosti, ledviny,
mozkomisni pleny apod. Pokud nedojde ke zhojeni plicni €i uzlinové slozky priméarniho
komplexu, mohou mykobakterie pronikat krvi do celého téla. Kromé& TBC plic se tedy
muzeme setkat s TBC perifernich uzlin, ktera postihuje hlavné kréni uzliny, ktera je po
TBC plic nejcastéjsi. Krom¢ tuberkulézy kiize a podkozi se setkdvame 1 s
tuberkuléznim zanétem patefe nebo kolenniho a kycelniho kloubu. U tuberkulézy
urogenitalni, jejimz puvodcem je M. tuberculosis, se jedna pouze o sekundarni

postizeni, které narista s pandemii HIV. Tuberkuléza stiev je vzacné onemocnéni a
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objevuje se pfi primarni rozsahlé plicni tuberkuloze. 1 kdyZ se zda, ze tato nemoc je
nyni Z pohledu zapadniho svéta minoritni, jsou touto nemoci infikovany asi 2 miliardy
lidi. Tato nemoc je ¢asto spojena s chudobou, bidou a $patnym imunitnim systémem, a
proto se sni casto setkavdme v rozvojovych zemich. Z diivodu poruchy imunitniho
systému je TBC spojena s umrtim lidi nakazenych HIV. Podle Svétové zdravotnické
organizace onemocni ro¢n¢ asi 8 miliond lidi, z toho 3 miliébny zemiou. Podle dat z
Registru TBC se v roce 2008 vyskytlo v CR 879 piipadi onemocnéni tuberkuldzou, 607
u muzil a 366 u Zen, coz predstavovalo 9,5 piipadu na 100 tis. obyvatel. Nejcast&jsi
formou onemocnéni byla TBC dychaciho ustroji. Z hlediska véku postizenych je
nejvyssi nemocnost TBC u muzi i zen v kategorii osob nad 75 let. Do Registru TBC
bylo v roce 2008 hlaseno 57 amrti (52 v roce 2006), ptic¢inou byla vzdy TBC
dychaciho ustroji'®. WHO, ktera monitoruje vyskyt TBC, kdy v roce 1993 bylo 7 mil.
novych ptipadi a 1,6 mil. zemtelo. V roce 2007 na 9,3 mil. novych ptipada 1.8 mil.
zemielo. WHO si dala cil, kterym chce do roku 2015 snizit o 50 % z roku 1990 (150
pfipadii na 100 tis a 15 zemfelo). Do roku 2050 chce na 1 mil. obyvatel max. 1 vyskyt'’.

1.2.1 Lécba TBC

Tuberkuléza se vdnesni dob& 1é¢i predevS§im kombinaci dostupnych
antituberkulotik” *2. Pro prevenci je k dispozici o¢kovani, jedna se o oslabeny kmen M.
bovis (BCG = virulentni Bacil Calmette Guerin), ale toto ockovani nema 100%
ucinnost.

PouZivana antituberkulotika rozdélujeme do dvou fad. Do prvni fady patii:
isoniazid (INH), rifampicin (RMP), pyrazinamid (PZA), ethambutol (EMB) a
streptomycin (STM). V této prvni fad¢ jsou latky, které maji vysokou ucinnost a jsou
mén¢ toxické. Do druhé fady patii latky, které se aplikuji az tehdy, pokud latky z prvni
fady jsou neucinné. Latky z druhé skupiny jsou vétSinou toxi¢téjsi a drazsi, ale nemusi
to vzdy platit. Do druhé tiidy patii: kyselina p-aminosalicylova (PAS), ethionamid,
prothionamid, viomycin, kapreomycin, cykloserin a jeho derivat terizidon, ze sulfont
dapson, moderni fluorochinolony — perfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin, levofloxacin,
sparfloxacin, a také pfipadn¢ makrolidy jako azithromycin, -clarithromycin,
roxithromycin, skupina aminoglykosidli - napt. amikacin a kanamycin, rifamyciny —
rifabutin, rifapentin. Dnes se k 1é¢eni tuberkuldzy pouzivaji kombinace dvou az Ctyf

antituberkulotik. Pfedevsim se jedna o isoniazid, pyrazinamid, rifampicin, ethambutol
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jako 1éCiva podavana peroralné a streptomycin podavany parenteralné. Divodem pro
vyuzivani kombinaci téchto péti 1€Civ je snaha o predchazeni vzniku rezistence na tyto
léky u mykobakterii, dosazeni nizsi toxicity a menSich vedlejSich uc€inkt. U nékterych

antituberkulotik je zndm mechanismus uc¢inku.

1.2.2 Antituberkulotika (AT)
Kromé klasického rozdéleni do dvou linii*®, WHO rozdéluje antituberkulotika

do 5 skupin®®.

a) Skupina €. 1 (peroralni antituberkulostatika prvni linie): isoniazid (INH), ethambutol
(EMB), pyrazinamid (PZA), rifampicin (RIF) a rifabutin (RIFAB)

Isoniazid (1X)

Mechanismus u¢inku INH spociva v interferenci pfi syntéze kyseliny mykolové,
kterd je nezbytnd pro tvorbu bunééné stény mykobakteri. Plsobi vyrazné proti
patogennim kmenim pro ¢lovéka a na mnohé atypické kmeny je méné citlivy. V

soucasné dobé patii k nejicinngjsim antituberkulotikiim.

Ethambutol (X)

Opticky aktivni slouceninou typu aminoalkoholu se dvéma chirdlnimi centry.
Uginny je pouze pravoto&ivy S,S-(+)-izomer, pfi¢emz R,R-stereoizomer miZe zptisobit
slepotu. Mechanismus t¢inku spociva v polymerizaci arabinosy ve stén¢ mykobakteria.
Mistem Géinku je arabinofuranosyltransferasa, jez katalyzuje biosyntézu
lipoarabinomannanu nezbytného pro zachovani integrity mykobakteridlni stény.
Pouziva se pii 1écbé plicni tuberkulozy vyvolané komplexem M. avium u pacientil se

syndromem ziskané imunodeficience.

Pyrazinamid (XI)

Strukturni analog nikotinamidu, ktery inhibuje nikotinamidasu. Jedna se o
prolécivo, ze kterého vznikd uvniti mykobakteria aktivni metabolit pyrazin-2-
karboxylova kyselina. Je aktivni proti M. tuberculosis, M. xenopi a M. avium. Je vhodny
predev$im Kk inicialni fazi terapie nebo pii postizeni CNS, a to v kombinaci

s isoniazidem a rifampicinem.
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Rifampicin (XI1)

Patfi do skupiny ansamycinovych antibiotik a inhibuje syntézu DNA navazanim
na B-jednotku DNA-dependentni RNA-polymerazy. Pisobi jak na nékteré viry, tak i
gram-pozitivni a gram-negativni koky. Je mozno ho pouzit i v ptipadé¢ mykobakteridézy

zpusobené potencialné€ patogennimi bakteriemi.

Rifabutin (XII1)

Jedna se o semisyntetické antibiotikum, které je strukturné podobné rifampicinu
s podobnym mechanismem uc¢inku. Je G¢inny jak proti gram-pozitivnim, tak i nékterém
gram-negativnim bakteriim. SoucCasn¢ je aktivni 1 proti vysoce rezistentnim

mykobakteriim, napt. M. tuberculosis, M. leprae a M. avium-intracellulare.

(xnn)

b) Skupina €. 2 (injekéni 1é¢iva): streptomycin (XIV, STR), amikacin (XV, AMI),
kanamycin (XV1, KAN), kapreomycin (XV1I, CAP).

Streptomycin  (XIV), amikacin (XIV) a kanamycin (XIV) patii mezi
aminoglykosidova antibiotika. Latky se v 1écbé tuberkulozy piili§ nepouzivaji, nebot
jsou toxické (streptomycin - aldehydicka funkce) nebo se musi podavat ve vétSich
davkach, jelikoz jsou mén¢ u¢inna. U kanamycinu rozeznavame tfi derivaty (oznacené

A, B, C), které se rozlisuji usporadanim skupiny NH, a OH. Kapreomycin (XVII) je
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polypeptidové antibiotikum, které je produkované kmeny streptomycet. Tyto latky se

vazi na podjednotku ribozému 30S, a tim je znemoZznéna syntéza proteini.
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¢) Skupina €. 3 — fluorochinolony: moxifloxacin (XVI1I, MOXI), levofloxacin (XIX,
LEV), oxifloxacin (XX, OFL)

Dulezita skupina latek obsahujici fluor v molekule. Tato skupina
antibakteridlnich latek ma Siroké spektrum ucinku proti gram-pozitivhim a gram-
negativnim, mykobakterialnim, tak i anaerobnim organismim®. Tyto latky inhibuji
topoizomerazu II (DNA gyraza), tento enzym je nutny k oddé€leni replikovanych DNA a
tim inhibuje déleni bunék. Pifedpoklada se, ze DNA gyradza je jedinym mistem ucinku
fluorochinolont®’. Moxifloxacin je aktivn&jsi proti M. kansasi neZ vii¢i komplexu M.
avium. Vedlejsi ucinky fluorochinolond jsou vzacné, nékdy se vyskytuje poSkozeni
nervii nebo srdeéniho svalu. Levofloxacin (XIX) je levoto¢ivou (S) formou
racemického (R/S) ofloxacinu (XX). Dalsi G¢inna latka ze skupiny fluorochinolonu je

ciprofloxacin, ale ten podle tfidéni WHO neni v této skupiné€ antituberkulotik zahrnut.
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d) Skupina &. 4 (peroralni a bakteriostatické latky druhé linie): ethionamid (ETA),
protihionamid (PRO), cykloserin (CYYS), terizodon (TRD), p-aminosalicylova kyselina
(PAS)

Ethionamid (XXI) a prothionamid (XXI1)

Chemicky se jedna o thioamidy isonikotinové kyseliny. Tyto latky se pouZzivaji
pouze vyjmecné v kombinaci sjinymi antituberkulotiky u plicni a mimoplicni
tuberkul6zy, nebot’ jsou velmi toxické a nastava rychly nastup rezistence. Ethionamid se
také nékdy pouziva v piipad¢ rezistence na antituberkulotika prvni fady. Latky patii

K inhibitorim amidazy InhA, podobné jako isoniazid.

Cykloserin (XXI11) a terizodon
Inhibuji syntézu peptidoglykanu, podstatné slozky bunétné stény. Cykloserin

blokuje p-alanin racemazu a p-alanyl-p-alanin ligazu?'.

Kyselina p-aminosalicylova (XXIV)
Antimetabolit, ktery blokuje syntézu DNA. Chelatuje téz Fe a porusuje syntézu
mykobaktinu. Ve vyspélych zemich se tato latka uz nepouziva, velkou nevyhodou je

riziko vzniku rezistence a vysoké terapeutické davky (12-16 g denng)’.

H.N . S HoN S COOH
o\NH OH
® ® =
N Nl HoN o

NH,
(XXI) (XX11) (XX111) (XXIV)
e) Skupina ¢ 5 — klarithromycin (CLA), linezolid (LIN), amoxicilin/klavulanat
(AMX), klofazimin (CLOF), thiacetazon (THA) a imipenem (IMP)
Jedna se o antituberkulotika, které maji nejasny t€inek nebo nejasnou roli pfi
1écbé MDR-TB. Tyto latky WHO nedoporucuje k rutinnimu uzivani v piipadé pacient
s MDR-TB.

Vyzkum a vyvoj novych antituberkulotik neustale pokracuje. Stavajici latky at’

uz z pohledu ceny, toxicity, rezistence nebo vedlejSich ucinkii nestaci k vyfeSeni tak
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zavazného onemocnéni, jako je tuberkuldéza. Hlavnim cilem soucasného vyzkumu je
nalézt levna a efektivni 1éCiva proti MDR-TB a latentnim infekcim, zkraceni doby
1éCeni a snizeni frekvence davkovani. V soucasné dob¢ se v preklinické a klinické fazi
vyskytuje né€kolik strukturné obmeénénych nebo novych latek®®. Ze struktury
indolochinazolovych alkaloidii byl piipraven tryptanthrin (XXV), ktery vykazuje
zajimavou aktivitu proti MDR-TB (MIC = 0.5-1.0 ug/ml)?*. Ze skupiny fluorochinolon@
bych zminil RQ-10018 (XXVI) a ATB-250 (XXVII), které pusobi proti kmentim M.
tuberculosis rezistentnim na rifampicin i ethambutol. Dal$imi novymi latkami je
napiiklad BM 212 (XXVII1) ze skupiny pyrrolu nebo ze skupiny nitroimidazopyranu®*
PA-824 (XXIX), ktera je z této skupiny nejvyznamnéjsi. Je aktivni proti latentnim a
replikujicim bunkam M. tuberculosis (MIC = 0.015-25 pg/ml). Dalsi latkou, ktera
vykazuje zajimavou aktivitu in vivo proti fad¢ patogennim bakteriim, véetné gram-
negativnim a gram-pozitivnim bateriim a M. tuberculosis, je thiolaktomycin®® #°
(XXX). Jedna se o thiolaktamové antibiotikum a mechanismus Ucinku spociva

Vv inhibici syntézy mastnych kyselin typu II (FAS-II) v bakterialnich a rostlinnych
bunkach.
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1.3  Biologicka aktivita salicylanilidi a jejich analogt
Na katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty UK se
problematika salicylanilidi a jejich derivati fesi fadu let. U pfipravenych latek se

studovala zejména antimykobakterialni a antimykotické aktivity.

1.3.1 Biologicka aktivita salicylanilidi
Salicylanilidy jsou skupinou latek se Sirokym spektrem biologickych aktivit,
napt. antibakterialni, antiprotozoalni, antifungalni, antituberkul6zni, anthelmintickou,

2627 \/ minulosti byly Siroce pouzivany v kosmetice,

herbicidni a protizanétlivou
medicing a technickych oborech. Na pielomu 50. a 60. let minulého stoleti se ukazalo,
ze halogenované, pievdzné tetrachlorované derivaty, vykazuji alergenni Uc¢inek a
vyvolavaji fotokontaktni dermatitidu®®. V poslednich letech se viak salicylanilidy
zaCaly znovu t&Sit vetSi pozornosti v souvislosti s jejich vyznamnou biologickou
aktivitou, ktera byla objasnéna na molekularni Grovni.

Na konci 60. let minulého bylo zjisténo, ze Uéinek salicylanilidi, napf.
anthelmintika  niklosamidu  [5-chlor-N-(2-chlor-4-nitrofenyl)salicylamid]  spociva

2932 7a uginek je zodpovédna slabé kysela

v pferuseni oxidativni fosforylace
hydroxyskupina v poloze 2. Sloucenina obsahujici misto nitroskupiny redukovanou
formu aminoskupinu, nepferusSuje oxidativni fosforylaci a anthelminticky ucinek

% Vroce 2003 byl nalezen inhibi€ni ucinek niklosamidu na koronavir,

vymizi
zpiisobujici obavané onemocnéni SARS. Byla popsana interakce salicylanilidl
S protedzou tohoto viru, ktera ma dulezitou roli pfi replikaci proteinl, a tim se
niklosamid fadi mezi potencialni 1é&iva proti SARS™.

V roce 1998 byl zjiSt€n novy mechanismus ucinku salicylanilidi, ktery je
zalozen na inhibici dvoukomponentovych regulacnich systému bakterii®> 3¢
Dvoukomponentové systémy se skladaji z histidin-proteinkinasy (HPK) a DNA-
vazebného proteinu, ktery je regulatorem odpovédi. Pro ucinek je nezbytny
salicylanilidovy farmakofor elektronakceptorni substituent na salicylové ¢asti a
hydrofobni skupina na anilinové ¢asti. Tento novy poznatek o mechanismu uc¢inku byl
sledovan u klosantelu a tetrachlorsalicylanilidu. Vykazuji vyznamnou aktivitu proti
gram-pozitivnim patogentim, véetné methicilin-rezistentniho Staphylococcus aureus
(MIC =1 - 2 ug/l) a vankomycin-rezistentniho Entherococcus faecium (MIC =1 - 2

ng/l), coz jsou kmeny, které predstavuji velky klinicky problém®. Aktivace nebo
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represe gentl dvouslozkovym regula¢nim systémem spociva v navazani specifického
ligandu na HPK a nasledné spusténi autofosforylace histidinového zbytku®. Regulaéni
systémy bakterii hraji dilezitou roli v rozvoji virulence, patogeneze i rezistence bakterii
v legivim®™.

V neddvné dobé byl popsan ucinek salicylanilidi na receptory protein-
tyrosinkinasy pro epidermélni riistovy faktor’® (EGFR PTK). Salicylanilidy ptisobi jako
ATP-kompetitivni inhibitory interakci s aktivnim mistem EGFR, a proto se mohou stat
novou skupinou latek pro terapii nadora*" 42,43

V roce 2004 byl popsan ucinek salicylanilidii na iontové kanaly, které ovliviuji
tok vépenatych iontd do &ervenych krvinek*. Salicylanilidy i substituované 2-
methoxybenzanilidy byly identifikovany jako aktivatory draslikovych kanali (BK).
Aktivatory BK by mohly u¢inné ovliviiovat nemoci spojené s nervovou a svalovou
hyperexcitabilitou, jako napf. astma, kfeCe, anxiozitu, hypertenzi, koronarni
onemocnéni i vaskularni komplikace spojené s diabetem, pii nichz dochazi k inaktivaci
vaskuldrnich kanali BK vlivem snizené dostupnosti endogenniho oxidu dusnatého a
zvysené produkce peroxynitritu®,

Pii vyzkumu interleukinu (IL)-12p40, ktery je spole¢nou podjednotkou IL-12 a
IL-13, bylo zjisténo, ze salicylanilidy inhibuji produkci IL-12p40 v dendritickych
buiikach. To miiZe mit vyznam v souvislosti s 1é¢bou zané&tlivych nemoci®® .

Biologické aktivity latek obsahujicich dvé fenolické hydroxyskupiny v acylové
¢asti, tj. dihydroxybenzanilidd, nejsou v literatufe ¢asto zminovany. Mezi anthelmintika
pouZivana v praxi patii resorantel (N-(4-bromfenyl)-2,6-dihydroxybenzamid)®. Série
salicylanilidi, na které byla studovana inhibice dvoukomponentového regulaéniho
systému bakterii, zahrnovala i dva 2,3-dihydroxybenzanilidy. Tyto derivaty byly
silnymi inhibitory autofosforylace KinA kinazy, ale m¢li jen stfedni MIC proti
testovanym kmendm Staphylococcus aureus (MIC = 8/16 pg/l) a vankomycin-
rezistentniho Entherococcus faecium (MIC = 8/16 pg/l)*'.

Velmi malo informaci se tykalo cyklickych analogi dihydroxybenzanilidd.
V souvislosti s vyvojem novych anthelmintik (G¢innych proti tasemnicim) byly
patentovany  3-(subst.fenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony  (chlorované a

bromované vacylové  ¢asti), Svyznamnou aktivitou vi¢i  dermatofytu

Epidermophyton®. Jako fungicidy G&inné proti pivodci vyznamné houbové choroby
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1 Prehled soucasného stavu problematiky

ryze Magnaporthe grisea (Pyricularia oryzae) byly patentovany 5-hydroxyderivaty

piipravené cyklizaci z 2,6-dihydroxybenzanilida®.

1.3.2 Biologicka aktivita thiosalicylanilida

Izosterni nahradou kysliku v salicylanilidech se ziskd velmi zajimava a
z biologického hlediska ne tolik prozkoumana skupina thiosalicylanilidd. I kdyz jejich
antimykobakteridlni aktivita> je znama delsi dobu, do popfedi zajmu se dostaly az
Vv poslednich letech, kdy byla studovana jejich antifungailni52 a antimykobakteridlni
aktivita®®. Dokonce uz byl proveden test in vivo na modelu experimentélni tuberkul6zy
u 3’, 4’-dichlorthiosalicylanilidu, ale ukézala se jeho neu¢innost™. Skupina autorti pod
vedenim Dr. Kubicové v nedavné dob¢ pfipravila novou metodu velkou sérii rizné
substituovanych thiosalicylanilidd, jak v acylové, tak i1 v anilinové ¢asti molekuly, u
kterych byla zjiSténa zajimava antifungalni a antimykobakteridlni aktivita in vitro.
Vysledky byly patentovany® *°. Na zakladé testd in vitro byla zjisténa jejich vysoka
antimykotick4 a antibakterialni aktivita.

Velmi zajimavych vysledkti dosahli polsti autoti Niewiadomy a Matysiak se
spolupracovniky, kteti se od roku 1997 zabyvaji derivaty obsahujicimi pouze dvé
hydroxyskupiny v acylové casti, tj. 2,4-dihydroxythiobenzamidy. U latek byla zjisténa
zajimavé inhibi¢ni aktivita in vitro proti dermatofitim a kvasinkam®” *%. Latky
vykazovaly stfedni aktivitu proti plisiiim>, kde byly testovany proti 4 houbovym
kment. Nejvyznaménsi fungistatickou aktivitu 3 -fluorderivat (MIC = 7.82 ug/ml proti
Scopulariopsis brevicalis), jedna se o houbu poskytujici onychomykozu. Velmi mnoho
praci bylo vénovano fungicidnimu a fungistatickému vlivu téchto latek na fytopatogeni
houby®®®2. Autofi vyuzivali chromatografické metody pro hodnoceni lipofility, tak
mohli studovat pomoci linearni regresni analyzy, jak na ni zaviseji biologické aktivity63'
% Autofi piipravili a testovali také derivaty, které mély v amidové ¢asti heterocyklické
zbytky®, piipadné derivaty odvozené od hydrazid, hydrazini, hydrazond a
semikarbazidi®’. Latky byly testovany proti houb& Botrytis cinerea a vykazovaly
vyznamné fungistatické vlastnosti. 2,4-Dihydroxythiobenzanilidy byly testovany i na
antibakterialni aktivitu, z vysledk hodnoceni 25 latek vyplynulo, Ze latky jsou U¢inné
proti gram-pozitivnim bakteriim [2,4-dihydroxy-N-(4-jodfenyl)thiobenzamid, MIC =
3.9 umol/l], ale neuginné proti gramnegativnim bakteriim®®. Autofi také pfipravili

derivaty, ve kterych thioamidova skupina byla soucasti thiadiazolu nebo amidrazonu, a
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1 Prehled soucasného stavu problematiky

testovali jejich antifungalni aktivitu. Pfipravené latky vykazovaly vynikajici aktivitu
proti dermatofytiim a stiedni proti kvasinkam. Nejaktivnéjsi byl 2-[5-(pyridyl)-1,3,4-
thiadiazol-2-yl]benzen-1,3-diol, ktery mél proti dermatofytim MIC = 0.44-0.99
ng/ml®.

Byly provedeny i studie, zabyvajici se cytotoxicitou a toxicitou nékterych latek. U série
studovanych latek byla nalezena nizsi cytotoxicitam, nez u Sirokospektrého
antimykotika enilkonazolu, pouzitého jako standardu. Cytotoxicita byla zavisla na
substituci v anilinové c¢asti molekuly a nejvyssi vykazovaly latky substituované

halogeny. Nalezena toxicita byla relativné nizka u testovanych latek, LDso u mysi byly

v rozmezi 239-840.5 mg/kg’.
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2  Cil prace

Disertacni prace je prispévkem k vyzkumu latek s antimykobakteridlni a
antifungalni aktivitou odvozenych od salicylanilidu. Cilem této prace je piiprava
derivatu, které obsahuji dvé hydroxylové skupiny v acylové ¢asti, z nichz jedna je

V poloze 2, a jejich cyklickych analogii. Konkrétné se jedna o tyto skupiny latek:

- N-fenyl-dihydroxybenzamidy,

- N-fenyl-dihydroxythiobenzamidy,

- 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony,

- 3-fenyl-5-hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-ony a 3-fenyl-5-
hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiony.

/ O\

Soucasti disertaéni prace je piiprava 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thiond, tj.
dusikatych analogt thioantranilanilidi.

U vybranych latek budou stanoveny jejich antimykobakteridlni a antifungalni
aktivity. Ziskané vysledky budou diskutovany z hlediska vztahi mezi strukturou a
biologickou aktivitou latek (SAR).
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3  METODICKA CAST

3.1  Piiprava 2-hydroxybenzanilidi

2-Hydroxybenzanilidy 1ze ptipravit z kyseliny salicylové a odpovidajiciho
anilinu za ruznych reak¢nich podminek. Sama o sobé je karboxylova kyselina malo
reaktivni, & proto se pouzivaji rizna cCinidla, ktera vytvoii nejprve reaktivni halogenid,

obvykle chlorid, nebo se pouzije jeji ester. Pro piipravu chloridu se nejcastéji pouziva

72-75 76-87

chlorid thionylu™™, chlorid fosfority’®®" nebo oxalyldichlorid®. Jako rozpoustédlo se
nejcasteji pouzival toluen, chlorbenzen, pyridin, tetrahydrofuran, xylen. Byly popséany i
reakce v mikrovinném reaktoru, u kterych se vyrazné zkratil reakéni ¢as na 10 az 20
minut. Jako ¢inidla bylo pouzito chloridu fosforitého a rozpoustédla toluenu® nebo

chlorbenzenu®.

NH,
N s~
N OH N Cl R? N N
RJ_: P Rl_: P _— Rl_: P H
OH OH OH

Jak jiz bylo zminéno vyse, je mozno i vychazet z dalsich funk¢nich derivati, a to

91-93

esterii salicylovych kyselin. Lze pouzit jak alkylestery”™°, ptipradné¢ s vyuzitim

komplexu jodid bority—N,N-diethylanilin jako Kkatalyzatoru®, tak arylestery®®.
Arylestery jsou reaktivn€j$i nez alkylestery, protoze fenolatovy anion je dobte
odstupujici skupinou.

Skupina autort ze Slovenska publikovala tzv. ,,solvent-free” metodu provadénou
v mikrovinném reaktoru®. Reakéni ¢as se pohyboval okolo 7 minut a vytdzky

dosahovaly v priméru 90%.
0 NH, 0 /@ .
|
AN
X X
- ¢ /
= OH \RZ MW OH
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3 Metodicka cast

Pii ptipravé 2-hydroxybenzanilidi se uplatnil i dicyklohexylkarbodiimid (DCC),
¢inidlo velmi frekventované v chemii peptidi. Reakce je provadéna v dichlormetnanu

za laboratorni teplotygg.

o) NH, 0 /@ "
UB
X OH X DCC X N X
RJ—: + | _ = Rl—: H
Z o /\Rz ZoH

K pripravé 2-hydroxybenzanilidi byla také vyuzita ortho-aminokarbonylace
fenoll fenylisokyanatem na principu Friedelovy-Craftsovy acylace za pouziti chloridu

hlinité¢ho jako katalyzé‘[om100

. Pii této metod¢ zalezi na uspotfadani substituentii na
fenolu, aby bylo docileno substituce do polohy ortho vzhledem k hydroxyskupiné
v acylové casti. Pokud je poloha para vici hydroxylu zablokovana, probihd acylace

ptednostné do polohy ortho k hydroxylu.

OH NCO 0 /@ 2
4R
1 |
N AlCI, R N
+ | —_— H
X
OH
2

R R

V poslednich letech byly popsany analogické reakce, u kterych misto chloridu
hlinit¢tho byl jako katalyzator pouzit chlorid bority. Reakce byly provadény

Vv dichlormethanu nebo toluenu a je moZno je provést bez pouiitiml’ 027 s pouzitim

mikrovlnného reaktoru®.
Byla popsana také podobnd syntéza 2-hydroxybenzanilidi z fenoli a

fenylisokyanati, pii které se navic pouziva butyllithia'®*

. Pii reakci nejprve reaguje
fenol za laboratorni teploty s roztokem butyllithia v hexanu a chloridem hlinitym
v xylenu. Poté se pfida roztok fenylisokyanatu v xylenu a reakéni smés se udrzuje za
varu po dobu 20 hodin. Reakce je ukoncena ptidanim 10% kyseliny chlorovodikové.

Pouziti natrium- nebo kalium-fenolatu misto lithné soli vede ke smési produktd.
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OLi OAICI,
AICl,

i O
CgHsNCO N
o e O
LiCl OH

Nedavno byla popsana kaplingova syntéza amidd z arylchloridii a primarnich
amidi. Pii této reakci se k pfimé amidaci pouziva palladiovy Katalyzator Pd,(dba); a
ligand na bazi dialkyl(biaryl)fosfinu. Jako baze se v pripradd této reakce nejlépe’®
osvéd¢il fosfore¢nan draselny a rozpoustédlo terc-butanol. Vytézek nize uvedené
reakce byl 99 %.

o . OCHj
‘ Qr
/©/ . NH, _Pd,dbag, Ligand _ N
HsCO

K3PO,, t-BUOH

OH OH
CH,
HsC O CHs
HsC P(t-Bu),
i-Pr ! i-Pr
i-Pr
Ligand

3.2  Priprava 2-hydroxythiobenzanilidi

Nejobecné&js$im piistupem k piipravé 2-hydroxythiobenzanilidl je thionace jejich
kyslikatych analogl 2-hydroxybenzanilida. K thionaci je moZzno pouzit riizna thiona¢ni
¢inidla, pievazné se pouziva sulfid fosfore¢ny P4810106'108 nebo Lawessonovo ¢&inidlo

(2,4-bis(4-methoxyfenyl)-11°,31.° 2,4-dithiadifosfetan-2,4-dithion )'%°.
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)

C : s C 2
TR 7R
I H X thionace Rl—:dLH N

OH OH

Ptimou thionaci 2-hydroxybenzanilidi nebylo docileno uspokojivych vysledkd,
a to ani za pouziti P4Sio 10 ani Lawessonova ¢inidla® ™, Pomoci pfimé thionace bylo
docileno nizkych vytézkl a v pfipadé pouziti Lawessonova ¢inidla obsahuje reakéni
smés vedlejsi produkty vzniklé rozkladem ¢inidla nebo jeho reakci s vychozi latkou ¢i

produktem.

n-71
-0

Lawessonovo ¢inidlo

wn

Pii pripravé 2-hydroxythiobenzanilida thionaci se musi ptihlizet k pfitomnosti
hydroxyskupiny v poloze 2, kterd omezuje vyuziti nékterych reakci, a proto musime
vyuzit jiné postupy, napi. chranéni hydroxyskupiny.

Jednou z moznosti je jeji chranéni pomoci esteru kyseliny chlormravenc¢i za
vzniku odpovidajiciho 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu. Jeho thionaci pomoci
P4S10"* M° dochazi ke vzniku mono- a disirného analogu, jejichz néslednou bazickou
hydrolyzou se ziskda zadany 2-hydroxythiobenzanilid. Tato metoda byla jiz popsana
v 70 letech minulého stoleti Wagneremm, kdy thionaci provadél tavenim 3-fenyl-1,3-

benzoxazinového meziproduktu s P4Sio. Truong117

a kolektiv popsali vroce 2005
podobnou strategii, kdy thionaci neprovad¢li tavenim, ale zahfivanim meziproduktu s

P4S10 v dioxanu po dobu 2 hodin.
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: CICOO Et N : P
d 4510

A

O

oo™ e oM

V poslednich  letech jsme patentovali novou metodu pfipravy 2-

O

hydroxythiosalicylanilida® *°. Jedna se o dvoustupiiovou reakci, kdy v prvnim kroku
reaguje salicylanilid s P4Sio v pyridinu, za vzniku pyridinium-3-fenyl-2,4-dithioxo-3,4-
dihydro-1,3,21°-benzoxazafosfinin-2-thiolatu  jako  meziproduktu. Je-li  reakce
provadéna v mikrovinném reaktoru, dochazi k vyraznému zkraceni reakéni doby z 8
hodin az na 45-60 minut. V nasledujicim kroku probiha kysela hydrolyza pyridinové
soli ve smé&si vody a toluenu (nebo chloroformu). Misto P4Sip je mozné pouzit i
Lawessonovo ¢inidlo, které je ale méné vyhodné. Tato syntéza byla pouzita i v piipadé

syntézy N-benzylthiosalicylanilidi**®,

o) 2> S Z
S TR “~ 7 R2
N N P4S10/ Py TN N
G = : MW / reflux ~ R = IID‘S
OH 07\ _

e
—R
H,0 /HCI/ CHCly X N AN
reflux Ri—y _ H
OH

Pro pfipravu 2-hydroxythiobenzamida lze aplikovat i Friedelovy-Craftsovy
acylace za pouziti fenylisothiokyanatu. Tato metoda opét dovoluje pfipravit pouze
ur¢itou Skalu produktt. Dulezitym faktorem je ,,vhodné“ substituovany fenol, aby

k acylaci fenylisothiokyanatem dochazelo do polohy ortho vzhledem k hydroxyskupiné.
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3 Metodicka cast

Jako katalyzator se nejcasnéji pouziva chlorid hlinity a rozpoustédlo nitromethan. Tyto

£119-121

reakce jiz byly rozsitené v 80. letech 19. stoleti a pozdgji bylo na n& navézano'*

Skupinou autori z Polska byly provadény acylace na 1,3-dihydroxybenzeny a jejich

alkylované derivaty. Pfi syntéze pouzivali jako katalyzator i BF3 2CH;COOH?

S =
Aoy R N X
H
OH

Selektivné k pfipravé substituovanych 2,4-dihydroxythiobenzanilidi byla
popsana metoda, které vyuziva jako ¢inidlo sulfinylbis[(2,4-dihydroxyfenyl)methan-
thion]. Toto ¢inidlo snadno reaguje i s aromatickymi aminy za vzniku thioamidu.

Reakei je provadéna zahfivanim v methanolu po dobu 3 hodin®** %,

NH, S S /O
N S CH3OH
| + I s
X O reflux
L HO OH HO OH

Cinidlo sulfinylbis[(2,4-dihydroxyfenyl)methantion] se pfipravuje

dvoustupiiovou reakei*®

. Vprvnim kroku se zahfivd resorcinol se sirouhlikem
v ethanolu sKOH a po nasledném okyseleni vznika 2,4-dihydroxydithiobenzoova
kyselina jako meziprodukt. Nasledujici krok probiha po dobu 4 hodin v etheru, kdy jako

reakéni komponenty se pouzivaji thiofosgen a oxid uhlicity.

3.3  Priprava 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu
Piehled metod pro pfipravu 3-substituovanych 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-

L. o o . 127
dionti podava nasledujici schéma, upravené podle prace
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R'NCO
Pd(0) R'NCO
Et;N
CICOOCH, R'NH;
CICOOCH,CHs
Cl,COC(0)OCCly

O
R
CN NH TN Cl
" = " =
OH j\

K piipravé 3-substituovanych 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diontt miizeme vyuzit

12
I 8

cyklizaéni reakce odpovidajicich 2-hydroxybenzamidi s methyl- |-129-135

, ethy
isopropyl-chlorformiaty™® anebo trifosgenem®. Jako baze se pouziva pyridin a
triethylamin. Tyto reakce se uplatnily pro chranéni hydroxyskupiny pfi piipravé 2-
hydroxythiobenzamidu (viz vyse).

Velmi zajimavou metodu, pii niz se vyuziva palladiem katalyzované
cyklokarbonylace 2-jodfenold s fenylisokyanaty za piitomnosti oxidu uhelnatého,
popsal Larksarp '*". Jako katalyzator je pouzit Pdy(dba)s.CHCl; a 1.4-
bis(difenylfosfino)butan (dppb) v poméru 1:2. Autofi piedpokladaji, Zze nejprve vznika
arylester karbamové kyseliny, ktery vstupuje do katalytického cyklu.

Pokud vychazime pifimo z kyseliny salicylové, muzeme 2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-diony piipravit pomoci fenylisothiokyanatu za piitomnosti stfibrnych iontd %8
Jednd se o cykliza¢né-desulfura¢ni reakci, provadénou v acetonitrilu za pouziti

triethylaminu jako baze.
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Dalsi moznosti je prevedeni vychozi salicylové kyseliny na N-(o-
hydroxyaroyl)benzotrialol. To se provadi reakci salicylové kyseliny s benzotriazolem a
SOClI; v tetrahydrofuranu za laboratorni teploty. Ve druhém kroku reaguje s 2.2 ekv.

fenylisokyanatu a 3 ekv. triethylaminu*?’

. Mensi nevyhodou této metody je, Ze pfi tomto

poméru reagentl kromé kvantitativniho vytézku odpovidajiciho 2H-1,3-benzoxazin-

2,4(3H)-dionu obdrzime i ptislusny karbamoylbenzotriazol jako vedlejsi produkt.
Isokyanati mizeme vyuzit i pfi reakci s estery kyseliny salicylové. Pii reakci

139 0

mizeme vychazet z alky a fenylestera*.

Dalsi moznost piipravy piredstavuje reakce substituovaného aminu a 2-
(methoxykarbonyloxy)benzoylchloridu ***. Reakce je vyuzivana v chemii antibiotik **2.
K ptipravé tady heterocyklickych sloucenin se vyuzivaji azidy kyselin. Na

piiklad byla popsana reakce 1-azido-4-fenylbutan-1,4-dionu s metyl-salicylatem .

O (@] O
Q /\)k
OCH
* ph)Wm _EGN N Ph
Xylen /&
OH o) 4 (@) o

Pro piipravu 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diond by se jako vychozi latka
dal pouzit odpovidajici benzoylchlorid, z n&jz by se pfipravil azid, ktery v prubéhu

reakce poskytuje Curtiovym pfesmykem isokyanat.

3.4 Piiprava 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiont a jejich monosirnych analogi

Jednim ze zpusobu, kdy lze v jednom reakénim kroku pfipravit vedle sebe jak
2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiony, tak jejich monosirnd analoga 4-thioxo-2H-1,3-
benzoxazin-2(3H)-ony, je taveni 2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionl thionacnim

v . o 114, 115, 144
¢inidlem. Pouziva se sulfid fosforecny ™™ >

a reakce se provadi pfimym tavenim
reakénich komponent pfi teploté 175 - 200 °C po dobu 20 minut. Vysledna reakéni smés
je nasledné ciSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu, kdy prvni je izolovan

disirny derivat (vyssi Rf) a poté monosirny derivat (nizsi Ry).
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O S S
R~ Lawessonovo R’ _R
N N~ ginidlo TN N~ T N
Z > 0" X0 4210 0" o o s

Vznik monosirného a disirného analogu thionaci pomoci sulfidu fosfore¢ného

byl popsan jiz v roce 1974 Wagnerem'”. V té7e publikaci je uvedena i reakce
thioamidu kyseliny 3-hydroxy-2-naftoové s ethyl-chlorformiatem pouzita pro prokazani

struktury monosirného produktu, totiz Ze thioxoskupina je v poloze 4.

S S
R clcoocH,cH R
H > /&
OH o o

Dalsi reakce pro ptipravu monosirného derivatu s thioxoskupinou v poloze 4

vychézi opét z pfisluSného 2-hydroxythiobenzamidu, ale misto ethyl-chlorformiatu je
pouzito jako cykliza¢niho ¢inidla bis(imidazol)karbonylu146. Reakce je provadéna po

dobu 30 minut za laboratorni teploty.

O

S
N

Ny I ]
O e

Friedelova-Craftsova acylace substituovanych fenoli pomoci O-ethyl-

Iz

HO OH

karbonisothiokyanatidatu vede k derivatim 4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-

2(3H)-onu. Reakce je provadéna v nitromethanu za katalyzy chloridem hlinitym™’.

S
o)
OH
X )J\ AICl, X NH
R-T + /\O N=C=S > R
= CH3NO, e Ng
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Pro ptipravu analogi s thioxoskupinou v poloze 2, tzn. derivati 2-thioxo-2,3-
dihydro-4H-1,3-benzoxazin-4(3H)-onu, lze svyhodou pouzit reakci substituované
salicylové kyseliny s PhsP(SCN),. Cinidlo se piipravuje in situ a jako rozpoustddlo byl

pouzit dichlormethan®.

s AN OH . Ph\p/Ph/CN I AN NH
Z Ph”1 S CH,Cl, s /&
OH Se. 0" s

CN

Tato reakce byla nedavno pouzita k pfipravé 8-methyl-2-thioxo-2,3-dihydro-4H-
1,3-benzoxazin-4-onu'®. a ,zdvojeného* analogu 10-methyl-2,8-dithioxo-2,3,7,8-
tetrahydro-4H,6H-benzo[1,2:e;5,4-e ]bis[1,3]oxazin-4,6-dionu **°.

0 0 o 0
HO oH P ey HN NH
Ph” S CH,Cl, )\ /&
HO OH S s o o s
CN

3.5  Priprava terc-butylderivati salicylové kyseliny
3.5.1 Piiprava mono-terc-butylderivatu salicylové kyseliny

Salicylova kyselina substituovana v poloze 5 terc-butylovou skupinou se
pFipravuje z 4-terc-butyfenolu Kolbeho-Schmidtovou reakei®®* nebo analogickou reakci

s oxidem uhli¢itym za bazické katalyzy K,COs 12

OH O

CO, / K,CO;4 OH

OH

V literatufe popsand metoda vedouci ke 4-terc-butylsalicylové kyseling€ je
sledem reakei vychazejicim z 3-terc-butylfenolu *3. V prvnim kroku dochézi k chranéni
hydroxyskupiny (chlormethoxy)methanem a nasledné reakci s BuLi a CO, dochazi k
inserci karboxylu do jadra. V poslednim kroku dochazi k odchranéni hydroxylu a

hydrolyze methylesteru na odpovidajici kyselinu.
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0
_OH
1) CH3OCH,Cl
OH ) BuLi, co, ot
3) HCI, CH3OH | =
4) LiOH, H,0
N

Dalsi moznosti zavadéni CO; je vyuziti fotokatalytického katalyzatoru poly(3-

hexylthiofenu). K reakci dochazi pomoci ozatovani viditelnym svétlem na film poly(3-

hexylthiofenu) ponofeny v ehtanolu s 3-terc-butylfenolem pod CO, atomosférou™".

K ptipravé 3-terc-butylsalicylové kyseliny neni pfili§ vhodna reakce 2-terc-
butylfenolu s CO, z diivodu sterickych a elektronickych. Pii reakci s CO, za bazické

katalyzy K,COj3 bylo dosazeno pouze 3% vytézku'™.

OH OH
CO, / K,COs

Metoda pouzivand k pfipravé 3-terc-butylsalicylové kyseliny vychazi
z odpovidajiciho karbaldehydu, ktery reakci s oxidem stiibrnym v bazickém prostiedi

poskytne po nasledném okyseleni odpovidajici karboxylovou kyselinu155.

CHO
OH  NaOH, Ag,0 OH

>

HCI, H,O

3.5.2 Priprava di-terc-butylderivatu salicylové kyseliny
Jeden ze zptisobu pripravy di-terc-butylderivati salicylovych kyselin vychazi
z klasické Friedelovy-Craftsovy alkylace methyl-salicylatu pomoci terc-butanolu za

katalyzy silnou mineralni kyselinou ©*® 7 i bez ni*®® *°. Reakce podle orientace
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aktivujici skupiny probiha do poloh 3 a 5 vzhledem ke karboxylu. Naslednou bazickou

hydrolyzou obdrzime odpovidajici kyselinu.

o)
oH H,SO,, CH;OH

OH

Opacnou moznosti piipravy di-terc-butylderivatd salicylovych kyselin je
zavedeni karboxylové skupiny reakci s CO; s 2,4-di-terc-butylfenolem. Reakce je

analogii Kolbeho-Schmittovy reakce®®¢,

OH O
co, OH
—_—
OH

3.6  Piiprava 1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thiont

K ptipravé 1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thiontt mizeme zvolit dva pfistupy. Prvni
moznosti je nejprve piipravit 2-aminothiobenzamid'®® ®7, ktery pti diazotaci nasledng
samovoln& cyklizuje na odpovidajici 1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thion™®,

Druhou moznosti je opacny postup, nejprve piipravit 1,2,3-benzotriazin-4(3H)-
on jako vychozi latku, kterd se pomoci thiona¢niho ¢inidla P4S;g pievede na zadany

169

produkt™. Vychozi 1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on lze snadno piipravit diazotaci a

, e o 170, 171
naslednou cyklizaci z pfisluSného antranilamidu .

S S o)
R R R
N~ HNO, N~ P4S10 N
~-N ~N
NH, N N
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4  EXPERIMENTALNI CAST
4.1  Priprava N-fenyl-dihydroxybezamidua

|\ NH,

1 1
= N
7N OH N N
R'-T > R H
= OH MW reaktor = OH

PCl; / chlorbenzen
20 min

Do destila¢ni banky byla pfedlozena smés vychozi dihydroxybenzoové kyseliny
(20 mmol) a odpovidajiciho anilinu (30 mmol) ve 120 ml chlorbenzenu. Ke smési byl
ptidan PCl3 (0.87 ml, 10 mmol) a smés byla ihned vlozena do mikrovinného reaktoru,
kde byla za michani pii vykonu 600 W zahfivana po dobu 20 minut. Smés byla poté
ochlazena a odpafena do sucha za sniZzeného tlaku. Surovy produkt byl cistén
sloupcovou chromatografii na silikagelu za pouziti mobilni faze aceton-hexan (1:5).
Produkt byl rekrystalovan ze smési ethanol-voda. Ptehled pfipravenych derivatd viz

Tabulka ¢. 1.

0 = e
R N S
Z OH
R R? R?
1 3-OH a H h 4-C(CHs),
2 4-OH b 4-Cl i 4-[CH2]sCHs
3 5-OH c 4-F j | 4-CH,CH(CHa),
4 6-OH d 4-CHj k 4-CH,CeHs*
5 3-OCH; e 3-CH;
6 6-OCH;  f 4-OCH3
7 34-O0H g | 4-CH,CHs;

* Substituent na N misto fenylu
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Tabulka ¢. 1: Piehled ptipravenych N-fenyl-dihydroxybezamidt

1 ) Sumarni vzorec T.t Vytézek
Litka | R R 1
M (g-mol™) (°O) (%0)
C13H11NO3
la 3-OH H 113-114 75
229.24
C13H1oCINO; 137-139
b | 3oH | 4cl o 69
263.68 (147'72)
C14H13NO3
1d 3-OH 4-CHs; 161-163 81
243.26
C14H13NO4
1f 3-OH 4-OCHj3; 129-130 77
259.26
Ci5sH15sNO3
19 3-OH 4-CH,CH3 115-116.5 71
257.28
C16H17NO3
1h | 3-OH | 4-C(CHy) 113-14.5 69
271.31
C13H11NO3 131-134
2a | 4-OH H e | 66
229.24 (129-132")
C13H10CINO3
2b 4-OH 4-Cl 166-168 55
263.68
C14H13NO3 164-166
2d | 4-0H | 4-CH o 71
243.26 (178-9'73)
C14H13NOy4 191-193
2f | 40H | 4-0CH; o 62
259.26 (1987
C16H17NO3 166-168
2h | 4-0H | 4-C(CHy), o 58
271.31 (17217
176-178
C13H11NO3 175
3a 5-OH H (160-3°, 58
229.24 .
18417
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Tabulka €. 1: pokracovani

1 ) Sumarni vzorec T.t Vytézek
Litka | R R .
M (g-mol’) €O | (@)
CisHiCINOs | 204-207
3b 5-OH 4-Cl i 59
263.68 (24777
CH13NOs 208-210
3d 5-OH 4-CHj e 71
243.26 (lit1"8)
C1aH1sNO, 113-114
3f 5-OH 4-OCHs e 63
259.26 (114-517)
3g | 50H | 4-CH,CH; C15H1sNOs 190-192 61
257.28
C13H11NO3 195-197
4a 6-OH H 0 72
229.24 (196'%)
C1sHiCINO; | 225-228
4b 6-OH 4-Cl N 63
263.68 (224
C13H1oFNO3 225-227
4c 6-OH 4-F - 74
247 22 (224-5181)
CH15NOs 201-203
4d 6-OH 4-CHs o 76
243.26 (198-9'%)
C14H13NO3
de 6-OH 3-CHs 197-199 61
243.26
C1aH1sNO, 213-215
4f 6-OH 4-OCHs o 55
259.26 (213-4%)
) C17H19NO3
4i 6-OH | 4-[CH,]sCHs 157-1585 | 72
285.34
C1aH1sNO3 154-156
% 6-OH | 4-CH,CgHs* e 1 76
243.26 (1it. 183 184
C15H1sNO
5d | 3-OCH; 4-CHs T HSTS 186-188 69
257.28
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Tabulka €. 1: pokracovani

! ) Sumarni vzorec T.1. Vytézek
Latka R R L
M (g'mol™) °O) (%)
CysHisNO
6d | 6-OCHs; | 4-CHs 1TSS 108-110 74
257.28
C15H15sNO3
6d 6-OCHj3; 4-CHs; 108-110 74
257.28

C13H10CINO4 126-128

7b 3,4-OH 4-ClI . {85 36
279.68 (Iit.™)
C1H1sNO
7d | 34-OH | 4-CH, s 174-176 31
259.26

* Substituent na N misto fenylu

N-Fenyl-2,3-dihydroxybenzamid (1a).

ir (KBr): (C=0) 1642 cm™; 'H NMR (DMSO): & 6.78 (t, J = 7.8 Hz, 1 H, H-5), 6.99
(dd, J = 1.5 Hz, J = 7.8 Hz, 1 H, H-4), 7.12-7.18 (m, 1 H, H-4"), 7.34-7.40 (m, 2 H, H-
3, H-57),7.45 (dd, J = 1.5 Hz, J = 7.8 Hz, 1 H, H-6), 7.67-7.72 (m, 2 H, H-2", H-6"),
9.43 (bs, 1 H, OH), 10.36 (bs, 1 H, OH), 11.69 (bs, 1 H, NH); **C NMR (DMSO): &
117.2,118.6, 118.7, 119.2, 121.5, 124.6, 128.9, 138.2, 146.4, 148.6, 168.0. Elementarni
analyza (%) pro Ci3H11NO3, Vypocteno: C, 68.11; H, 4.84; N, 6.11. Nalezeno: C,
68.23; H, 4.96; N, 6.22.

N-(4-Chlorfenyl)-2,3-dihydroxybenzamid (1b).

ir (KBr): (C=0) 1647 cm™; 'H NMR (DMSO): & 6.78 (t, J = 7.8 Hz, 1 H, H-5), 6.98
(dd, J=1.5Hz, J=7.8 Hz, 1 H, H-4), 7.39 (d, J = 1.5 Hz, 1 H, H-6), 7.40-7.46 (m, 2 H,
H-3", H-57), 7.70-7.77 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.46 (bs, 1 H, OH), 10.43 (bs, 1 H, OH),
11.46 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): 5 117.5, 118.6, 118.7, 119.2, 122.9, 128.1,
128.8, 137.3, 146.4, 148.3, 167.9. Elementarni analyza (%) pro Ci3Hi0CINOs,
Vypocteno: C, 59.22; H, 3.82; N, 5.31. Nalezeno: C, 59.41; H, 3.96; N, 5.36.

2,3-Dihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (1d).
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ir (KBr): (C=0) 1643 cm™; *H NMR (DMSO): § 2.26 (s, 3 H, CH3), 6.41 (t, J = 2.1 Hz,
1 H, H-5), 6.76 (d, J = 2.1 Hz, 2 H, H-4, H-6), 7.08-7.15 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.59-7.66
(m, 2 H, H-2", H-6"), 9.56 (bs, 2 H, OH), 10.00 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): 5
20.7, 117.1, 118.3, 119.1, 119.5, 120.9, 124.7, 128.3, 138.7, 146.6, 148.9, 168.5.
Elementarni analyza (%) pro CisHi13NOs, Vypocteno: C, 69.12; H, 5.39; N, 5.76.
Nalezeno: C, 69.31; H, 5.52; N, 5.88.

N-(4-Ethylfenyl)-2,3-dihydroxybenzamid (1g).

ir (KBr): (C=0) 1638 cm™; *H NMR (DMSO): & 1.18 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, CH3), 2.53 (q,
J=75Hz,2H, CH,), 6.69 (t, J=7.8 Hz, 1 H, H-5), 6.89 (dd, J = 1.5 Hz, J = 7.8 Hz, 1
H, H-4), 7.26-7.35 (m, 3 H, H-3", H-5", H-6), 7.61-7.68 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.93 (bs,
2 H, OH),10.31 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): & 14.9, 27.6, 117.0, 118.1, 119.2,
119.3, 121.0, 124.4, 127.9, 138.5, 145.9, 148.6, 168.2. Elementarni analyza (%) pro
CisH1sNOs, Vypocteno: C, 70.02; H, 5.88; N, 5.44. Nalezeno: C, 69.87; H, 5.96; N,
5.30.

2,3-Dihydroxy-N-(4-methoxyfenyl)benzamid (1f).

ir (KBr): (C=0) 1640 cm™; *H NMR (DMSO): & 3.75 (s, 3 H, OCHj3), 6.76 (t, J = 8.1
Hz, 1 H, H-5), 6.91-6.98 (m, 2 H, H-3", H-5"), 6.98 (d, J = 1.5 Hz, 1 H, H-4), 7.45 (dd,
J=15Hz, J =8.1Hz 1H, H-6), 7.54-7.61 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.35 (bs, 1 H, OH),
10.25 (bs, 1 H, OH), 11.93 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): 5 55.4, 114.0, 116.6,
118.2, 118.5, 119.2, 123.4, 131.0, 146.4, 149.1, 156.3, 168.0. Elementarni analyza (%)
pro C14H13NO4, Vypocéteno: C, 64.86; H, 5.05; N, 5.40. Nalezeno: C, 64.98; H, 5.20; N,
5.44.

2,3-Dihydroxy-N-(4-isopropylfenyl)benzamid (1h).

ir (KBr): (C=0) 1644 cm™; 'H NMR (DMSO0): § 1.20 (d, J = 6.9 Hz, 6 H, 2xCH3), 2.87
(hept, J = 6.9 Hz, 1 H, CH), 6.77 (t, J = 7.8 Hz, 1 H, H-5), 6.98 (dd, J = 1.5 Hz, J = 7.8
Hz, 1 H, H-4), 7.21-7.26 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.46 (dd, J = 1.5 Hz, J = 7.8 Hz, 1 H, H-
6), 7.56-7.61 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.29 (bs, 1 H, NH); **C NMR (DMSO): § 15.1,
24.2, 107.9, 109.4, 109.5, 110.2, 112.7, 117.6, 126.8, 135.7, 137.4, 139.8, 159.0.
Elementarni analyza (%) pro CisH17NO3z, Vypocteno: C, 70.83; H, 6.32; N, 5.16.
Nalezeno: C, 70.97; H, 6.20; N, 5.24.
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N-Fenyl-2,4-dihydroxybenzamid (2a).

ir (KBr): (C=0) 1635 cm™; *H NMR (DMSO): 5 6.34 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, H-3), 6.39
(dd, J =2.4 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-5), 7.08-7.15 (m, 1 H, H-4"), 7.31-7.39 (m, 2 H, H-
3’ H-5"), 7.64-7-70 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.90 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-6), 10.15 (bs, 1 H,
OH), 10.20 (bs, 1 H, OH), 12.28 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): & 103.1, 107.7,
108.0, 121.4, 124.2, 128.9, 130.6, 138.4, 161.9, 162.8, 167.5. Elementarni analyza (%)
pro Ci3H11NO3, Vypocteno: C, 68.11; H, 4.84; N, 6.11. Nalezeno: C, 68.26; H, 5.02; N,
6.19.

N-(4-Chlorfenyl)-2,4-dihydroxybenzamid (2b).

ir (KBr): (C=0) 1647 cm™; 'H NMR (DMSO): & 6.33 (d, J = 2.1 Hz, 1 H, H-3), 6.38
(dd, J = 2.1 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-5), 7.36-7.43 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.69-7.75 (m, 2
H, H-2", H-6"), 7.87 (d, J = 9.0 Hz, 1 H, H-6), 10.23 (bs, 2 H, OH), 12.14 (bs, 1 H, NH);
B3C NMR (DMSO): § 103.0, 107.8, 108.0, 122.8, 127.8, 128.8, 130.7, 137.5, 161.7,
162.8, 167.5. Elementarni analyza (%) pro C13H10CINO3, Vypocteno: C, 59.22; H, 3.82;
N, 5.31. Nalezeno: C, 59.38; H, 4.05; N, 5.39.

2,4-Dihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (2d).

ir (KBr): C=0) 1636 cm™; *H NMR (DMSO): § 2.27 (s, 3 H, CHs), 6.31 (d, J = 2.1 Hz,
1 H, H-3), 6.36 (dd, J = 2.1 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-5), 7.12-7.20 (m, 2 H, H-3", H-5"),
7.51-7.57 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.88 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-6), 10.01 (bs, 1 H, OH),
10.17 (bs, 1 H, OH), 12.36 (bs, 1 H, NH); **C NMR (DMSO): & 20.7, 103.1, 107.6,
107.8, 121.5, 129.3, 130.4, 133.3, 135.8, 162.0, 162.7, 167.5. Elementarni analyza (%)
pro C14H13NO3, Vypocteno: C, 69.12; H, 5.39; N, 5.76. Nalezeno: C, 69.36; H, 5.49; N,
5.82.

2,4-Dihydroxy-N-(4-methoxyfenyl)benzamid (2f).

ir (KBr): (C=0) 1640 cm™; *H NMR (DMSO):  3.74 (s, 3 H, OCH3), 6.31 (d, J = 2.4
Hz, 1 H, H-3), 6.37 (dd, J = 2.4 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-5), 6.90-6.96 (m, 2 H, H-3", H-
57, 7.52-7.58 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.89 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-6), 10.04 (bs, 1 H, OH),
10.17 (bs, 1 H, OH), 12.47 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): & 55.4, 103.1, 107.5,
107.6, 114.0, 123.1, 130.1, 13102, 156.1, 162.3, 162.7, 167.6. Elementarni analyza (%)
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pro C14H13NO4, Vypocteno: C, 64.86; H, 5.05; N, 5.40. Nalezeno: C, 65.03; H, 5.14; N,
5.43.

2,4-Dihydroxy-N-(4-isopropylfenyl)benzamid (2h).

ir (KBr): (C=0) 1636 cm™; *"H NMR (DMSO): 6 1.18 (d, J = 6.9 Hz, 6 H, 2xCH3), 2.87
(hept, J = 6.9 Hz, 1 H, CH), 6.31 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, H-3), 6.36 (dd, J = 2.4 Hz, J = 8.7
Hz, 1 H, H-5), 7.18-7.23 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.54-7-58 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.89 (d,
J=8.7 Hz, 1 H, H-6), 10.09 (bs, 1 H, NH), 10.18 (bs, 1 H, OH), 12.37 (bs, 1 H, OH);
3C NMR (DMSO): § 24.2, 33.1, 103.0, 107.6, 107.8, 121.5, 126.6, 130.3, 136.0, 144.4,
162.0, 162.7, 167.6. Elementarni analyza (%) pro C16H17NO3, Vypocéteno: C, 70.83; H,
6.32; N, 5.16. Nalezeno: C, 70.71; H, 6.41; N, 5.27.

N-Fenyl-2,5-dihydroxybenzamid (3a).

ir (KBr): (C=0) 1635 cm™; 'H NMR (DMSO): & 7.02 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-3), 7.10-
7.17 (m, 1 H, H-4"), 7.22 (dd, J = 2.7 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-4), 7.34-7.41 (m, 2 H, H-
3, H-5"), 7.67-7.74 (m, 3 H, H-6, H-2", H-6"), 9.78 (bs, 1 H, OH), 10.40 (bs, 1 H, OH),
11.79 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): 5 118.1, 118.3, 121.0, 122.0, 124.5, 127.4,
129.0, 138.3, 142.6, 155.6, 169.7. Elementarni analyza (%) pro C13H11NO3, Vypocteno:
C, 68.11; H, 4.84; N, 6.11. Nalezeno: C, 68.23; H, 4.91; N, 6.20.

N-(4-Chlorfenyl)-2,5-dihydroxybenzamid (3b).

ir (KBr): (C=0) 1635 cm™; *H NMR (DMSO): & 6.82 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-3), 6.88
(dd, J=2.7 Hz, J = 9.0 Hz, 1 H, H-4), 7.33 (d, J = 2.7 Hz, 1 H, H-6), 7.36-7.44 (m, 2 H,
H-3", H-5"), 7.71-7.78 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.14 (bs, 1 H, OH), 10.48 (bs, 1 H, OH),
10.95 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): 5 114.8, 118.1, 118.3, 121.4, 122.3, 127.8,
128.9, 137.6, 149.9, 150.6, 166.1. Elementarni analyza (%) pro Ci3HioCINOs,
Vypoéteno: C, 59.22; H, 3.82; N, 5.31. Nalezeno: C, 59.15; H, 3.94; N, 5.38.

2,5-Dihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (3d).

ir (KBr): (C=0) 1636 cm™; 'H NMR (DMSO): & 2.27 (s, 3 H, CHs), 6.80 (d, J = 8.7 Hz,
1 H, H-3), 6.87 (dd, J = 3.0 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-4), 7.12-7.17 (m, 2 H, H-3", H-5"),
7.36 (d, J = 3.0 Hz, 1 H, H-6), 7.54-7.59 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.10 (bs, 1 H, OH), 10.32
(bs, 1 H, OH), 11.10 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): § 20.7, 114.7, 118.0, 118.1,
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120.9, 121.3, 129.4, 133.3, 136.0, 149.9, 150.9, 166.0. Elementarni analyza (%) pro
C14H13NOs, Vypocteno: C, 69.12; H, 5.39; N, 5.76. Nalezeno: C, 69.01; H, 5.66; N,
5.87.

2,5-Dihydroxy-N-(4-methoxyfenyl)benzamid (3f).

ir (KBr): (C=0) 1637 cm™; *H NMR (DMSO0): & 3.75 (s, 3 H, OCH3), 6.81 (d, J = 8.7
Hz, 1 H, H-3), 6.89 (dd, J = 2.7 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-4), 6.91-6.96 (m, 2 H, H-3", H-
57,738 (d, J =2.7 Hz, 1 H, H-6),7.56-7.62 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.09 (bs, 1 H, OH),
10.28 (bs, 1 H, OH), 11.19 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): § 55.4, 114.1, 114.5,
117.7, 118.0, 121.3, 122.7, 131.5, 149.8, 151.2, 156.1, 166.1. Elementarni analyza (%)
pro C14H13NO4, Vypocteno: C, 64.86; H, 5.05; N, 5.40. Nalezeno: C, 64.95; H, 5.18; N,
5.38.

N-(4-Ethylfenyl)-2,5-dihydroxybenzamid (3g).

ir (KBr): (C=0) 1654 cm™; *H NMR (DMSO): & 1.19 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, CH3), 2.54 (q,
J=75Hz,2H, CH,), 6.79 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-3), 6.85 (dd, J = 3.0 Hz, J= 8.7 Hz, 1
H, H-4), 7.09-7.14 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.33 (d, J = 3.0 Hz, 1 H, H-6), 7.49-7.55 (m, 2
H, H-2", H-6"), 9.22 (bs, 1 H, OH), 10.26 (bs, 1 H, OH), 10.89 (bs, 1 H, NH); **C NMR
(DMSO): 6 15.1, 28.2, 114.4, 117.9, 118.0, 121.0, 121.0, 129.2, 132.8, 135.3, 149.8,
151.1, 166.1. Elementarni analyza (%) pro CisHisNOs3, Vypocteno: C, 70.02; H, 5.88;
N, 5.44. Nalezeno: C, 70.10; H, 5.99; N, 5.28.

N-Fenyl-2,6-dihydroxybenzamid (4a).

ir (KBr): (C=0) 1654 cm™; *"H NMR (DMSO): & 6.41 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, H-3, H-5),
7.10-7-15 (m, 1 H, H-4"), 7.19 (t, J = 8.4 Hz, 1 H, H-4), 7.32-7-38 (m, 2 H, H-3", H-5"),
7.61-7-65 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.73 (bs, 1 H, NH), 12.24 (bs, 2 H, OH); *C NMR
(DMSO): & 104.3, 107.6, 121.2, 124.7, 129.2, 133.8, 13.7, 159.8, 168.3. Elementarni
analyza (%) pro Ci3H11NO3, Vypocteno: C, 68.11; H, 4.84; N, 6.11. Nalezeno: C,
68.22; H, 4.96; N, 6.16.

N-(4-Chlorfenyl)-2,6-dihydroxybenzamid (4b).

ir (KBr): (C=0) 1648 cm™; *H NMR (DMSO): § 6.42 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, H-3, H-5),
7.19 (t, J = 8.1 Hz, 1 H, H-4), 7.39-7.45 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.66-7-72 (M, 2 H, H-2",
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H-6"), 10.74 (bs, 1 H, NH), 11.97 (bs, 2 H, OH); **C NMR (DMSO0): & 105.1, 107.5,
122.6, 128.2, 129.0, 133.7, 136.8, 159.5, 168.1. Elementarni analyza (%) pro
Ci13H10CINO3, Vypocteno: C, 59.22; H, 3.82; N, 5.31. Nalezeno: C, 59.40; H, 3.89; N,
5.41.

N-(4-Fluorfenyl)-2,6-dihydroxybenzamid (4c).

ir (KBr): (C=0) 1649 cm™; *H NMR (DMSO): & 6.44 (d, J = 8.4 Hz, 2 H, H-3, H-5),
7.18-7.25 (m, 3 H, H-4, H-3", H-5"), 7.66-7.72 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.71 (bs, 1 H,
NH), 12.17 (bs, 2 H, OH); **C NMR (DMSO): 6 104.5, 107.6, 115.7 (d, J = 88.8 Hz),
123.3 (d, J = 31.8 Hz), 133.9 (d, J = 96.9 Hz), 157.4, 159.8, 160.6, 168.2. Elementarni
analyza (%) pro Ci3H10FNOs, Vypocteno: C, 63.16; H, 4.08; N, 5.67. Nalezeno: C,
63.20; H, 3.90; N, 5.61.

2,6-Dihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (4d).

ir (KBr): (C=0) 1651 cm™; *H NMR (DMSO0): 6 2.28 (s, 3 H, CH3), 6.43 (d, J = 8.4 Hz,
1 H, H-3, H-5), 7.16-7.22 (m, 3 H, H-3", H-4, H-5"), 7.50-56 (m, 2 H, H-2", H-6"),
10.69 (bs, 1 H, NH), 12.34 (bs, 2 H, OH); *C NMR (DMSO0): & 20.7, 104.1, 107.6,
121.2, 129.5, 133.8, 133.9, 135.1, 159.9, 168.3. Elementarni analyza (%) pro
C14H13NO3, Vypocteno: C, 69.12; H, 5.39; N, 5.76. Nalezeno: C, 89.88; H, 5.51; N,
5.81.

2,6-Dihydroxy-N-(3-methylfenyl)benzamid (4e).

ir (KBr): (C=0) 1646 cm™; 'H NMR (DMSO):  2.32 (s, 3 H, CHs), 6.44 (d, J = 8.1 Hz,
1 H, H-3, H-5), 6.98 (dd, J = 0.6 Hz, J = 7.5 Hz, 1 H, H-4"), 7.22 (t, J = 8.1 Hz, 1 H, H-
4),7.26 (t, J = 7.5 Hz, 1 H, H-5", 7.43-7.54 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.72 (bs, 1 H, NH),
12.31 (bs, 2 H, OH); *C NMR (DMSO): & 21.3, 104.1, 107.6, 118.3, 121.6, 125.4,
129.0, 133.8, 137.6, 138.5, 159.9, 168.4. Elementarni analyza (%) pro Ci4Hi3NOs,
Vypocteno: C, 69.12; H, 5.39; N, 5.76. Nalezeno: C, 69.26; H, 5.51; N, 5.89.

2,6-Dihydroxy-N-(4-methoxyfenyl)benzamid (4f).

ir (KBr): (C=0) 1652 cm™; *H NMR (DMSO): 6 3.75 (s, 3 H, OCH3), 6.42 (d, J = 8.1
Hz, 1 H, H-3, H-5), 6.90-6.97 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.20 (t, = 8.1 Hz, 1 H, H-4), 7.52-
7.58 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.63 (bs, 1 H, NH), 12.40 (bs, 2 H, OH); *C NMR
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(DMSO): & 55.4, 103.8, 107.6, 114.2, 122.9, 130,5, 133.8, 156.4, 160.0, 168.1.
Elementarni analyza (%) pro Ci4Hi13NO,4, Vypoéteno: C, 64.86; H, 5.05; N, 5.40.
Nalezeno: C, 64.96; H, 5.26; N, 5.50.

N-(4-Butylfenyl)-2,6-dihydroxybenzamid (4i).

ir (KBr): (C=0) 1647 cm™; *H NMR (DMSO): & 0.89 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, CH3), 1.30
(sext, J = 75 Hz, 2 H, CH,CH,CH,CHs), 1.54 (pent, J = 7.5 Hz, 2 H,
CH,CH,CH,CHs), 2.55 (t, J = 7.5 Hz, 2 H, CH,CH,CH,CHs), 6.44 (d, J = 8.1 Hz, 2 H,
H-3, H-5), 7.17-7.24 (m, 3 H, H-4, H-3", H-5"), 7.53-57 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.72 (bs,
1 H, NH), 12.40 (bs, 2 H, OH); *C NMR (DMSO): & 14.0, 21.9, 33.4, 34.5, 104.0,
107.6, 121.2, 128.9, 133.8, 135.3, 138.8, 160.0, 168.3. Elementarni analyza (%) pro
Ci17H1sNOs3, Vypocteno: C, 71.56; H, 6.71; N, 4.91. Nalezeno: C, 71.41; H, 6.65; N,
5.06.

N-Benzyl-2,6-dihydroxybenzamid (4Kk).

ir (KBr): (C=0) 1642 cm™; *H NMR (DMSO): & 4.54-4.58 (m, 2H, CH,), 6.38 (d, J =
8.1 Hz, 2 H, H-3, H-5), 7.20 (t, J = 8.1 Hz, 1 H, H-4), 7.22-7.29 (m, 1 H, H-4"), 7.32-
7.35 (M, 4 H, H-2", H-3", H-5", H-6"), 9.34 (bs, 1 H, NH), 12.55 (bs, 2 H, OH); *C
NMR (DMSO): 6 42.5, 102.7, 107.4, 127.2, 127.5, 128.7, 133.7, 139.0, 160.4, 170.2.
Elementarni analyza (%) pro Ci4Hi13NOs, Vypoéteno: C, 69.12; H, 5.39; N, 5.76.
Nalezeno: C, 69.19; H, 5.46; N, 5.70.

2-Hydroxy-3-methoxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (5d).

ir (KBr): (C=0) 1644 cm™; *H NMR (DMSO): § 2.28 (s, 3 H, CH3), 3.82 (s, 3 H,
OCHg), 6.89 (t, J = 8.1 Hz, 1 H, H-5), 7.13-7.19 (m, 2 H, H-3, H-6), 7.55-7.59 (m, 4 H,
H-2", H-3’, H-5", H-6"), 10.31 (bs, 1 H, NH), 11.78 (bs, 1 H, OH); *C NMR (DMSO):
6 20.7,56.1, 115.6, 117.2, 118.5, 119.9, 121.5, 129.3, 129.3, 133.6, 135.6, 148.6, 149.6,
167.5. Elementarni analyza (%) pro CisH1sNOs, Vypocteno: C, 70.02; H, 5.88; N, 5.44.
Nalezeno: C, 70.19; H, 5.96; N, 5.22.

2-Hydroxy-6-methoxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (6d).

ir (KBr): (C=0) 1641 cm™; 'H NMR (DMSO): & 2.28 (s, 3 H, CHs), 3.84 (s, 3 H,
OCHj3), 6.55 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, H-5), 6.55 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, H-3), 7.12-7.16 (m, 2
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H, H-3", H-57), 7.25 (t, J = 8.1 Hz, 1 H, H-4), "), 7.58-7.61 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.15
(bs, 1 H, NH), 11.16 (bs, 1 H, OH); **C NMR (DMSO): § 20.7, 56.2, 102.2, 109.6,
111.3, 120.2, 129.2. 131.7, 132.8, 136.5, 157.8, 158.6, 165.6. Elementarni analyza (%)
pro C15Hi1sNO3, Vypocteno: C, 70.02; H, 5.88; N, 5.44. Nalezeno: C, 70.10; H, 5.70; N,
5.60.

N-(4-Chlorfenyl)-2,3,4-trihydroxybenzamid (7b).

ir (KBr): (C=0) 1647 cm™; *"H NMR (DMSO):  6.38 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, H-5), 7.19-
7.24 (m, 3 H, H-6, H-3", H-5"), 7.65-7.69 (m, 2 H, H-2", H-6"), 8.62 (bs, 1 H, OH), 9.76
(bs, 1 H, OH), 10.12 (bs, 1 H, NH), 12.16 (bs, 1 H, OH); **C NMR (DMSO): & 107.3,
107.8, 119.2, 123.1, 128.0, 128.8, 133.1, 137.4, 150.6, 150.8, 168.7. Elementarni
analyza (%) pro Ci3H1oCINO,4, Vypocteno: C, 55.83; H, 3.60; N, 5.01. Nalezeno: C,
56.02; H, 3.66; N, 4.95.

2,3,4-Trihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (7d).

ir (KBr): (C=0) 1645 cm™; *H NMR (DMSO): § 2.28 (s, 3 H, CHs), 6.39 (d, J = 8.4 Hz,
1 H, H-5), 7.14-7.18 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.43 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, H-6), 7.52-7.55 (m,
2 H, H-2", H-6"), 8.60 (bs, 1 H, OH), 9.65 (bs, 1 H, OH), 10.07 (bs, 1 H, NH), 12.41 (bs,
1 H, OH); **C NMR (DMSO): § 20.7, 107.1, 107.7, 118.9, 121.7, 129.3, 133.0, 133.4,
135.7, 150.4, 151.0, 168.6. Elementarni analyza (%) pro Ci4H13NOs, Vypoéteno: C,
64.86; H, 5.05; N, 5.40. Nalezeno: C, 64.75; H, 5.21; N, 5.60.

4.2  Priprava N-fenyl-dihydroxythiobezamidi

0 = S =
“ :_RZ “ :_R2
AN N P4S10/ py AN N
R1—- H > Rl [
= MW i O p=S
OH o \_ H
S +N
| N
=
S 72
R
H,O / HCI / CHCl; AN N X
> JLL
reflux R™T _ H
OH
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Smés odpovidajiciho N-fenyl-dihydroxybenzamidu (3 mmol), P4Sip (3 mmol) a
pyridinu (7 ml) byla po dobu 45-60 minut (3-4x 15 minut) zahfivana v mikrovinném
reaktoru pii vykonu 500 W. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC za pouziti mobilni
faze aceton:hexan (2:3) do vymizeni vychozi latky. Reakéni smés byla poté ochlazena a
nalita do 100 ml vody a 100 ml CHCI; a okyselena konc. HCI na pH ~ 1-2 a zahtivana
na olejové lazni po dobu 3-6 hodin. Priubéh reakce byl sledovan pomoci TLC za pouziti
mobilni faze aceton:hexan (2:3). Reak¢ni smés byla ochlazena, organicka faze oddélena
a odpaiena do sucha. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu
za pouziti mobilni faze aceton:hexan (1:12) a rekrystalizovan ze smési ethanol-voda.

Byla ziskana zluté krystalicka latka. Piehled ptipravenych derivata viz Tabulka €. 2.

| N N
R H
=
OH

R! R? R?
8 3-OH a H g 4-CH2CH3
9 4-OH b 4-Cl h 4-C(CHy),
10 5-OH c 4-F i 4-[CH,]5CH3
11 6-OH d 4-CHjs ] 4-CH,CH(CHy3),
12 3-OCH3 (] 3-CH3 k 4-CH206H5*
13 6-OCH3 f | 4-OCH;

: I ) Py * Substituent na N misto fenylu
H
MeO OH
14
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Tabulka &. 2: Piehled ptipravenych N-fenyl-dihydroxyhiobenzamida

! ) Sumarni vzorec T.t Vytézek
Latka | R R )
M (g-mol™) (°O) (%)
8a | 3-OH H 147-148 40
24530
C1sH1oCINO,S
8b | 3-OH 4-Cl 155.5-7 39
279.75
C1sH10FNO,S
8 | 3-OH 4-F 131-132 42
263.29
8d | 3-OH 4-CHs C1HisNOS | 157585 51
259.33
C1sH1sNO,S
8 | 3-OH | 4-CH,CHs 125-127 58
273.36
8i | 3-OH | 4-CH,CH(CHg), | C1rHsNO25 90-91 62
301.41
175-177
ob | 4-OH 4-Cl C1aHioCINGZS o 51
279.75 (177-8)
CuH1NO,S | 163-164
9d 4-OH 4-CHs; 167 44
259.33 (180%7)
oh | 4-OH | 4-C(CHa) CieHiNO2S | 167 168 51
287.37
C1sH1iNO,S
10a | 5-OH H 167-169 49
24530
C1sH1CINO,S
10b | 5-OH 4-C| 172-174 53
279.75
109 | 5-OH | 4-CH,CHs CisHisNO2S | 197,919 42
273.36
C13H11NO,S
11a | 6-OH H 162-164 46
24530
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Tabulka €. 2: pokracovani

! ) Sumarni vzorec T.t Vytézek
Latka | R R 3
M (g-mol ™) O (9%0)
C13H1,CINO,S
11b | 6-OH 4-Cl 188-190 47
279.75
11e | 6-OH 3-CHs C14H13NO2S 147-149 59
259.33
11i | 6-OH | 4-[CH,]sCH CurH1aNO,S 127-128 53
! ) -[CH:]sCHs 301.41 )
11k | 6-OH | 4-CH,CgHs* C1aH1sNO,S 68
. C1sHsNO,S
3-OCH; 4-CHs 273 35 162-164 54
C1sHsNOLS
13d | 6-OCH; 4-CHj T2 85-86 61
273.35
| l§ C1,H1N,0,58
14 12A12N2075) }
/C[H s a3 234-236 64
MeO OH

* Substituent na N misto fenylu

N-Fenyl-2,3-dihydroxythiobenzamid (8a).

ir (KBr): (O-H) 3495, (C-0) 1202, (C=S) 1080 cm™; *H NMR (CD3;COCD3): & 6.81 (t,
J=8.1Hz,1H,H-5),7.01(dd, J=15Hz,J=8.1Hz, 1 H, H-4), 7.31-7.37 (m, 2 H, H-
4’, H-6), 7.45-7.50 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.72-7.75 (m, 2 H, H-2", H-6"), 11.03 (bs, 2 H,
OH); **C NMR (CDsCOCDs): 6 118.3, 118.7, 119.6, 125.3, 126.1, 127.8, 129.5, 139.8,
146.9, 147.5, 195.7. Elementarni analyza (%) pro C13H1:NO,S, Vypocteno: C, 63.65; H,

452: N,5.71; S, 13.07. Nalezeno: C, 63.51; H, 4.60; N, 5.68; S, 13.21.

N-(4-Chlorfenyl)-2,3-dihydroxythiobenzamid (8b).

ir (KBr): (O-H) 3448, (C-0) 1204, (C=S) 1078 cm™; *H NMR (CD3;COCD3): & 6.80 (t,
J=8.1Hz, 1H, H-5),7.01 (dd, J=0.9 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H, H-4), 7.33 (d, J = 8.1 Hz, 1
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H, H-6), 7.48-7.52 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.77-7.81 (m, 2 H, H-2", H-6"), 8.05 (bs, 1 H,
OH), 10.85 (bs, 1 H, OH), 11.07 (bs, 1 H, NH); *C NMR (CD3COCD3): & 118.7, 118.8,
125.9, 127.7, 129.6, 132.5, 138.7, 146.6, 147.4, 196.1. Elementarni analyza (%) pro
C13H10CINO,S, Vypodteno: C, 55.82; H, 3.60; N, 5.01; S, 11.46. Nalezeno: C, 55.85; H,
3.51; N, 4.93; S, 11.31.

N-(4-Fluorfenyl)-2,3-dihydroxythiobenzamid (8c).

ir (KBr): (O-H) 3294, (C-0) 1215, (C=S) 1081 cm™; *H NMR (CDsCOCD3): & 6.81 (t,
J=8.1Hz, 1H, H-5),7.01(dd, J=1.2 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H, H-4), 7.18-7.38 (m, 3 H, H-
3’, H-5", H-6), 7.71-7.78 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.79 (bs, 1 H, OH), 11.03 (bs, 1 H,
NH);**C NMR (CD3COCDs): § 116.2 (d, J = 22.9 Hz), 118.8, 119.7 (d, J = 15.7 Hz),
122.8, 125.1, 128.4 (d, J = 8.3 Hz), 136.0, 146.9, 147.5, 161.9 (d, J = 244.8 Hz), 196.2.
Elementarni analyza (%) pro Ci3H10FNO,S, Vypocéteno: C, 59.30; H, 3.83; N, 5.32; S,
12.18. Nalezeno: C, 59.16; H, 3.79; N, 5.26; S, 12.15.

2,3-Dihydroxy-N-(4-methylfenyl)thiobenzamid (4d).

ir (KBr): (O-H) 3458, (C-0) 1201, (C=S) 1078 cm™; *H NMR (CD3COCD3): & 2.37 (s,
3 H, CHy), 6.80 (t, J = 8.1 Hz, 1 H, H-5), 7.00 (dd, J = 1.5 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H, H-4),
7.25-7.32 (m, 3 H, H-3", H-5", H-6), 7.57-7.61 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10,95 (bs, 2 H,
OH); *C NMR (CD3;COCDs): § 21.0, 118.0, 118.6, 119.5, 125.0, 125.9, 129.9, 137.1,
137.6, 146.9, 147.5, 195.3. Elementarni analyza (%) pro Ci4H13NO,S, Vypocteno: C,
64.84; H, 5.05; N, 5.40; S, 12.36. Nalezeno: C, 64.95; H, 5.07; N, 5.31; S, 12.33.

N-(4-Ethylfenyl)-2,3-dihydroxythiobenzamid (8g).

ir (KBr): (O-H) 3499, (C-0) 1200, (C=S) 1081 cm™; *H NMR (CD3;COCD3): & 1.24 (t,
J=75Hz, 3 H, CHs), 2.68 (q, J = 7.5 Hz, 2 H, CH,), 6.80 (t, J = 7.8 Hz, 1 H, H-5),
7.00 (dd, J = 1.2 Hz, J = 7.8 Hz, 1 H, H-4), 7.26-7.37 (m, 3 H, H-3", H-5", H-6), 7.50-
7.67 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.98 (bs, 1 H, OH), 10.93 (bs, 1 H, NH), 11.18 (bs, 1 H, OH);
3C NMR (CDsCOCDs): 6 15.9, 29.0, 118.2, 118.7, 119.6, 125.3, 126.0, 128.7, 128.9,
137.4, 144.0, 147.6, 195.3. Elementarni analyza (%) pro CisHisNO,S, Vypocteno: C,
65.91; H, 5.53; N, 5.12; S, 11.73. Nalezeno: C, 66.12; H, 5.40; N, 4.96; S, 11.56.
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N-(4-sek-Butylfenyl)-2,3-dihydroxythiobenzamid (8j).

ir (KBr): (O-H) 3478, (C-0) 1202, (C=S) 1077 cm™; *H NMR (CD3COCD3): & 0.83 (t,
J=7.2Hz, 3H, CH,CHj3), 1.25 (d, J = 6.9 Hz, 3 H, CHCH3), 1.63 (quin, J = 7.2 Hz, 2
H, CHy), 2.69 (sext, J = 7.2 Hz, 1 H, CH), 6.80 (t, J = 8.1 Hz, 1 H, H-5), 7.00 (dd, J =
1.2 Hz, J=8.1 Hz, 1 H, H-4), 7.25-7.36 (m. 3 H, H-3’, H-5", H-6), 7.63-7.71 (m, 2 H,
H-2°, H-6"), 10.97 (bs, 1 H, NH); *C NMR (CDs;COCDs): & 12.5, 22.1, 29.0, 31.7,
42.1, 118.3, 118.7, 119.6, 125.3, 125.8, 128.0, 137.6, 146.9, 147.3, 147.6, 195.2.
Elementarni analyza (%) pro Ci7H19NO,S, Vypocteno: C, 67.74; H, 6.35; N 4.65; S,
10.64. Nalezeno: C, 67.51; H, 6.49; N 4.49; S, 10.63.

N-(4-Chlorfenyl)-2,4-dihydroxythiobenzamid (9Db).

ir (KBr): (O-H) 3303, (C-0) 1224, (C=S) 1090 cm™; 'H NMR (CD3;COCD3): & 6.43-
6.47 (m, 2 H, H-3, H-5), 7.45-7.50 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.67-7.71 (m, 2 H, H-2", H-6"),
7.84 (d, J=9.6 Hz, 1 H, H-6), 9.19 (bs, 1 H, OH), 10.87 (bs, 1 H, OH), 11.73 (bs, 1 H,
NH); *C NMR (CD3COCDs): § 104.7, 108.4, 116.9, 128.1, 129.5, 130.2, 132.2, 138.8,
161.8, 163.2, 195.1. Elementarni analyza (%) pro C13H10CINO,S, Vypocteno: C, 55.82;
H, 3.60; N, 5.01; S, 11.46. Nalezeno: C, 55.75; H, 3.49; N, 4.95; S, 11.39.

2,4-Dihydroxy-N-(4-methylfenyl)thiobenzamid (9d).

ir (KBr): (O-H) 3333, (C-0) 1206, (C=S) 1110 cm™; *H NMR (CD3COCD3): § 2.35 (s,
3 H, CHs), 6.40-6.46 (m, 2 H, H-3, H-5), 7.22-7.26 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.47-7.51 (m,
2 H, H-2", H-6), 7.79 (d, J = 9.6 Hz, 1 H, H-6), 9.13 (bs, 1 H, OH), 10.73 (bs, 1 H,
OH), 11.85 (bs, 1 H, NH); *C NMR (CDsCOCDs): 5 21.0, 104.8, 108.2, 116.8, 126.3,
129.6, 129.9, 137.3, 137.4, 162.0, 162.9, 194.5. Elementarni analyza (%) pro
C14H13NO,S, Vypocéteno: C, 64.84; H, 5.05; N, 5.40; S, 12.36. Nalezeno: C, 64.98; H,
5.01; N, 5.24; S, 12.24.

2,4-Dihydroxy-N-(4-isopropylfenyl)thiobenzamid (9h).

ir (KBr): (O-H) 3304, (C-0) 1225, (C=S) 1129 cm™; 'H NMR (CDsCOCD3): & 1.26 (d,
J =6.9 Hz, 6 H, CH(CHy3),), 2.95 (hept, J = 6.9 Hz, 1 H, CH), 6.41-6.46 (m, 2 H, H-3,
H-5), 7.29-7.34 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.53-7.57 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.80 (d, J = 9.6
Hz, 1 H, H-6), 9.15 (bs, 1 H, OH), 10.74 (bs, 1 H, NH), 11.87 (bs, 1 H,0H); *C NMR
(CD3COCDs3): 6 24.2, 34.4, 104.8, 108.2, 116.9, 126.3, 127.3, 129.7, 137.7, 148.2,
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162.0, 163.0, 194.4. Elementarni analyza (%) pro C16H17NO,S, Vypocteno: C, 66.87; H,
5.96; N, 4.87; S, 11.16. Nalezeno: C, 66.75; H, 6.19: N, 4.75; S, 11.01.

N-Fenyl-2,5-dihydroxythiobenzamid (10a).

ir (KBr): (O-H) 3265, (C-0) 1199, (C=S) 1076 cm™; *H NMR (CDs;COCD:3): & 6.83 (d,
J=8.7Hz, 1 H, H-3),6.99 (dd, J = 2.7 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-4), 7.17-7.33 (m, 3 H, H-
3" H-4", H-5"),7.41 (d, J = 2.7 Hz, 1 H, H-6), 7.63-7.67 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.68 (bs,
1 H, OH), 10.31 (bs, 1 H, NH), 11.07 (bs, 1 H, OH); *C NMR (DMSO): 5 114.6, 119.2,
121.1, 122.1, 125.6, 130.0, 134.7, 137.6, 150.2, 150.9, 195.3. Elementarni analyza (%)
pro C13H11NO,S, Vypocteno: C, 63.65; H, 4.52; N, 5.71; S, 13.07. Nalezeno: C, 63.51;
H, 4.60; N, 5.68; S, 13.21.

N-(4-Chlorfenyl)-2,5-dihydroxythiobenzamid (10b).

ir (KBr): (O-H) 3266, (C-O) 1266, (C=S) 1091 cm™; *H NMR (CDsCOCD3): & 6.85 (d,
J=8.7Hz, 1 H, H-3), 6.92 (dd, J = 2.9 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-4), 7.37 (d, J = 2.9 Hz, 1
H, H-6), 7.46-7.51 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.82-7.86 (m, 2 H, H-2", H-6"), 11.19 (bs, 2 H,
OH); **C NMR (CDsCOCD3): & 115.3, 119.4, 121.3, 126.2, 127.2, 129.5, 132.1, 139.0,
150.4, 150.7, 195.9. Elementarni analyza (%) pro C13H10CINO,S, Vypocteno: C, 55.82;
H, 3.60; N, 5.01; S, 11.46. Nalezeno: C, 55.76; H, 3.44; N, 4.96; S, 11.54.

N-(4-Ethylfenyl)-2,5-dihydroxythiobenzamid (10g).

ir (KBr): (O-H) 3237, (C-0) 1250, 1206, (C=S) 1079 cm™; *H NMR (CDsCOCD3): &
1.24 (t, J=7.8 Hz, 3 H, CHj3), 2.68 (9, J = 7.8 Hz, 2 H, CH,), 6.84 (d, J = 8.7 Hz, 1 H,
H-3), 6.93 (dd, J = 2.7 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-4), 7.28-7.35 (m, 3 H, H-3", H-5", H-6),
7.66-7.70 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.31 (bs, 1 H, NH), 11.08 (bs, 1 H, OH), 11.46 (bs, 1
H, OH); *C NMR (CDsCOCD3): & 16.0, 30.7, 114.7, 119.6, 121.1, 122.1, 122.8, 126.0,
128.8, 137.8, 143.8, 150.6, 195.2. Elementarni analyza (%) pro CisHisNO,S,
Vypocéteno: C, 65.91; H, 5.53; N, 5.12; S, 11.73. Nalezeno: C, 65.98; H, 5.71; N, 5.02;
S, 11.56.

N-Fenyl-2,6-dihydroxythiobenzamid (11a).

ir (KBr): (O-H) 3174, (C-0) 1258, (C=S) 1016 cm™; *H NMR (CDsCOCDs): & 6.51 (d,
J=8.1Hz, 2 H, H-3, H-5), 7.16 (t, = 8.1 Hz, 1 H, H-4), 7.33 (t, J = 7.5 Hz, 1 H, H-4),
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747 (t,J=75Hz,2H,H-3",H-5),7.76 (d,J=7.5Hz, 2 H, H-2", H-6"), 10.79 (bs, 2
H, OH): C NMR (CDsCOCDs): 5 109.2, 114.3, 125.8, 127.8, 129.5, 133.0, 139.7,
157.6, 192.9. Elementarni analyza (%) pro C13H1:NO,S, Vypocteno: C, 63.65; H, 4.52;
N, 5.71; S, 13.07. Nalezeno: C, 63.72; H, 4.63; N, 5.72; S, 12.91.

N-(4-Chlorfenyl)-2,6-dihydroxythiobenzamid (11b).

ir (KBr): (O-H) 3347; 1462, (C-O) 1310, 1198, (C=S) 1013 cm™; 'H NMR
(CDsCOCDs): 6 6.51 (d, J = 8.3 Hz, 2 H, H-3, H-5), 7.16 (t, J = 8.3 Hz, 1 H, H-4), 7.48-
7.52 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.79-7.83 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.46 (bs, 2 H, OH), 11.50
(bs, 1H, NH); *C NMR (CDsCOCDs): & 109.2, 114.6, 127.4, 129.6, 132.4, 133.2,
138.5, 157.5, 193.4. Elementarni analyza (%) pro C13H10CINO,S, Vypocteno: C, 55.82;
H, 3.60; N, 5.01; S, 11.46. Nalezeno: C, 55.95; H, 3.51; N, 4.89; S, 11.39.

2,6-Dihydroxy-N-(3-methylfenyl)thiobenzamid (11e).

ir (KBr): (O-H) 3321; 1461, (C-O) 1208, (C=S) 1084 cm™; *H NMR (CD3;COCD3): &
2.37 (s, 3 H, CHs), 6.51 (d, J = 8.1 Hz, 2 H, H-3, H-5), 7.12-7.18 (m, 2 H, H-4", H-5"),
7.34 (t, J = 8.1 Hz, 1 H, H-4), 7.53-7.61 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.30 (bs, 2 H, OH),
11.22 (bs, 1 H, NH); *C NMR (CD3;COCD3): § 21.3, 109.2, 122.9, 126.2, 128.5, 129.4,
133.0, 139.4, 139.6, 157.7, 192.8. Elementarni analyza (%) pro CisHisNO,S,
Vypoéteno: C, 64.84; H, 5.05; N, 5.40; S, 12.36. Nalezeno: C, 64.71; H, 5.16; N, 5.29;
S, 12.26.

N-(4-Butylfenyl)-2,6-dihydroxythiobenzamid (11i).

ir (KBr): (O-H) 3172; 1452, (C-O) 1291, 1203, (C=S) 1015 cm™; 'H NMR
(CDsCOCD3): & 0.93 (t, J = 7.2 Hz, 3 H, CHg), 1.37 (sext, J = 7.2 Hz, 2 H,
CH,CH,CH,CHs), 1.63 (quin, J = 7.8 Hz, 2 H, CH,CH,CH,CHj), 2.65 (t, J = 7.8 Hz, 2
H, CH,CH,CH,CHs), 6.51 (d, J = 8.1 Hz, 2 H, H-3, H-5), 7.15 (t, J = 8.1 Hz, 1 H, H-4),
7.27-7.31 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.65-7.69 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.64 (bs, 2 H, OH),
11.31 (bs, 1 H, NH); *C NMR (CDsCOCDs): & 14.1, 22.9, 34.3, 35.7, 109.2, 114.2,
125.5, 129.4, 133.0, 137.3, 142.6, 157.6, 192.4. Elementarni analyza (%) pro
C17H19NO,S, Vypocteno: C, 67.74; H, 6.35; N 4.65; S, 10.64. Nalezeno: C, 67.84; H,
6.39; N 4.49; S, 10.53.
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N-Benzyl-2,6-dihydroxythiobenzamid (11Kk).

ir (KBr): (O-H) 3224; 1460, (C-0O) 1204, (C=S) 1031 cm™; *H NMR (CDsCOCD3): &
5.03-5.05 (m, 2 H, CH,), 6.48 (d, J = 8.1 Hz, 2 H, H-3, H-5), 7.12 (t, J = 8.1 Hz, 1 H,
H-4), 7.26-7.38 (m, 3 H, H-3", H-4", H-5"), 7.45-7.47 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.59 (bs, 1
H, NH), 10.91 (bs, 2 H, OH); *C NMR (CDsCOCD3): & 49.5, 109.3, 112.2, 128.2,
128.7, 129.4, 133.1, 137.5, 158.1, 192.7. Elementarni analyza (%) pro Ci4Hi3NO,S,
Vypoéteno: C, 64.84; H, 5.05; N, 5.40; S, 12.36. Nalezeno: C, 64.97; H, 4.89; N 5.49;
S, 12.50.

2-Hydroxy-3-methoxy-N-(4-methylfenyl)thiobenzamid (12d).

ir (KBr): (O-H) 3251, (C-0) 1249, (C=S) 1083 cm™; 'H NMR (CD3COCD3): § 2.35 (s,
3 H, CH3), 3.88 (s, 3 H, OCH3),6.87 (t, J =8.1 Hz, 1 H, H-5), 7.85 (dd, J = 1.5 Hz, J =
8.1 Hz, 1 H, H-4), 7.23-7.27 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.53 (dd, J = 1.5 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H,
H-6), 7.72-7.80 (m, 2 H, H-2", H-6"), 9.78 (bs, 1 H, NH), 11.06 (bs, 1 H, OH); *C
NMR (CD3;COCDs3): 6 21.0, 56.6, 114.6, 119.4, 122.5, 125.0, 127.5, 129.9, 137.0,
137.9, 145.9, 149.2, 195.2. Elementarni analyza (%) pro CisHisNO,S, Vypocteno: C,
65.91; H, 5.53; N, 5.12; S, 11.73. Nalezeno: C, 65.80; H, 5.69; N, 5.07; S, 11.66.

2-Hydroxy-6-methoxy-N-(4-methylfenyl)thiobenzamid (13d).

ir (KBr): (O-H) 3284, (C-0) 1234, (C=S) 1076 cm™; *H NMR (CD3COCD3): 5 2.36 (s,
3 H, CHs), 3.87 (s, 3 H, OCHg), 6.56-6.63 (m, 2 H, H-3, H-5), 7.24 (t, J = 8.4 Hz, 1 H,
H-4), 7.26-7.30 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.72-7.79 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.10 (bs, 1 H,
NH), 11.23 (bs, 1 H, OH); *C NMR (CDsCOCD3): & 21.1, 56.5, 103.2, 111.3, 117.7,
123.6, 125.0, 129.9, 132.2, 137.4, 156.6, 158.4, 192.2. Elementarni analyza (%) pro
Ci1sH1sNO,S, Vypoéteno: C, 65.91; H, 5.53; N, 5.12; S, 11.73. Nalezeno: C, 65.85; H,
5.50; N, 5.08; S, 11.80.

2-Hydroxy-4-methoxy-N-(4-methyl-1,3-thiazol-2-yl)thiobenzamid (14)

ir (KBr): (O-H) 3310, (C-0) 1229, (C=S) 1092 cm™; '"H NMR (CD3COCD3): § 2.42 (s,
3 H, CHs), 3.81 (s, 3 H, OCHg), 6.32 (d, J =2.7 Hz, 1 H, H-3), 6.44 (dd, J=9.0 Hz, J =
2.7 Hz, 1 H, H-5), 6.69 (d, J = 1.2 Hz, 1 H, CH-thiazol), 8.45 (d, J = 9.0 Hz, 1 H, H-6);
3C NMR (CDsCOCD3): & 13.6, 55.6, 101.5, 105.9, 107.3, 120.6, 135.4, 136.4, 161.5,
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164.7, 168.9, 200.3. Elementarni analyza (%) pro C12H12N20,S;, Vypocteno: C, 51.41;
H, 4.31; N 9.99: S, 22.87. Nalezeno: C, 51.35; H, 4.21; N 9.91; S, 22.83.

4.3  Priprava hydroxyderivata 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu

Rl

R? R?
> o
= O/&O

o
Zon pyridin

Smés piislusného N-fenyl-dihydroxybenzamidu (5 mmol) v 50 ml pyridinu byla
ochlazena ve smési voda-led-NaCl na -5 az 0 °C. Za stalého michani byl pfikapavan
methyl-chlorfomiat (0.5 ml, 6 mmol) tak, aby teplota smési nepiekrocila +5 °C. Smés
byla 2 hodiny zahfivana na olejové lazni a nasledné 12 hodin za laboratorni teploty.
Smés byla poté okyselena 5% HCI na pH = 6, pfi¢emz vznikl bily zakal. Vysledna
heterogenni smés byla ochlazena za vzniku bilych krystal. Surovy produkt byl
odfiltrovan za snizeného tlaku a piekrystalovan z ethanolu. Ptehled pfipravenych

derivata viz Tabulka ¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Prehled ptipravenych hydroxyderivatd 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dionu

! ) Sumarni vzorec T. t Vytézek
Latka R R !
M (g-mol™) (°C) (%)
C14H9NO,
15a 8-OH H 276-278.5 88
255.23
C14HsCINO,
15b | 8-OH 4C] 255.257 90
289.68
C15H11NO4
15d 8-OH 4-CH3 243-245 91
269.26
15f | 8-OH C1sHuNOs 245-247 89
4-OCHs 285.26
C14HgNO4
16a 7-OH H 283-286 81
255.23
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Tabulka €. 3: pokracovani

] 1 ) Sumarni vzorec T.t Vytézek
Latka R R ' 1 . 0
M (g-mol™) (°C) (%)
C14HsCINO,4
16b 7-OH 4-Cl 289,63 250-252 77
C15H11NO4
16d 7-OH 4-CHs3 269.26 282-285 86
C15H11NOs
16f 7-OH 4-OCHj 285 26 262-265 84
C14aH9NO4
17a 6-OH H 25E 23 266-269 89
C14HsCINO4
17b 6-OH 4-C| 289,68 233-235 83
C15H11NO4
17d 6-OH 4-CHs; 260.26 269-272 87
C15H11NOs
17f 6-OH 4-OCHs 285 26 275-278 90
C14HgNO, 172-173
18a 5-OH H 188 87
255.23 (169-707°°)
18h & OH C14HsCINO4 232-234 93
4-Cl 289.68 (226-28'%%)
C1sH11NOy 179-181
18d 5-OH 4-CHs 188 89
269.26 (177-7,5%8)
C15sH11NOs
18 | 5-0H | 4.0CH, o 26 212-214 85
_ C18H17NO,4
18i 5-OH | 4-[CH,]sCH;5 31134 158-159 93

3-Fenyl-8-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (15a).

ir (KBr): (C=0) 1676, 1785 cm™; 'H NMR (DMSO): & 7.24 (t, J = 7.8 Hz, 1 H, H-6),
7.31(dd, J = 1.8 Hz, J= 7.8 Hz, 1 H, H-7), 7.40 (dd, J = 1.8 Hz, J = 7.8 Hz, 1 H, H-5),
7.42-754 (m, 5 H, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6), 10.54 (bs, 1 H, OH); *C NMR
(DMSO): & 116.1, 116.9, 122.2, 125.4, 128.8, 129.2, 135.6, 141.7, 145.2, 147.7, 161.1.
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Elementarni analyza (%) pro Ci4HgNO,, Vypoéteno: C, 65.88; H, 3.55; N, 5.49.
Nalezeno: C, 65.96; H, 3.77; N, 5.85.

3-(4-Chlorfenyl)-8-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (15b).

ir (KBr): (C=0) 1699, 1742 cm™; 'H NMR (DMSO): § 7.24 (t, J = 7.8 Hz, 1 H, H-6),
7.30 (dd, J = 1.8 Hz, J = 7.8 Hz, 1 H, H-7), 7.39 (dd, J = 1.8 Hz, J = 7.5 Hz, 1 H, H-5),
7.44-7-50 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.54-7.61 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.55 (bs, 1 H, OH);
B3¢ NMR (DMSO): 6 116.0, 116.9, 122.3, 125.4, 129.3, 130.8, 133.5, 134.5, 141.6,
145.2, 147.6, 161.1. Elementarni analyza (%) pro Ci14HsCINO,4, Vypocteno: C, 58.05;
H, 2.78; N, 4.84. Nalezeno: C, 57.87; H, 2.91; N, 4.84.

8-Hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (15d).

ir (KBr): (C=0) 1701, 1753 cm™; *H NMR (DMSO):  2.37 (s, 3 H, CH3), 7.23 (t, J =
7.5Hz, 1 H, H-6), 7.25-7.34 (m, 5 H, H-7, H-2", H-3", H-5", H-6"), 7.39 (dd, J = 1.8 Hz,
J =75 Hz, 1 H, H-5), 10.49 (bs, 1 H, OH); *C NMR (DMSO): & 20.5, 115.5, 116.5,
121.8, 124.9, 128.0, 129.2, 132.4, 137.9, 141.2, 144.7, 147.3, 160.7. Elementarni
analyza (%) pro CisH1iNO4, Vypocteno: C, 66.91; H, 4.12; N, 5.20. Nalezeno: C,
67.09; H, 4.22; N, 5.22.

8-Hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (15f).

ir (KBr): (C=0) 1704, 1766 cm™*; *H NMR (DMSO): & 3.81 (s, 3 H, OCHs), 7.00-7-07
(m, 2 H, H-3", H-5"), 7.23 (t, J = 7.8 Hz, 1 H, H-6), 7.27-7.36 (m, 3 H, H-7, H-2", H-6"),
7.39 (dd, J = 1.8 Hz, J = 7.8 Hz, 1 H, H-5), 10.48 (bs, 1 H, OH); *C NMR (DMSO): 5
55.6,114.4,116.1, 116.9, 122.1, 125.3, 128.0, 129.9, 141.6, 145.2, 147.9, 159.4, 161.3.
Elementarni analyza (%) pro CisHi11NOs, Vypocteno: C, 63.16; H, 3.89; N, 4.91.
Nalezeno: C, 63.29; H, 4.11; N, 4.88.

3-Fenyl-7-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (16a).

ir (KBr): (C=0) 1699, 1770 cm™; *H NMR (DMSO): § 6.74 (d, J = 2.1 Hz, 1 H, H-8),
6.86 (dd, J = 2.1 Hz, J =8.7 Hz, 1 H, H-6), 7.38-7.52 (m, 5 H, H-2", H-3", H-4", H-5",
H-6), 7.82 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-5), 11.08 (bs, 1 H, OH); **C NMR (DMSO0): § 101.9,
106.4, 114.1, 128.8, 128.9, 129.2, 129.5, 135.5, 148.1, 154.6, 160.4, 164.8. Elementarni
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analyza (%) pro C14HgNO,, Vypocéteno: C, 65.88; H, 3.55; N, 5.49. Nalezeno: C, 65.59;
H, 3.62; N, 5.49.

3-(4-Chlorfenyl)-7-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (16b).

ir (KBr): (C=0) 1703, 1766 cm™; *H NMR (DMSO): § 6.74 (d, J = 2.1 Hz, 1 H, H-8),
6.86 (dd, J = 2.1 Hz, J = 8.4 Hz, 1 H, H-6), 7.41-7-47 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.53-7.59
(m, 2 H, H-2", H-6"),7.81 (d, J = 8.7 Hz,1 H, H-5), 11.10 (bs, 1 H, OH); *C NMR
(DMSO): 6 101.9, 106.3, 114.1, 129.2, 129.5, 130.9, 133.4, 134.4, 148.0, 154.6, 160.3,
164.9. Elementarni analyza (%) pro Ci14HsCINO,4, Vypocteno: C, 58.05; H, 2.78; N,
4.84. Nalezeno: C, 58.31; H, 2.86; N, 4.76.

7-Hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (16d).

ir (KBr): (C=0) 1698, 1771 cm™; 'H NMR (DMSO): § 2.37 (s, 3 H, CH3), 6.73 (d, J =
2.1 Hz, 1 H, H-8), 6.85 (dd, J = 2.1 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-6), 7.23-7.31 (m, 4 H, H-2,
H-3°, H5', H-6"), 7.81 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-5), 11.07 (bs, 1 H, OH); *C NMR
(DMSO): 6 21.0, 101.8, 106.4, 114.0, 128.6, 129.5, 129.6, 132.8, 138.2, 148.3, 154.5,
160.4, 164.8. Elementarni analyza (%) pro CisH11NO4, Vypoéteno: C, 66.91; H, 4.12;
N, 5.20. Nalezeno: C, 66.98; H, 4.29; N, 5.23.

7-Hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (16f).

ir (KBr): (C=0) 1704, 1766 cm™; 1H NMR (DMSO): & 3.80 (s, 3 H, OCHs), 6.73 (d, J
= 2.1 Hz, 1 H, H-8), 6.85 (dd, J = 2.1 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-6), 6.99-7.05 (m, 2 H, H-
3’ H-5,7.27-7.32 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.81 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-5), 11.05 (bs, 1 H,
OH); *C NMR (DMSO): § 56.0, 102.3, 106.9, 114.5, 114.8, 128.5, 130.0, 130.4, 148.8,
155.0, 159.8, 161.0, 165.3. Elementarni analyza (%) pro CisH11NOs, Vypocteno: C,
63.16; H, 3.89; N, 4.91. Nalezeno: C, 63.21; H, 3.97; N, 5.06.

3-Fenyl-6-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (17a).

ir (KBr): (C=0) 1735, 1680 cm™; *H NMR (DMSO): § 7.24 (dd, J = 2.4 Hz, J = 8.7 Hz,
1 H, H-7),7.28 (d, J = 2.4 Hz, 1 H, H-5), 7.35 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-8), 7.38-7.54 (m, 5
H, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"), 11.05 (bs, 1 H, OH); *C NMR (DMSO): § 111.3,
115.4, 117.8, 124.2, 128.8, 129.2, 135.6, 145.8, 148.0, 154.7, 160.9. Elementarni
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analyza (%) pro C14HgNO,, Vypocéteno: C, 65.88; H, 3.55; N, 5.49. Nalezeno: C, 65.71;
H, 3.82; N, 5.53.

3-(4-Chlorfenyl)-6-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (17b).

ir (KBr): (C=0) 1749, 1685 cm™; 'H NMR (DMSO): § 7.20-7.24 (m, 2 H, H-5, H-7),
7.34 (d, J = 8.3 Hz, 1 H, H-8), 7.42-7.47 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.54-7.59 (m, 2 H, H-2",
H-6"), 10.15 (bs, 1 H, OH); *C NMR (DMSO): & 110.8, 114.8, 117.4, 123.9, 128.8,
130.3, 133.1, 133.9, 145.3, 147.3, 154.2, 160.3. Elementarni analyza (%) pro
C14HsCINO,4, Vypocteno: C, 58.05; H, 2.78; N, 4.84. Nalezeno: C, 57.81; H, 2.75; N,
4.84.

6-Hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (17d).

ir (KBr): (C=0) 1749, 1683 cm™; "H NMR (DMSO): § 2.37 (s, 3 H, CH3), 7.23 (dd, J =
3.0 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-7), 7.26-7-35 (m, 6 H, H-5, H-8, H-2", H-3", H5', H6"),
10.04 (bs, 1 H, OH); *C NMR (DMSO): & 21.0, 111.3, 115.4, 117.8, 124.2, 128.5,
129.7, 132.9, 138.3, 145.8, 148.0, 154.7, 160.9. Elementarni analyza (%) pro
CisH11NO4, Vypocteno: C, 66.91; H, 4.12; N, 5.20. Nalezeno: C, 66.59; H, 4.24; N,
5.23.

6-Hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (17f).

ir (KBr): (C=0) 1751, 1704 cm™; "H NMR (DMSO): & 3.81 (s, 3 H, OCHs), 7.00-7.06
(m, 2 H, H-3", H-5), 7.23 (dd, J = 2.7 Hz, J = 8.7 Hz,1 H, H-7), 7.27 (d, J = 2.7 Hz, 1
H, H-5), 7.28-7.35 (m, 3 H, H-8, H-2", H-6"), 10.04 (bs, 1 H, OH); *C NMR (DMSO):
d 55.6, 111.3, 114.4, 1154, 117.8, 124.2, 128.0, 129.8, 145.8, 148.2, 154.7, 159.4,
161.0. Elementarni analyza (%) pro Ci5sH;1NOs, Vypocteno: C, 63.16; H, 3.89; N, 4.91.
Nalezeno: C, 62.91; H, 3.98; N, 4.84.

3-Fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (18a).

ir (KBr): (C=0) 1761, 1662 cm™; *H NMR (250 MHz, DMSO): § 6.88 (d, J = 8.3 Hz, 1
H, H-6), 6.92 (d, J = 8.3 Hz, 1 H, H-8), 7.44-7.57 (m, 5 H, H-2", H-3", H-4", H-5", H-
6'), 7.69 (t, J = 8.3 Hz, 1 H, H-7), 10.78 (bs, 1 H, OH); *C NMR (250 MHz, DMSO): &
100.9, 105.9, 112.0, 128.2, 128.7, 128.8, 133.9, 136.9, 146.7, 152.3, 159.1, 164.3.
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Elementarni analyza (%) pro Ci4HgNO,, Vypoéteno: C, 65.88; H, 3.55; N, 5.49.
Nalezeno: C, 65.95; H, 3.76; N, 5.63.

3-(4-Chlorfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (18b).

ir (KBr): (C=0) 1757, 1666 cm™; *H NMR (250 MHz, DMSO): § 6.84-6.95 (m, 2 H, H-
6, H-8), 7.44-7-52 (m, 2 H, H-3", H-5), 7.54-7.62 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.68 (t, J = 8.3
Hz, 1 H, H-7), 10.68 (bs, 1 H, OH); *C NMR (250 MHz, DMSO): & 101.7, 106.7,
112.9, 129.6, 131.0, 133.5, 134.2, 137.7, 147.3, 153.0, 159.9, 164.9. Elementarni
analyza (%) pro Ci14HsCINO,4, Vypoéteno: C, 58.05; H, 2.78; N, 4.84. Nalezeno: C,
57.89; H, 3.09; N, 4.86.

5-Hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (18d).

ir (KBr): (C=0) 1752, 1667 cm™; "H NMR (DMSO): § 2.38 (s, 3 H, CH5), 6.88 (dd, J =
0.9 Hz, J=8.3 Hz, 1 H, H-6), 6.93 (dd, J = 0.9 Hz, J = 8.3 Hz, 1 H, H-8), 7.29-7.35 (m,
4 H, H-2", H-3", H-5", H-6), 7.69 (t, 1 H, J = 8.3 Hz, H-7), 10.79 (bs, 1 H, OH); *C
NMR (DMSO): & 21.0, 101.5, 106.4, 112.5, 128.5, 129.8, 31.8, 137.4, 138.7, 147.3,
152.8, 159.7, 165.0. Elementarni analyza (%) pro Ci15H;1NO4, Vypocteno: C, 66.91; H,
4.12; N, 5.20. Nalezeno: C, 66.86; H, 4.29; N, 5.26.

5-Hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (18f).

ir (KBr): (C=0) 1765, 1679 cm™; *H NMR (DMSO): & 3.81 (s, 3 H, OCHj3), 6.87 (dd, J
= 0.9 Hz, J =8.2 Hz, 1 H, H-6), 6.92 (dd, J = 0.9 Hz, J = 8.2 Hz, 1 H, H-8), 7.02-7.08
(m, 2 H, H-3", H-5"), 7.33-7.39 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.69 (t, J = 8.2 Hz, 1 H, H-7),
10.81 (bs, 1 H, OH); *C NMR (DMSO): & 55.6, 101.5, 106.4, 112.4, 114.5, 126.8,
129.8, 137.4, 147.4, 152.8, 159.6, 159.7, 165.2. Elementarni analyza (%) pro
C1sH11NOs, Vypocteno: C, 63.16; H, 3.89; N, 4.91. Nalezeno: C, 63.20; H, 4.04; N,
5.07.

3-(4-Butylfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dion (18i).

ir (KBr): (C=0) 1668, 1771 cm™; *H NMR (DMSO): § 0.92 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, CHj),
1.34 (sext, J = 7.5 Hz, 2 H, CH,CH,CH,CH3), 1.60 (pent, J = 7.5 Hz, 2 H,
CH,CH,CH,CH3, 2.64 (t, J = 7.5 Hz, 2 H, CH,CH,CH,CHs3), 6.87 (d, J = 8.1 Hz, 1 H,
H-6), 6.92 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, H-8), 7.27-7.39 (m, 4 H, H-2", H-3, '"H-5", H-6"), 7.68 (t,
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J=8.1Hz 1H,H-7)10.78 (bs, 1 H, OH); *C NMR (DMSO): & 14.0, 22.0, 33.2, 34.7,
101.5, 106.4, 112.4, 128.5, 129.1, 132.0, 137.4, 143.4, 147.3, 152.8, 159.6, 165.0.
Elementarni analyza (%) pro CigHi17NO4, Vypocteno: C, 69.44; H, 5.50; N, 4.50.
Nalezeno: C, 69.29; H, 5.64; N, 4.53.

4.4  Prirava hydroxyderivata 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu a

jejich monosirnych analogi

4.4.1 Priprava tavenim s Lawessonovym ¢inidlem

1 N
R —
RZ 1
0 = o/J%o
Lawessonovo
) X N ¢inidlo
R j *
taveni 2
= O/& o s /@/ R
SU N
|
PN
Do 10ml banky byl ptedlozen ptislusny 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-
dion (4 mmol) a ekvimolarni mnozstvi Lawessonova ¢inidla (1.6 g, 4 mmol). Smés byla
tavena 4 minuty na kovové lazni pfi teploté 190-200 °C, poté rozpusténa v chloroformu
a nasledné 1 x vytfepana s 5% roztokem NaHCO3; a 1 x s vodou. Chloroformova faze
byla odpafena a surova smé&s byla CiSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu. Jako
mobilni faze byla pouZzita smés hexan a toluen (1:1). Byly izolovany 2 produkty, a to
disirny derivat s vys$§i hodnotou Rf a monosirny derivat s niz§i hodnotou Ry. Ziskané
Zluto-oranzové latky byly nasledné rekrystalovany z ethanolu. Piehled pfipravenych

derivatu viz Tabulka ¢. 4 a 5.
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Tabulka €. 4: Prehled pripravenych hydroxyderivata 3-fenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-

1,3-benzoxazin-2-onu

1 ) Sumarni vzorec T.t Vytézek
Latka R R 1
M (g-mol™) (°C) (%)
C14HgNO3S
19a 5-OH H 178-179 42
271,30
C14HgCINO3S
19b 5-OH 4-C| 223-225 39
305.74
C15H11NO3S
19d 5-OH 4-CH; 163-165 37
285.32
19f | 5-OH CsPuNOS e 187 | a1
4-OHs 301.32
C14HgCINO3S
20b 7-OH 4-Cl 258-261 5
305.74

3-Fenyl-5-hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-on (19a).

ir (KBr): (C=0) 1759, (C=S) 1072 cm™; 'H NMR (250 MHz, CDCl5):(1 § 6.79 (dd, J =
1.0 Hz, J = 8.5 Hz, 1 H, H-6), 6.95 (dd, J = 1.0 Hz, J = 8.5 Hz, 1 H, H-8), 7.23-7.28 (m,
2 H, H-2", H-6"), 7.52-7.63 (m, 4 H, H-3", H-4", H-5", H-7), 12.86 (bs, 1 H, OH); *C
NMR (250 MHz, CDCls): 6 106.1, 107.8, 115.2, 128.1, 129.7, 130.1, 137.0, 137.4,
1445, 149.6, 161.8, 192.5. Elementarni analyza (%) pro Ci4HgNO3S, Vypocteno: C,
61.98; H, 3.34; N, 5.16; S, 11.82. Nalezeno: C, 62.02; H, 3.46; N, 5.09; S, 12.20.

3-(4-Chlorfenyl)-5-hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-on (19b).

ir (KBr): (C=0) 1752, (C-0) 1253, (C=S) 1086 cm™; *H NMR (CDCl5): & 6.79 (dd, J =
1.2 Hz, J=8.5Hz, 1 H, H-6),6.95 (dd, J = 1.2 Hz, J =8.5 Hz, 1 H, H-8), 7.16-7.21 (m,
2 H, H-2", H-6"), 7.51-7.60 (m, 3 H, H-7, H-3", H-5"), 12.76 (bs, 1 H, OH); *C NMR
(CDCl5): 6 106.1, 107.7, 115.3, 129.6, 130.4, 135.7, 135.8, 137.2, 144.3, 149.5, 161.8,
192.2. Elementarni analyza (%) pro Ci14HsCINO3S, Vypocteno: C, 55.00; H, 2.64; N,
4.58; S, 10.49. Nalezeno: C, 54.89; H, 2.74; N, 4.52; S, 10.68.

5-Hydroxy-3-(4-methylfenyl)-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-on (19d).
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ir (KBr): (C=0) 1751, (C-0) 1210, (C=S) 1071 cm™; *H NMR (250 MHz, CDCls):[] &
2.46 (s, 3H, CH3), 6.78 (dd, J =1.0 Hz, J =8.4 Hz, 1 H, H-6),6.94 (dd, J = 1.0 Hz,J =
8.4 Hz, 1 H, H-8), 7.08-7.17 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.34-7.42 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.55
(t, J = 8.4 Hz, 1 H, H-7), 12.89 (bs, 1 H, OH); *C NMR (250 MHz, CDCls): & 21.4,
106.1, 107.8, 115.2, 127.7, 130.8, 134.8, 136.9, 139.9, 144.5, 149.6, 161.8, 192.6.
Elementarni analyza (%) pro CisH11NO3S, Vypocteno: C, 63.14; H, 3.89; N, 4.91; S,
11.24. Nalezeno: C, 63.05; H, 4.09; N, 4.65; S, 11.51.

5-Hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-on (19f).
ir (KBr): (C=0) 1766, (C-0) 1216, (C=S) 1073 cm™; *H NMR (CDCls): & 3.87 (s, 3 H,
OCHs), 6.78 (dd, J = 1.2 Hz, J = 8.5 Hz, 1 H, H-6), 6.94 (dd, J = 1.2 Hz, J =85 Hz, 1
H, H-8), 7.02-7.09 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.12-7.19 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.55 (t, J = 8.5
Hz, 1 H, H-7), 12.90 (bs, 1 H, OH); *C NMR (CDCls): & 55.5, 106.0, 107.8, 115.1,
115.3, 129.1, 129.8, 136.9, 144.7, 149.5, 160.2, 161.7, 192.8. Elementarni analyza (%)
pro Ci1sH11NO,4S, Vypocteno: C, 63.77; H, 5.02; N, 4.65; S, 10.64. Nalezeno: C, 63.81;
H, 5.12; N, 4.53; S, 10.89.

3-(4-Chlorfenyl)-7-hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-on (20b).

ir (KBr): (C=0) 1733, (C-0) 1252, (C=S) 1089 cm™; 'H NMR (DMSO0): § 6.72 (d, J =
2.1 Hz, 1 H, H-8),6.93 (dd, J = 2.1 Hz, J = 9.0 Hz, 1 H, H-6), 7.43-7.47 (m, 2 H, H-3",
H-57), 7.53-7.57 (m, 2 H, H-2", H-6"), 8.27(d, J = 9.0 Hz, 1 H, H-5), 10.10 (bs, 1 H,
OH); *C NMR (DMSO): § 102.0, 115.4, 129.8, 130.1, 130.3, 131.4, 134.6, 139.8,
145.6, 152.6, 165.7, 192.6. Elementarni analyza (%) pro C14HsCINO3S, Vypocteno: C,
55.00; H, 2.64; N, 4.58; S, 10.49. Nalezeno: C, 55.22; H, 2.74; N, 4.60; S, 10.40.

66



4 Experimentalni cast

Tabulka ¢&. 5: Prehled ptipravenych 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-

dithionu
! ) Sumarni vzorec T.t Vytézek
Latka | R R .
M (g-mol™) (°C) (%)
C14HgNO,S,
2la 5-OH H 192-193 32
287.
C14HsCINO,S,
21b | 50H | 4c 166-167 | 27
321.8
C1sH11NO2S;
21d 5-OH 4-CHs; 179-180 24
301.38
21f | 5-OH CosuNOsSe 1 o152 33
4-OHs 317.38

3-Fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (21a).

ir (KBr): (O-Hsenol) 1371, (C=S) 1171 cm™; *H NMR (CDCls): & 6.85 (dd, J = 1.2 Hz, J
= 8.4 Hz, 1 H, H-6), 6.94 (dd, J = 1.2 Hz, J = 8.4 Hz, 1 H, H-8), 7.19-7.23 (m, 2 H, H-
2, H-6"), 7.49-7.62 (m, 4 H, H-7, H-3", H-4’, H-5"), 12.74 (bs, 1 H, OH); **C NMR
(CDCls): 8 105.7, 109.2, 115.4, 128.1, 129.4, 130.2, 137.5, 141.5, 149.9, 161.6, 177.0,
187.9. Elementarni analyza (%) pro Ci4HgNO,S,, Vypocteno: C, 58.52; H, 3.16; N,
4.87; S, 22.32. Nalezeno: C, 58.66; H, 3.25; N, 4.65; S, 22.46.

3-(4-Chlorfenyl)-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (21b).

ir (KBr): (C-0) 1260, (C=S) 1163, 1089 cm™ cm™; *H NMR (CDCls): & 6.84 (dd, J =
1.0 Hz, J = 8.3 Hz, 1 H, H-8), 6.95 (dd, J = 1.0 Hz, J = 8.3 Hz, 1 H, H-6), 7.11-7-20 (m,
2 H,H-2", H-6"), 7.48-7.57 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.59 (t, J = 8.3 Hz, 1 H, H-7), 16.64
(s, 1 H, OH); *C NMR (CDCls): 5 105.8, 109.2, 115.6, 129.7, 130.6, 135.5, 137.6,
139.9, 1499, 161.7, 176.8, 188.8. Elementarni analyza (%) pro Ci4HsCINO,S,,
Vypoéteno: C, 52.25; H, 2.51; N, 4.35; S, 19.93. Nalezeno: C, 52.16; H, 2.55; N, 4.35;
S, 20.21.

5-Hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (21d).

ir (KBr): (O-H) 3474, (CHs) 1450, (C=S) 1169 cm™; 'H NMR (CDCls): § 2.46 (s, 3 H,
CH3), 6.84 (dd, J = 0.9 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H, H-8), 6.95 (dd, J = 0.9 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H,
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H-6), 7.06-7-11 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.35-7.40 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.58 (t, J = 8.1
Hz, 1 H, H-7), 12.76 (s, 1 H, OH); *C NMR (CDCl3): & 21.4, 105.7, 109.2, 115.4,
127.7, 130.9, 137.4, 139.0, 139.7, 149.9, 161.6, 177.2, 188.0. Elementarni analyza (%)
pro C15H11NO,S,, Vypocteno: C, 59.78; H, 3.68; N, 4.65; S, 21.28. Nalezeno: C, 59.81;
H, 3.78; N, 4.55; S, 21.24.

5-Hydroxy-3-(4-methoxyfenyl)-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (21f).

ir (KBr): (C-0) 1249, (C=S) 1161 cm™; *H NMR (CDCl): & 3.88 (s, 3 H, OCH3), 6.83
(dd, J=1.2 Hz, J=8.3 Hz, 1 H, H-6), 6.94 (dd, J = 1.2 Hz, J = 8.3 Hz, 1 H, H-8), 7.03-
7.14 (m, 4 H, H-2", H-3', H-5", H-6"), 7.58 (t, J = 8.3 Hz, 1 H, H-7), 12.78 (bs, 1 H,
OH); **C NMR (CDCls): 6 55.4, 105.7, 109.2, 115.3, 115.4, 129.1, 134.2, 137.4, 149.9,
160.0, 161.5, 177.4, 188.2. Elementarni analyza (%) pro CisH1;NO3S,, Vypoéteno: C,
56.77; H, 3.49; N, 4.41; S, 20.20. Nalezeno: C, 56.88; H, 3.57; N, 4.42; S, 20.51.

4.4.2 Prirava monosirnych analogi cykliza¢nimi reakcemi

4.4.2.1 3-(4-Chlorfenyl)-7-hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-on
(20b)

: _Cl
N cl A o~ /@fL N
HO OH HO O/g o)

K piipravé byl pouzit analogicky zptsob jako v kapitole 5.3. Vychozi latkou byl
thioamid 9b. Touto metodou bylo docileno 76% vytézku. Latka je totozna s latkou 20D,

ktera byla pfipravena tavenim s Lawessonovym cinidlem v 5% vytézku (viz kapitola

4.4.1).

4.4.2.2 Priprava 3-(4-chlorfenyl)-7-hydroxy-2-thioxo-2,3-dihydro-4H-1,3-
benzoxazin-4-onu (24)
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Piiprava latky 24 zahrnovala a) syntézu N-(4-chlorfenyl)-2,4-dihydroxy-
benzamidu s chranénou hydroxyskupinou v poloze 4 (dvéma zpisoby), b) cyklizaci

meziproduktu a c) deacetylaci v poloze 4.

a) 4-[(4-Chlorfenyl)karbamoyl]-3-hydroxyfenyl-acetat (22)

L,
1, %’V/y
2 \3 o cl OY\\ o
/Ej\)l\ NS
N peT
H
HO OH
2b

Do banky byla piedloZzena 2,4-dihydroxybenzoova kyselina (4.5 g, 29 mmol) a
45 ml 7,5% NaOH. Smés byla ohtata na 50-60 °C, bylo kni pfidano 4.7 ml
acetanhydridu. Reak¢éni smés byla 5 minut michana za laboratorni teploty a poté
ochlazena ve smési voda-led-NaCl. Ke smési byla pfidana 5% HCI, dokud pH roztoku
nebylo neutralni. Surovy produkt byl nasledné odfiltrovan a promyt 3x vodou. Produkt
byl piekrystalovan ztoluenu. Bylo ziskano 3.8 g 4-acetoxy-2-hydroxybenzoové
kyseliny (68 % vytézek), bilé krystalické latky, CeHgOs (196.16), t. t. 147-149 °C (lit.**°
149-150 °C).

Piima acetylace N-(4-chlorfenyl)-2,4-dihydroxybenzamidu (2b) byla provedena
analogickym zpusobem. K reaci byl pouzit N-(4-chlorfenyl)-2,4-dihydroxybenzamid
(2b) (1 g, 3.8 mmol) a 10 ml 7,5% NaOH a 0.5 ml acetanhydridu. Produkt byl ¢istén
rekrystalizaci z ethanolu. Bylo ziskano 0.85 g (74 %) 4-[(4-chlorfenyl)karbamoyl]-3-
hydroxyfenyl-acetatu (22).

Do baiiky byla predloZena 4-acetoxy-2-hydroxybenzoova kyselina (1.5 g, 7.6
mmol), 4-chloranilin (1.45 g, 11.4 mmol) a 50 ml chlorbenzenu. Poté byl ptidano 0.4 ml
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PCl; a smés byla zpracovana v mikrovinném reaktoru analogickym zpisobem (viz
kapitola 5.1). K ¢isténi nebyla pouzita sloupcova chromatografie, ale produkt byl
rekrystalovan z ethanolu. Bylo ziskano 1.2 g (51 %) 4-[(4-chlorfenyl)karbamoyl]-3-
hydroxyfenyl-acetatu (22).

4-[(4-Chlorfenyl)karbamoyl]-3-hydroxyfenyl-acetat (22)

C15H12CINO, (305.71); t. t. 197-199 °C; ir (KBr): (C=0) 1759, (C-Oester) 1195 cm™; 'H
NMR (DMSO): 6 2.28 (s, 3 H, CHj3), 6.73-6.78 (m, 2 H, H-3, H-5), 7.40-7.44 (m, 2 H,
H-3", H-57), 7.73-7.77 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.95 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-6), 10.42 (bs, 1
H, NH), 11.90 (bs, 1 H, OH); *C NMR (DMSO): & 21.1, 110.5, 113.1, 115.9, 122.5,
128.0, 128.9, 130.4, 137.4, 154.4, 159.4, 166.1, 168.9. Elementarni analyza (%) pro
C1sH12CINO4, Vypocteno: C, 58.93; H, 3.96; N, 4.58. Nalezeno: C, 59.10; H, 4.06; N,
4.53.

b) 3-(4-Chlorfenyl)-4-oxo-2-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-7-yl-acetat
(23)

cl cl
L i T
OH TEA/ CHCl, o/gs

5 A

o

Do banky bylo predlozeno 0.5 g 4-[(4-chlorfenyl)karbamoyl]-3-hydroxyfenyl-
acetatu (22) (1,6 mmol), 0.54 ml triethylaminu (2.4 x 1,6 mmol) a 15 ml bezvodého
chloroformu. Smés byla ochlazena a béhem 15 minut byla z dé€lici nalevky pfidana smeés
0.15 ml thiofosgenu (1.2 x 1.6 mmol) v 5 ml bezvodého chloroformu. Smés byla poté
15 minut zahfivana k varu a nasledn¢ 12 hodin michéna za laboratorni teploty.
Chloroformovy roztok byl vytfepan 3 x Svodou a po odpatfeni byla ziskdna bila
krystalicka latka. Surovy produkt byl krystalovan z ethanolu. Bylo ziskano 0.35 g (62
%) 3-(4-chlorfenyl)-4-oxo-2-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-7-yl-acetatu (23).
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3-(4-Chlorfenyl)-4-oxo-2-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-7-yl-acetat (23)
C16H10CINO,S (347.77); t. t. 178-180 °C; ir (KBr): (C=0) 1768, 1709, (C-Oester) 1167,
(C=S) 1087 cm™; *H NMR (CDCls): & 2.37 (s, 3 H, CHs), 7.16-2.26 (m, 4 H, H-6, H-8,
H-3", H-5"), 7.49-7.53 (m, 2 H, H-2", H-6"), 8.10 (d, J = 8.1 Hz,1 H, H-5); *C NMR
(DMSO): 6 21.1, 109.8, 112.6, 120.2, 129.4, 129.6, 130.2, 135.4, 136.4, 155.3, 156.8,
156.9, 168.0, 181.7. Elementarni analyza (%) pro C1H10CINO,4S, Vypocteno: C, 55.26;
H, 2.90; N, 4.03; S, 9.22. Nalezeno: C, 55.09; H, 2.97; N, 4.12; S, 9.39.

C) 3-(4-Chlorfenyl)-7-hydroxy-2-thioxo-2,3-dihydro-4H-1,3-benzoxazin-4-on
(24)

A

Cl Cl
I Q I Q
HO o/gs

o o THF / CHzOH

Ao

S

Do banky bylo predlozeno 0.1 g 3-(4-chlorfenyl)-4-oxo-2-thioxo-3,4-dihydro-
2H-1,3-benzoxazin-7-yl-acetatu (23) (0.29 mmol) a rozpusteno v minimalnim mnozstvi
tetrahydrofuranu (cca 2 ml). Ke smési bylo ptidano 48 mg (0,35 mmol) K,CO3, 5 ml
methanolu a smés byla michana 2 hodiny za laboratorni teploty. Smés byla poté
odpafena za snizeného tlaku a pevny podil byl pfeveden do 3 ml vody a byla ptidana
5% HCI do neutralniho pH. Pevny podil byl odfiltrovan a surovy produkt rekrystalovan
ze smési ethanol a voda. Bylo ziskdno 0.65 g (72 %) bilé krystalické latky.

3-(4-Chlorfenyl)-7-hydroxy-2-thioxo-2,3-dihydro-4H-1,3-benzoxazin-4-on (24)
C14HsCINO3S (305.74); t. t. 251-253 °C; ir (KBr): (C=0) 1722, (C-O) 1290, (C=S)
1087 cm™; *H NMR (CDsCOCDs): 8 6.85 (d, 2.1 Hz, 1 H, H-8), 6,98 (dd, J = 2.1 Hz, J
= 8.7 Hz, 1 H, H-6), 7.43-7.47 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.54-7.58 (m, 2 H, H-2", H-6"),
7.89 (d, J = 8.7 Hz,1 H, H-5), 10.17 (bs, 1 H, OH); *C NMR (CDsCOCDs): & 102.3,
108.7, 115.6, 126.7, 130.2, 130.4, 131.3, 134.7, 139.1, 140.6, 157.4, 157.8, 165.6,
183.9. Elementarni analyza (%) pro C14HsCINO3S, Vypocteno: C, 55.00; H, 2.64; N,
4.58; S, 10.49. Nalezeno: C, 55.16; H, 2.79; N, 4.66; S, 10.36.
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4.4.2.3 Pokus o pripravu 3-(4-chlorfenyl)-5-hydroxy-2-thioxo-2,3-dihydro-4H-1,3-

benzoxazin-4-onu

(0] 19b

Do bariky bylo ptedlozeno 0.16 g N-(4-chlorfenyl)-2,6-dihydroxybezamidu (4b)
(0.6 mmol), 5 ml bezvodého chloroformu a 0.2 ml triethylaminu (2.4 x 0,6 mmol).
Smés byla ochlazena a béhem 15 minut byla z délici nalevky pfidana smés 0.055 ml
thiofosgenu (1.2 x 0.6 mmol) ve 3 ml bezvodého chloroformu. Smés byla michana 5
hodin za laboratorni teploty. Chloroformovy roztok byl vytiepan 3 x svodou a po
odpafeni byla ziskdna Zluta krystalicka smés. Latka byla c¢isténa sloupcovou
chromatografii na silikagelu, za pouziti mobilni faze toluen:hexan (1:1) a poté
rekrystalovana z ethanolu. Bylo ziskano 92 mg zluté krystalické latky (51 %). Podle
NMR a t. t. se jedna o latku 19b a nikoli o 3-(4-chlorfenyl)-5-hydroxy-2-thioxo-2,3-
dihydro-4H-1,3-benzoxazin-4-on (viz diskuse, kapitola 6.1).

4.4.2.4 Priprava 3-(4-chlorfenyl)-2-thioxo-2,3-dihydro-4H-1,3-benzoxazin-4-onu
(25)

“TEA/CHCL, /&

0] S

Reakce probihala analogickym zptsobem jako predchozi reakce (viz 5.4.2.3).
Kreakci bylo pouzit 1 g N-(4-chlorfenyl)-2-hydroxybezamidu (4 mmol), 15 ml
bezvodého chloroformu, 1.3 ml triethylaminu (9.6 mmol), 0.37 ml thiofosgenu (4.8
mmol). K ¢isténi nebyla pouzita sloupcova chromatografie, ale surovy produkt byl 2x
Cistén rekrystalizaci ze smési ethanol a voda. Bylo ziskano 0.9 g (76 %) bilé krystalické
latky.
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3-(4-Chlorfenyl)-2-thioxo-2,3-dihydro-4H-1,3-benzoxazin-4-on (25)

C1HsCINO,S (289.74); t. t. 253-254 °C (lit.**° 245 °C); ir (KBr): (C=0) 1729, (C=S)
1084 cm™cm™; *H NMR (DMSO): § 7.45-7.48 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.52 (t, J = 7.5 Hz,
1 H, H-6), 7.58-7,63 (m, 3 H, H-8, H-2", H-6"), 7.89-7.95 (m, 1 H, H-7), 8.01 (dd, J =
2.1 Hz, J = 7.5 Hz, 1 H, H-5); *C NMR (DMSO): 5 116.0, 116.4, 126.5, 127.6, 129.7,
130.6, 133.6, 137.0, 138.0, 154.6, 157.6, 182.8. Elementarni analyza nebyla provadéna,

jedna se o znamou latku.

4.4.2.5 Reakce 2,3-dihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamidu s thiofosgenem.

Do banky byl pfedlozen 1 g (4.1 mmol) 2,3-dihydroxy-N-(4-methylfenyl)-
benzamidu (1d) , 1.13 ml triethylaminu (8.2 mmol) a 15 ml bezvodého chloroformu. Ke
smési bylo za laboratorni teploty pfikapavano 0,32 ml thiofosgenu (4.1 mmol) v 5 mi
bezvodého chloroformu. Smés byla poté 3 hodiny michéna za laboratorni teploty a
nasledné 2x protiepana s vodou. Chloroformova frakce byla odpafena a rekrystalovana
ztoluenu. Bylo ziskano 0.72 mg (62 %) bilé krystalické latky 2-thioxo-N-(4-
methylfenyl)-2H-1,3-benzodioxol-4-karboxamidu (26).

Do Erlenmeyerovy banky bylo ptedlozeno 0.2 g 2-thioxo-N-(4-methylfenyl)-
2H-1,3-benzodioxol-4-karboxamidu (26) (0.7 mmol) a ponechano 3 minuty vatit v 5 ml

ethanolu. Vyloucena bila krystalicka latky byla 1x krystalovana z ethanolu a bylo
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ziskano 0.16 g (69 %) bilé krystalické¢ latky O-ethyl-O-{2-hydroxy-6-[(4-
methylfenyl)karbamoyl]fenyl}-karbonothioatu (27).

2-Thioxo-N-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzodioxol-4-karboxamid (26)

C15H11NO3S (285.22); t. t. 208-211; ir (KBr): (C=0) 1649, (C-0) 1278, (C=S) 1082 cm
L IH NMR (DMSO): § 2.29 (s, 3 H, CHs), 7.17-7,21 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7,54 (t, J =
8.1 Hz, 1 H, H-6), 7.59-7,63 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.76-7.83 (m, 2 H, H-5, H-7). 10.44
(bs, 1 H, NH); **C NMR (DMSO): & 20.7, 113.2, 120.0, 120.3, 125.2, 126.0, 129.4,
133.5, 136.1, 143.6, 146.2, 160.7, 183.9. Vypoctend eclementarni analyza pro
Ci1sH11NO3S: C, 63.14; H, 3.89; N, 4.91; S, 11.24. Nalezeno: C, 63.24; H, 4.03; N, 4.84;
S, 11.09.

O-Ethyl-O -{2-hydroxy-6-[(4-methylfenyl)karbamoyl]fenyl}-karbonothioat (27)
C17H17NO,S (331.39); t. t. 139-141; ir (KBr): (C=0) 1600, (C-0O) 1190, (C=S) 1045 cm’
' 'H NMR (DMSO): 1,38 (t, J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CH), 2.30 (s, 3 H, CH3), 4.56 (g, J =
7.2 Hz, 3 H, CHy), 7,54 (t, J = 8.4 Hz, 1 H, H-6), 7.18-7,22 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.36-
7.41 (m, 1 H, H-7), 7.54-7,58 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.98-8.02 (m, 1 H, H-5), 10.49 (bs,
1 H, NH), 12.56 (bs, 1 H, OH); **C NMR (DMSO): § 13.7, 20.7, 71.0, 117.6, 118.4,
122.1, 126.3, 127.6, 129.3, 134.2, 135.0, 141.4, 1524, 167.9, 194.2. Vypoctena
elementarni analyza pro C17H17NO,S: C, 61.61; H, 5.17; N, 4.23; S, 9.68. Nalezeno: C,
61.50; H, 5.30; N, 4.31; S, 9.72.

45  Priprava hydroxyderivati 3,5-di-terc-butyl-N-fenylbenzamidu
4.5.1 Priprava 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxybenzamida
4.5.1.1 Priprava 3,5-di-terc-butyl-2-hydroxybenzoové kyseliny (28)

OCHj; tBUOH, CH,OH OCH3  hydrolyza OH
e _——

H,SO,
OH OH OH

Do tiihrdlé banky opatifené ptikapavaci baiikou, teplomérem a chladi¢em byl

predlozen methyl-salicylat (17 ml, 0.13 mol) a terc-butanolu (30 ml, 0.31 mol) v 15 ml
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methanolu. Smés byla chlazena smési voda-led-NaCl a za stalého michani byla pfi
teploté 0 az +5 °C prikapavana konc. H,SO4 (50 ml). Po 20 minutach se vytvofila slabé
rizova smés, kterd byla po pfidani veskeré konc. H»SO,; michana 15 hodin za
laboratorni teploty. Vysledna smés byla odfiltrovana a bila krystalicka latka promyta
vodou a rekrystalovana z methanolu. K vykrystalovani bylo potieba smés ponechat
voln¢ stat v chladicim boxu. Bylo ziskano 27,4 g (79 %) methylesteru 3,5-di-terc-butyl-
2-hydroxybenzoové kyseliny o t. t. 68-69 °C (lit.*®* 72-73°C), ktery byl pouzit do
dalsiho kroku reakce.

Do baiky opatiené zpétnym chladi¢em bylo ptfedlozeno 25 g (95 mmol)
methylesteru 3,5-di-terc-butyl-2-hydroxybenzoové kyseliny, 50 ml methanolu, 10 ml
vody a 10.7 g KOH. Smés byla zahiivana 3,5 hodiny a poté ochlazena. Smés byla
okyselena 10% HCI do vzniku bilé krystalické latky, ktera byla zfiltrovana a promyta
vodou. Bylo ziskano 17.7 g (75 %) 3,5-di-terc-butyl-2-hydroxybenzoové kyseliny (28).

3,5-Di-terc-butyl-2-hydroxybenzoova kyselina (28).

CisH20; (250.33); t. t. 163-165 °C (lit.®! 164-165 °C); ir (KBr): (C=0) 1648, (C-
Ofenol) 1232 cm™; *H NMR (DMSO): § 1.24 (s, 9 H, CHs), 1.36 (s, 9 H, CH3), 7.46 (d, J
= 2.7 Hz, 1 H, H-4), 7.65 (d, J = 2.7 Hz, 1 H, H-6), 12.50 (bs, 1 H, COOH), OH
dnepozorovan; *C NMR (DMSO): & 29.4, 31.3, 34.1, 34.8, 112.0, 124.0, 129.8, 136.4,

140.0, 158.9, 173.6. Elementarni analyza nebyla provadéna, jednd se o zndmou latku.

4.5.1.2 Priprava 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxybenzamidi (29a-f)

R
o N NH, 0
R+
OH Z NH

OH MW reaktor OH
PCl;/ chlorbenzen
20 min

Do destilacni bainky byla piedlozena smés 3,5-di-terc-butyl-2-hydroxybenzoové
kyseliny (28) (10 mmol) a odpovidajiciho anilinu (15 mmol) v 90 ml chlorbenzenu. Ke
smési byl ptidan PClz (0.44 ml, 5 mmol) a smés byla ihned vloZzena do mikrovinného

reaktoru, kde byla za michani pfi vykonu 600 W zahtivana po dobu 20 minut. Sm¢s
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byla ochlazena a odpatena do sucha za snizeného tlaku. Surovy produkt byl poté CiStén
sloupcovou chromatografii na silikagelu za pouziti mobilni faze aceton-hexan (1:5).

Produkt byl dale rekrystalovan ze smési ethanol-voda. Piehled ptipravenych latek viz
Tabulka €. 6

Tabulka ¢. 6: Prehled ptipravenych 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxybenzamidi

Sumarni vzorec T.t Vytézek
Litka | R .
M (g-mol ™) (°C) (%)
C21H27NO; 174-176
29a H o 41
325.44 (it 1?)
C,1H26CINO,
29b 4-Cl 350 89 133-135 54
C22H29NO>
29d 4-CHs; 155-157 62
339.47
20f C22MasNOs 178-180 65
4-OCHs -
355.47

3,5-Di-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxybenzamid (29a).

ir (KBr): (C=0) 1624, (NH) 1531, (C-Oeno1) 1251 cm™; 'H NMR (DMSO): & 1.32 (s, 9
H, CHs), 1.39 (s, 9 H, CHg), 7.17-7.24 (m, 1 H, H-4"), 7.37-7.41 (m, 2 H, H-3", H-5"),
7.44 (d,J=2.7 Hz, 1 H, H-4), 7.60-7.63 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.84 (d, J = 2.7 Hz, 1 H,
H-6), 10.45 (bs, 1 H, OH), 13.06 (s, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): § 29.4, 31.5, 34.5,
34.9, 113.9, 122.1, 123.2, 125.1, 128.4, 128.8, 136.6, 137.6, 139.8, 158.5, 170.4.
Elementarni analyza (%) pro C;H27NO,, Vypocteno: C, 77.50; H, 8.36; N, 4.30.
Nalezeno: C, 77.39; H, 8.47; N, 4.42.

Lit.2'H NMR (CDCls): & 1.30 (s, 9 H), 1.40 (s, 9 H), 7.1-7.9 (m, 9 H), 14.20 (s, 1 H).

3,5-Di-terc-butyl-N-(4-chlorfenyl)-2-hydroxybenzamid (29b).

ir (KBr): (C=0) 1627, (NH) 1529, (C-Ofenor) 1251 cm™; *H NMR (DMSO): § 1.31 (s, 9
H, CHs), 1.38 (s, 9 H, CHs), 3.77 (s, 3 H, OCHy), 7.42-7.48 (m, 3 H, H-4, H-3", H-5),
7.62-7.69 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.81-7.83 (m, 1 H, H-6), 10.52 (s, 1 H, OH), 12.90 (s, 1
H, NH); **C NMR (DMSO): § 29.54, 31.6, 34.6, 35.0, 113.9, 122.9, 124.6, 128.6, 128.8,
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129.0, 136.8, 136.8, 140.0, 158.5, 170.5. Elementarni analyza (%) pro C,1H2sCINO,,
Vypoéteno: C, 70.08; H, 7.28; N, 3.89. Nalezeno: C, 70.22; H, 7.16; N, 3.96.

3,5-Di-terc-butyl-2-hydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (29d).

ir (KBr): (C=0) 1626, (NH) 1526, (C-Oeno1) 1252 cm™; 'H NMR (DMSO): & 1.31 (s, 9
H, CHs), 1.39 (s, 9 H, CH3), 2.31 (s, 3 H, CHs), 7.18-7.22 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.43 (d,
J=21Hz, 1H, H-4), 7.48-7.51 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.84 (d, J = 2.1 Hz, 1 H, H-6),
10.40 (s, 1 H, OH), 13.14 (s, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): & 20.7, 29.4, 31.6, 34.5,
34.9, 113.9, 122.1, 123.1, 128.2, 129.2, 134.2, 135.0, 136.6, 139.7, 158.5, 170.2.
Elementarni analyza (%) pro CxH29NO,, Vypocteno: C, 77.84; H, 8.61; N, 4.13.
Nalezeno: C, 77.75; H, 8.50; N, 4.25.

3,5- Di-terc-butyl-2-hydroxy-N-(4-methoxyfenyl)benzamid (29f).

ir (KBr): (C=0) 1628, (NH) 1513, (C-Ofenot) 1246 cm™; "H NMR (DMSO): & 1.32 (s, 9
H, CH3), 1.38 (s, 9 H, CHj3), 3.77 (s, 3 H, OCH3), 6.96-6.99 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.42
(d,J=2.1Hz,1H, H-4), 7.48-7.51 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.83 (d, J = 2.1 Hz, 1 H, H-6),
10.36 (s, 1 H, OH), 13.23 (s, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): & 29.4, 31.6, 34.5, 34.9,
55.4, 113.8, 113.9, 122.0, 124.9, 128.2, 130.3, 136.6, 139.7, 156.8, 158.5, 170.1.
Elementarni analyza (%) pro CxHx9NOsz, Vypocteno: C, 74.33; H, 8.22; N, 3.94.
Nalezeno: C, 74.19; H, 8.40; N, 3.97.

OH NH NH
OH MW reaktor
PCl3/ chlorobenzen
20 min

30

Pii izolaci produktu 29a pomoci sloupcové chromatografie byl izolovan vedlejsi

produkt, ktery byl identifikovan jako 5-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxybenzamid (30).
5-terc-Butyl-N-fenyl-2-hydroxybenzamid (30).

C17H1sNO3 (269.34); t. t. 165-167 °C (lit.'*® 169-170 °C); vytézek = 17 %; ir (KBr):
(C=0) 1629, (NH) 1556 cm™; *H NMR (CD3;COCDs): & 1.33 (s, 9 H, CHs), 6.92 (d, J =
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8.7 Hz, 1 H, H-3), 7.14-7.20 (m, 1 H, H-4"), 7.36-7.41 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.55 (dd, J
= 2.4 Hz, J = 8.7 Hz, 1 H, H-4), 7.68-7.72 (m, 2 H, H-2", H-6"), 8.00 (d, J = 2.4 Hz, 1
H, H-6), 9.91 (bs, 1 H, OH), 11.99 (s, 1 H, NH); **C NMR (CDsCOCD3): 5 31.6, 34.8,
115.5, 118.3, 122.6, 124.6, 125.4, 129.5, 132.5, 138.8, 142.3, 150.0, 169.6. Elementarni
analyza (%) pro C,H»9NO3, Vypocéteno: C, 75.81; H, 7.11; N, 5.20. Nalezeno: C, 74.19;
H, 8.40; N, 3.97.

4.5.2 Priprava 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2,6-dihydroxy-benzamidi
4.5.2.1 Piiprava 3,5-di-terc-butyl-2,6-dihydroxybenzoové kyseliny (34)

o

OH O

OH O OH O )Nl\

OH  pCC/DMAP @ OCHs | @O

OH CH;OH OH OH
OH

OH O 0
tBUOH, CH5OH OCH, hydrolyza OH
' —_—
H,SO
zo OH OH

2,6-Dihydroxybenzoova kyselina (3 g, 19.47 mmol) byla rozpusténa ve 30 ml

e

methanolu a 100 ml dichlormethanu. Kreakéni smési byl pfidan
dicyklohexylkarbodiimid (DCC) (4,5 g, 21.81 mmol) a 4-(dimethylamino)pyridin
(DMAP) (0,5 g, 4,1 mmol) a smés byla michana 4 dny za laboratorni teploty. Bila
heterogenni smés byla zfiltrovana a filtrat byl odpafen do sucha. K surové smési byl
pfidan hexan a bila nerozpustna latka byla izolovéna filtraci. Bylo ziskdno 1.6 g (49 %)
methylesteru 2,6-dihydroxybenzoové kyseliny (31).

Filtrat byl odpaten do sucha a ¢istén flash chromatografii, jako mobilni faze byl

pouzit hexan. Byly izolovany 1,3 g (19 %) esteru 2,6-dihydroxybenzoové kyseliny
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s DCC jako vedlejsi produkt, tj. anhydrid N,N -dicyklohexylkarbamidoimidové a 2,6-
dihydroxybenzoové kyseliny (32).

V piipadé pouziti diisopropylkarbodiimidu (DIl) za stejnych podminek byl
ziskan 59% vytézek methylesteru-2,6-dihydroxybenzoové kyseliny (31).

Alkylace byla porvadéna podle (viz kapitola 4.5.1.1) a bylo pouzito 9 g (54
mmol) methyl-2,6-dihydroxybenzoatu (31), 16 ml terc-butylalkoholu (0.17 mol), 8 ml
methanolu a 24 ml konc. H,SO,;. Smés byla michana 3 hodin za laboratorni. Bylo
ziskano 11 g methylesteru 3,5-di-terc-butyl-2,6-hydroxybenzoové kyseliny (33), ktery
byl poté pouzit do dalsiho kroku reakce.

Do banky opatiené zpétnym chladi¢em bylo ptedlozeno 10,5 g (37,45 mmol)
methylesteru 3,5-di-terc-butyl-2,6-hydroxybenzoové kyseliny (33), 22 ml methanolu, 6
ml vody a 5 g KOH. Smés byla zahfivana 2 hodiny a poté ochlazena. Smés byla
okyselena 10% HCI do vzniku bilé krystalické latky, ktera byla odfiltrovana a promyta
vodou. Bylo ziskano 7,2 g 3,5-di-terc-butyl-2,6-hydroxybenzoové kyseliny (34).
Ptehled ptipravenych derivatl viz Tabulka €. 7.

Tabulka ¢. 7 Prehled pripravenych latek pri pripravé 3,5-di-terc-butyl-2,6-
dihydroxybenzoové kyseliny

sk N4 Sumarni vzorec T.t Vytézek
atka azev
M (g-mol™) (°C) (%)
a1 CgHsNO, 62-63 49 (59)
Methyl-2,6-dihydroxybenzoat 168.15 (58-60'%")
Anhydrid N,N -
32 | dicyklohexylkarbamidoimidové CaoH2sN204 114-115 19
a 2,6-dihydroxybenzoové 360.45
kyseliny
33 Methyl-3,5-di-terc-butyl-2,6- C16H2404 104-106 73
dihydroxybenzoat 280.36 (1it.*)
34 3,5-Di-terc-butyl-2,6- C1sH2204 166.5-168 72
dihydroxybenzoova kyselina 266.33 (173.5'%)

Methyl-2,6-dihydroxybenzoat (31).
ir (KBr): (C=0) 1631, (C-Oester) 1193 cm™; 'H NMR (DMSO): § 3.78 (s, 3 H, CHa),
6.35 (d, J = 8.4 Hz, 2 H, H-3, H-5), 7.09 (t, J = 8.4 Hz, 1 H, H-4), 9.96 (bs, 2 H, OH);
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3C NMR (DMSO): & 52.2, 107.0, 107.3, 132.6, 157.6, 168.6. Elementarni analyza

nebyla provadéna, jedna se o znamou latku.

Anhydrid N,N "-dicyklohexylkarbamidoimidové a 2,6-dihydroxybenzoové kyseliny
(32).

ir (KBr): (C=0) 1666, 1610, (C-Ofenor) 1234 cm™; *H NMR (CDCls): & 1.15-1.91 (m, 20
H, H-cyklohexyl), 2.47-2.61 (m, 2 H), 3.71-3.81 (m, 1 H), 4.76-4.88 (m, 1 H), 6.51 (d, J
=8.4 Hz, 1 H, H-3), 6.64 (d, J =8.4 Hz, 1 H, H-5), 7.36 (t, J = 8.4 Hz, 1 H, H-4), 11,63
(bs, 1 H, OH); *C NMR (CDCls): & 24.3, 25.4, 26.0, 26.4, 28.3, 33.8, 53.3, 55.5, 100.6,
104.6, 111.4, 135.8, 137.7, 153.1, 160.8, 165.0. Elementarni analyza (%) pro
Ca0H2sN204, Vypocteno: C, 66.64; H, 7.83; N, 7.77. Nalezeno: C, 66.82; H, 7.92; N,
7.61.

Methyl-3,5-di-terc-butyl-2,6-dihydroxybenzoat (33).

ir (KBr): (C=0) 1666, (C-Oester) 1217 cm™; *H NMR (DMSO): & 1.33 (s, 18 H, CHs),
3.99 (s, 3 H, OCHs), 7.32 (s, 1 H, H-4), 10.35 (bs, 2 H, OH); *C NMR (DMSO): &
29.7, 34.4, 53.3, 101.4, 125.8, 131.0, 156.7, 171.5. Elementarni analyza nebyla

provadéna, jedna se o znamou latku.

3,5-Di-terc-butyl-2,6-dihydroxybenzoova kyselina(34).

ir (KBr): (C=0) 1635, (C-Ofenol) 1219, 1191 cm™; *H NMR (DMSO): & 1.31 (s, 18 H,
CHs), 4.51-6.31 (bs, 2 H, OH), 7.18 (s, 1 H, H-4); *C NMR (DMSO): & 29.8, 34.3,
102.0, 124.3, 129.1, 158.3, 174.9. Elementarni analyza nebyla provadéna, jedna se o

znamou latku.

4.5.2.2 Piiprava 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxybenzamidi (35a-f)

OH O X NH OH O R
R
OH =

OH MW reaktor OH
PCl;/ chlorobenzen
20 min

Iz

\

80



4 Experimentalni cast

Do destilaéni banky byla piedlozena smés  3,5-di-terc-butyl-2,6-
dihydroxybenzoové kyseliny (34) (10 mmol) a odpovidajiciho anilinu (15 mmol) v 90
ml chlorbenzenu. Ke smési byl pfidan PCl; (0.44 ml, 5 mmol) a smés byla ihned
vloZena do mikrovinného reaktoru, kde byla za michani pti vykonu 600 W zahtivéana po
dobu 20 minut. Smés byla poté ochlazena a odpafena do sucha za snizeného tlaku.
Surovy produkt byl poté Cistén sloupcovou chromatografii na silikagelu za pouziti
mobilni faze aceton-hexan (1:5). Produkt byl rekrystalovan ze smési ethanol-voda.

Ptehled ptipravenych derivatl viz Tabulka ¢. 8.

Tabulka ¢. 8: Piehled piipravenych 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxybenzamida

Sumarni vzorec T. t. Vytézek
Litka R .
M (g-mol™) (°C) (90)
C21H27NO3
35a 4-H 168-170 51
341.44
CatHaeCINO;
35h 4C] 176 0 162.5-164 53
354 C22HzsNOs 169-171 49
4-CH3 -
355.47
35¢ CaaHzoNOs 174-177 44
4-OCHs -
371.47

3,5-Di-terc-butyl-N-fenyl-2,6-dihydroxybenzamid (35a).

ir (KBr): (C=0) 1627, (NH) 1530, (C-Ofenoi) 1214, 1193 cm™; *H NMR (DMSO): &
1.36 (s, 18 H, CHa), 7.22 (s, 1 H, H-4), 7.38-7.42 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.49-7.53 (m, 2
H, H-2", H-6"), 10.33 (bs, 2 H, OH), 10.71 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): § 30.1,
34.5,111.0, 122.7, 1274, 128.1, 128.3, 128.5, 137.0, 154.1, 168.6. Elementarni analyza
(%) pro Cy1H27NOs3, Vypocteno: C, 73.87; H, 7.97; N, 4.10. Nalezeno: C, 73.68; H,
8.05; N, 4.05.

3,5-Di-terc-butyl-N-(4-chlorfenyl)-2,6-dihydroxybenzamid (35b).

ir (KBr): (C=0) 1624, (NH) 1529, (C-Ofenot) 1215, 1194 cm™; ‘*H NMR (DMSO): 5
1.36 (s, 18 H, CHa), 7.23 (s, 1 H, H-4), 7.41-7.44 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.71-7.75 (m, 2
H, H-2", H-6"), 10.28 (bs, 2 H, OH), 10.51 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): & 30.1,
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34.5,111.1, 122.8, 127.7, 128.0, 128.7, 128.8, 137.1, 154.0, 168.8. Elementarni analyza
(%) pro C,1H26CINO3, Vypocteno: C, 67.10; H, 6.97; N, 3.73. Nalezeno: C, 67.26; H,
7.11; N, 3.61.

3,5-Di-terc-butyl-2,6-dihydroxy-N-(4-methylfenyl)benzamid (35d).

ir (KBr): (C=0) 1626, (NH) 1533, (C-Ofenot) 1212, 1193 cm™; *H NMR (CD3COCD3): &
1.42 (s, 18 H, CH3), 2.34 (s, 3 H, CH3), 7.17-7.21 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.39 (s, 1 H, H-
4), 7.56-7.60 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.51 (bs, 1 H, NH); *C NMR (DMSO): & 20.8,
30.6, 35.2, 109.0, 121.8, 129.3, 129.7, 130.1, 134.8, 136.2, 156.1, 170.2. Elementarni
analyza (%) pro CxH29NO3, Vypocteno: C, 75.81; H, 7.11; N, 5.20. Nalezeno: C,
74.19; H, 8.40; N, 3.97.

3,5-di-terc-Butyl-2,6-dihydroxy-N-(4-methoxyfenyl)benzamid (35f).

ir (KBr): (C=0) 1633, (NH) 1537, (C-Ofenoietner) 1207, 1217, 1229 cm™; 'H NMR
(DMSO): 6 1.36 (s, 18 H, CH3), 3.76 (s, 3 H, OCHg), 6.93-6.96 (m, 2 H, H-3", H-5"),
7.23 (s, 1 H, H-4), 7.57-7.60 (m, 2 H, H-2", H-6"), 10.40 (bs, 1 H, NH), 10.65 (bs, 1 H,
OH); 3C NMR (DMSO): § 30.1, 34.5, 55.4, 110.3, 114.0, 122.9, 127.6, 129.0, 130.9,
154.5, 156.3, 168.6. Elementarni analyza (%) pro C,2H29NO4, Vypoéteno: C, 71.13; H,
7.87; N, 3.77. Nalezeno: C, 71.27; H, 7.99; N, 3.74.

4.6  Priprava derivata 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thionu

R2 R2
Rl Rl
3 P,Syo/ 3
.P=
NH, MW N MW

H
S N©
| A
— / —
_ - R?
R? S
R NaN02 / H2804 N R
N R3 - l
H propanol NG N
NH,
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Smeés 2-amino-N-fenylbenzamidu (0.01 mol) a P4S;p (0.01 mol) ve 20 ml
bezvodého pyridinu byla michana a zahfivana v mikrovinném reaktoru pii vykonu 500
W po dobu 60 minut (3x20 minut). Pozorovana teplota béhem reakce byla v rozmezi
113-116 °C. Prub¢h reakce byl monitorovan pomoci TLC za pouziti mobilni faze ethyl-
acetat:hexan (1:3), dokud vychozi latka nezreaovala. Smés byla poté nalita do smési
150 ml toluenu a 150 ml vody a okyselena na pH = 1-2 konc. HCI. Smés byla poté
zahfivana v mikrovinném reaktoru pti vykonu W 500 po dobu 60 minut (3x20 minut),
pozorovand teplota byla 86-90 °C a byla monitorovana pomoci TLC za pouziti mobilni
faze ethyl-acetat:hexan (1:3). Toluenova vrstva byla odpafena a surovd smés byla
¢isténa sloupcovou chromatografii na silikagelu, jako mobilni faze byla pouzita smés
ethyl-acetat:hexan (1:10). Zluta krystalicka latka byla bez rekrystalizace pouZita do
nasledujiciho kroku. Surovy thioantranilanilid byl rozpustén v 5 ml 1.5M H,SO4 a 5 ml
propanolu a roztok byl za stalého michani ochlazen v ledové 14zni na teplotu 0-2 °C. Ke
smési bylo ptikapano ekvimolarni mnozstvi (brano na suchy surovy produkt) NaNO,
v 1-2 ml vody. Smés byla michdna 2 hodiny za laboratorni teploty za nepftistupu svétla,
pevny surovy produkt byl poté odfiltrovan a 2-3x rekrystalovan z ethanolu, za vzniku

zluté krystalické latky. Pfehled ptipravenych derivati viz Tabulka €. 9.

Tabulka ¢. 9: Piehled ptipravenych 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thiont

L 5 s | Sumarni vzorec T.t Vytézek
Litka | R R R ) _
M (g-mol ™) (lit.) (%)
36 H H H 164-166 61
239.3
C1aH11N3S
37 H CHs H 189-191 52
253.3
C15H13N3sS
38 H CH,CH3; H 147-149 48
267.4
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Tabulka €. 9: pokracovani

1 ) 5 | Sumarni vzorec T.t. | Vytézek
Litka | R R R ) _
M (g-mol™) (lit.) (%)
C16H15N3S
39 H |CH(CHs),| H 137-138 | 45
281.4
40 H CiReBINS | 06108 | 51
Br H 318.2
C1sHsCINGS
41 H Cl H 184-186 59
273.7
42 H CistrCLNaS | e 60| a0
cl cl 2082
C13H7CI,NsS
43 Cl Cl H 180-182 41
308.2
C18H14C|2N3P83
44 H cl cl 145-147 | 80
470.4

3-Fenyl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thion (36)

'H NMR (DMSO): § 7.51-7.61 (m, 5 H, H-2", H-6"), 8.03 (dt, J = 1.5 Hz, J = 8.4 Hz, 1
H, H-6), 8.17 (dt, J = 1.5Hz, J=8.4 Hz, 1 H, H-7),8.27 (dd, J=15Hz, J=8.4Hz, 1
H, H-8), 8.65 (dd, J = 1.5 Hz, J = 8.4 Hz, 1 H, H-5); *C NMR (DMSO) & 126.2, 127.6,
128.5, 129.3, 129.5, 129.6, 135.1, 135.5, 136.3, 143.2, 180.6 (C=S). Elementarni
analyza (%) pro Ci3HgN3S, Vypocteno: C, 65.25; H, 3.79; N, 17.56; S, 13.40.
Nalezeno: C, 65.00; H, 3.64; N, 17.26; S, 13.60.

3-(4-Methylfenyl)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thion (37)

'H NMR (DMSO): § 2.41 (s, 3 H, CH3), 7.38-7.40 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.46-7.79 (m, 2
H, H-2’, H-6"), 8.02 (td, J = 1.2 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H, H-6), 8.16 (td, J= 1.2 Hz, J = 8.1
Hz, 1 H, H-7), 8.26 (dd, J=1.2 Hz, J =8.1 Hz, 1 H, H-8), 8.64 (dd, J=1.2 Hz,J=8.1
Hz, 1 H, H-5); *C NMR (DMSO) & 21.1, 126.2, 127.3, 128.5, 129.3, 129.9, 135.0,
135.5, 136.2, 139.2, 140.8, 180.8 (C=S). Elementarni analyza (%) pro CisH;1N3S,
Vypocteno: C, 66.38; H, 4.38; N, 16.59; S, 12.66. Nalezeno: C, 65.95; H, 4.24; N,
16.37; S, 12.78.
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3-(4-Ethylfenyl)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thion (38)

'H NMR (CDCls): § 1.32 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, CHs), 2.77 (g, J = 7.5 Hz, 2 H, CH,), 7.40-
7.43 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.44-7.47 (m, 2 H, H-2", H-6"), 7.86 (td, J = 1.2 Hz, J = 7.2
Hz, 1 H, H-6), 7.99 (td, J=1.2 Hz, J=7.2 Hz, 1 H, H-7),8.18 (dd, J = 1.2 Hz,J=7.2
Hz, 1 H, H-8), 8.80 (dd, J = 1.2 Hz, J = 7.2 Hz, 1 H, H-5); **C NMR (CDCls) § 15.2,
28.6, 126.7, 126.8, 128.3, 129.1, 129.1, 134.1, 135.1, 135.5, 140.5, 145.8, 181.1 (C=S).
Elementarni analyza (%) pro CisHis3 N3S, Vypoéteno: C, 67.39; H, 4.90; N, 16.72; S,
11.99. Nalezeno: C, 67.27; H, 4.75; N, 16.61; S, 11.86.

3-(4-1sopropylfenyl)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thion (39)

'"H NMR (CDCls): 8 1.31 (d, J = 6.9 Hz, 6 H, 2xCH3), 2.94-3.10 (hept, J = 6.9 Hz, 1 H,
CH), 7.40-7.46 (m, 4 H, H-2", H-3", H-5", H-6"), 7.84 (td, J = 1.2 Hz, J = 7.2 Hz, 1 H,
H-6), 7.96 (td, J = 1.2 Hz, J = 7.2 Hz, 1 H, H-7), 8.15 (dd, J = 1.2 Hz, J = 7.2 Hz, 1 H,
H-8), 8.78 (dd, J = 1.2 Hz, J = 7.2 Hz, 1 H, H-5); *C NMR (CDCls) § 23.8, 33.9, 126.7,
126.8, 127.4,129.1, 129.1, 134.1, 135.1, 135.5, 140.5, 150.3, 181.1 (C=S). Elementarni
analyza (%) pro CieHisN3S, Vypoéteno: C, 68.30; H, 5.37; N, 14.93; S, 11.40.
Nalezeno: C, 68.04; H, 5.31; N, 15.19; S, 11.20.

3-(4-Bromfenyl)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thion (40)

'H NMR (DMSO) & 7.59-7.62 (m, 2 H, H-3", H-5), 7.80-7.83 (m, 2 H, H-2", H-6),
8.04 (td, J=1.2Hz,J=7.8Hz, 1 H, H-6), 8.17 (td, J = 1.2 Hz, J = 7.8 Hz, 1 H, H-7),
8.28 (d, J = 7.8 Hz, 1 H, H-8), 8.64 (dd, J = 1.2 Hz, J = 7.8 Hz, 1 H, H-5); *C NMR
(CDCl3) & 122.8, 126.2, 128.4, 129.4, 130.0, 132.6, 135.2, 135.5, 136.4, 142.5, 180.9
(C=S). Elementarni analyza (%) pro Ci3HgBrNsS, Vypocteno: C, 49.07; H, 2.53; N,
13.21; S, 10.08. Nalezeno: C, 49.21; H, 2.65; N, 13.16; S, 9.90.

3-(4-Chlorfenyl)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thion (41)

'H NMR (DMSO) § 7.64-7.70 (m, 4 H, H-2", H-3", H-5", H-6"), 8.03 (td, J = 0.9 Hz, J
=8.1Hz, 1H, H-6),8.17 (td,J=0.9Hz,J=8.1 Hz,1 H, H-7),8.28 (dd, J=0.9 Hz,J =
8.1 Hz, 1 H, H-8), 8.64 (dd, J = 0.9 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H, H-5); *C NMR (DMSO) ¢
126.1, 128.4, 128.5, 129.4, 130.1, 131.6, 131.8, 132.5, 135.3, 135.4, 136.5, 142.7, 181.0
(C=S). Elementarni analyza (%) pro Ci13HgCIN3S, Vypocteno: C, 57.04; H, 2.95; N,
15.35; S, 11.71. Nalezeno: C, 56.88; H, 2.76; N, 15.04; S, 11.80.
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3-(3,4-Dichlorfenyl)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thion (42)

'H NMR (DMSO) 6 7.69 (dd, J = 2.4 Hz, J = 8.4 Hz,1 H, H-6"), 7.91 (d, = 8.4 Hz, 1
H, H-5"), 8.02-8.08 (m, 2 H, H-2", H-6), 8.19 (td, J = 1.2 Hz, J = 8.1 Hz,1 H, H-7), 8.29
(dd, J = 1.2 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H, H-8), 8.65 (dd, J = 1.2 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H, H-5); °C
NMR (DMSO) s 126.1, 128.4, 128.5, 129.4, 130.1, 131.6, 131.8, 132.5, 135.3, 135.4,
136.5, 142.7, 181.0 (C=S). Elementarni analyza (%) pro C13H7CI>2N3S, Vypocteno: C,
50.67; H, 2.29; N, 13.67; S, 10.40. Nalezeno: C, 50.52; H, 2.38; N, 13.65; S, 10.28.

6-Chlor-3-(4-chlorfenyl)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thion (43)

'H NMR (CDCl3) & 7.46-7.49 (m, 2 H, H-3", H-5"), 7.54-7.57 (m, 2 H, H-2", H-6"),
791 (dd, J=2.1Hz,J=8.7Hz, 1 H, H-7),8.12 (d, J = 8.7 Hz, 1 H, H-8), 8.74 (d, J =
2.1 Hz, 1 H, H-5); **C NMR (CDCl3) § 127.6, 128.4, 128.5, 129.7, 130.9, 133.8, 135.6,
135.8, 140.9, 141.1, 179.6 (C=S). Elementarni analyza (%) pro Ci3H;CI;N3S,
Vypoc¢teno: C, 50.67; H, 2.29; N, 13.67; S, 10.40. Nalezeno: C, 50.60; H, 2.42; N,
13.85; S, 10.30.

Pyridinium-3-(3,4-dichlorfenyl)-2,4-dithioxo-3,4-dihydro-1,3,2°-benzodiaza-
fosfinin-2-thiolat (44)

Tento  meziprodukt byl  pfipraven  zahiivanim  2-amino-N-(3,4-
dichlorfenyl)thiobenzamidu (0.08 g, 0.27 mmol) s P4Sio (0.12 g, 0.27 mmol) v 10
pyridinu v mikrovinném reaktoru. Reakce byla provadéna pii vykonu reaktoru 500 W
po dobu 20 minut. Po ochlazeni byla smés nalita na drceny led a ponechana stat. Zluta
krystalicka latka byla odfiltrovana a rekrystalovana z ethanlu. Bylo ziskano 0.1 g (80 %)

zluté krystalické latky. Charakterizace latky viz nize.

'H NMR (DMSO) 5 6.85 (t, J = 8.1 Hz, 1 H, H-7), 6.96 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, H-8), 7.25-
7.29 (m, 1 H, H-6"), 7.33-7.39 (m, 1 H, H-6), 7.53-7.54 (m, 1 H, H-2"), 7.62 (d, J = 8.4
Hz, 1 H, H-5"), 8.01-8.07 (m, 2 H, py-H3, py-H5), 8.35 (dd, J = 1.5 Hz, J = 8.1 Hz, 1 H,
H-5), 8.54-8.62 (m, 1 H, pyH-4), 8.80-8.93 (m, 2 H, pyH-2), pyH-6), 9.03 (bs, 1 H, NH);
13C NMR (DMSO) 5 117.7, 118.6, 123.1, 126.7, 129.0, 129.4, 130.3, 131.2, 132.8,
133.8, 140.7, 142.2, 142.8, 145.6, 194.6 (C=S).
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4.7  Metody pouZivané v experimentalni ¢asti

Vychozi slou¢enény byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich, 2-hydroxy-4-
methoxy-N-(4-methylthiazol-2-yl)benzamid byl poskytnut prof. K. Waisserem.
Tenkovrstva chromatogratie TLC (UV detekce) byla provadéna na hlinikovych foliich
pokrytych silikagelem 60 Fys4 (Merck), sloupcova chromatografie byla provadéna na
silikagelu 60 (Merck). Mobilni faze pouzité pii chromatografii byly tvofeny
rozpoustédly aceton p. a., hexan, ethyl-acetat p. a., toluen p. a. v riznych pomérech
uvedenych u jednotlivych postupil.

Teplota tani byla stanovena na automatickém pfistroji Biichi Melting Point B-
545. Elementarni analyza byla provadéna na ptistroji Perkin-Elmer 2400 CHNS/O
analyzator. Infracervend spektroskopie (IR) byla méfena na pfistroji Nicolet Impact 400
spectrometer v tabletach KBr. Pfi reakcich v mikrovlnném reaktoru byl pouzit pfistroj
MicroSYNTH (MLS ETHOS 1600 URM). *H-NMR a *C-NMR spektra byla m&fena
na pfistroji Varian Mercury-Vx BB 300 (300 MHz) a Bruker AC 250 (250 MHz). Latky
byly pfed vlastnim méfenim rozpustény v deuterovaném rozpoustédle: dimethylsulfoxid
(DMSO-ds), chloroform (CDCl3) nebo aceton (aceton-dg). Chemicky posun 6 je udavan
Vv jednotkach ppm vzhledem k tetramethylsilanu jako standardu. 2D NMR experimenty
byly provadény na pfistroji Varian Mercury-Vx BB 300 (300 MHz).
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5  Vysledky hodnoceni biologické aktivity
5.1 Antimykobakterialni aktivita

Testovani antimykobakterialni aktivity pfipravenych latek bylo provedeno na
Oddé¢leni pro diagnostiku mykobakterii ve Zdravotnim ustavu se sidlem v Ostrave.
Hodnoceni bylo realizovano in vitro na kmenech ziskanych z Ceské narodni sbirky
typovych kultur (CNCTC) Mycobacterium tuberculosis CNCTC My 331/88, M. avium
CNCTC My 330/88, M. kansasii CNCTC My 235/80 a kmeni M. kansasii 6509/96
izolovaném z klinického vzorku od pacienta. Antimykobakterialni aktivita latek byla
stanovena na Sulové semisyntetické ptidé (SEVAC, Praha). Latky byly rozpu$tény
v dimethylsulfoxidu, stupnice vysledné koncentrace byla 1000, 500, 250, 125, 62.5, 32,
16, 8, 4, 2 a 1 umol dm. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), ktera byla stanovena
testované latky, pti které jesté dochazi k inhibici rdstu. Jako standard bylo pouzito

antituberkulotikum isoniazid (INH).

5.1.1 Antimykobakterialni hodnoceni N-fenyl-dihydroxybenzamidi

_RZ
\ 1
R N
N
OH
R? R? R?
1 3-OH a H h 4-C(CH3)2
2 4-OH b 4-Cl i 4-[CH;]3sCH3
3 5-OH C 4-F ] 4-CH,CH(CHy),
4 6-OH d 4-CHs3 k 4-CH,CgHs*
5 3-OCH; e 3-CHj
6 6-OCH; f 4-OCH3j
7 3,4-OH g 4-CH2CH3

* Substituent na N misto fenylu

88
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Tabulka ¢. 10: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/l) N-fenyl-dihydroxybezamidu

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

14d | 21d | 14d | 21d 7d 14d | 21d | 7d | 14d | 21d
la 125 | 250 | 500 | 500 | 250 | 250 | 500 | 250 | 500 | 500
1b 250 500 500 | 500 250 | 500 | 500 | 125 | 250 | 500
1d 250 500 500 | 500 250 | 500 | 500 | 125 | 250 | 500
1f 125 250 500 | 500 250 250 | 250 | 250 | 500 | 500
19 125 | 250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500
1h 250 | 250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500 | 250 | 250 | 250
2a 16 32 62,5 | 125 125 125 | 250 | 62,5 | 125 | 125
2b 8 16 62,5 | 125 32 62,5 | 125 32 62,5 | 125
2d 16 32 32 62,5 | 625 | 125 125 | 125 | 125 | 125
2f 16 32 62,5 | 125 125 125 | 250 | 62,5 | 62,5 | 62,5
2h 8 16 32 | 625 | 32 | 625 | 625 | 16 16 16
3a 125 | 125 | 1000 | 1000 | 250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500
3b 125 | 125 | 500 | 1000 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
3d 125 125 500 | 1000 | 250 | 500 | 500 | 250 | 250 | 500
3f 62,5 | 125 | 1000 | 1000 | 250 250 | 500 | 125 | 250 | 500
39 16 32 >500 | >500 | 62,5 | 62,5 | 125 32 32 62,5
4a 32 | 625 | 62 125 | 32 | 625 | 625 | 32 | 625 | 62,5
4b 32 | 625 | 32 | 625 | 16 32 | 625 | 16 32 32
4c 62,5 | 125 250 | 250 | 62,5 | 125 125 | 62,5 | 125 | 125
4d 62,5 | 62,5 32 62,5 32 62,5 | 62,5 32 62,5 | 62,5
4e 62,5 | 125 250 | 250 | 62,5 | 125 | 250 | 62,5 | 125 | 125
4f 32 62,5 | 125 | 250 | 62,5 | 125 | 250 | 62,5 | 125 | 125
4i 32 32 | 625 | 125 | 32 | 625 | 625 | 32 32 | 625
4k 125 250 250 | 250 32 62,5 | 625 | 125 | 125 | 125

INH 0,5 0,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 2 4 4
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Tabulka €. 10: pokra¢ovani

M. tuberculosis| M. avium M. kansasii M. kansasii
Latka | My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
14d | 21d | 14d | 21d 7d 14d | 21d | 7d | 14d | 21d
6d 250 | 250 32 32 32 | 625 | 625 | 125 | 125 | 125
7b 125 250 | 1000 | 1000 | 125 | 250 | 500 | 250 | 500 | 500
7d 125 125 | 1000 | 1000 | 250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500
INH 0,5 0,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 2 4 4

5.1.2 Antimykobakterialni hodnoceni N-fenyl-dihydroxythiobenzamidi

S = e
Rl N N S
~F OH
R! R? R?

8 3-OH a H g 4-CH,CHj
9 4-OH b | 4-Cl 4-C(CHa),
10 5-OH c 4-F i 4-[CH,]5CH3
11 6-OH d | 4CH; j | 4-CH,CH(CHs),
12 3-OCHj e | 3CH; Kk 4-CH,CgHs*
13 6-OCHj f | 4-OCHjs

. ng
joen
H
MeO OH

14

* Substituent na N misto fenylu
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Tabulka ¢. 11: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/l) N-fenyl-dihydroxythio-

benzamidii
M. tuberculosis| M. avium M. kansasii M. kansasii
Latka | My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96

14d | 21d | 14d | 21d | 7d | 14d | 21d | 7d | 14d | 21d
8a 125 | 250 | 250 | 500 | 250 | 250 | 500 | 125 | 250 | 500
8b 125 | 250 | 250 | 250 | 125 | 250 | 500 | 125 | 250 | 250
8¢c 125 | 250 | 250 | 500 | 125 | 250 | 500 | 125 | 250 | 250
8d 125 | 250 | 250 | 500 | 250 | 250 | 500 | 125 | 250 | 250
89 62,5 | 62,5 | 625 | 125 | 655 | 125 | 125 | 62,5 | 125 | 125
8j 125 | 250 | 125 | 250 | 125 | 250 | 250 | 125 | 125 | 250
9b 62,5 | 62,5 | 625 | 625 | 625 | 625 | 62,5 | 625 | 62,5 | 62,5
9d 16 32 32 32 | 625|625 | 125 | 32 | 62,5 | 62,5

9h 16 32 8 16 32 | 625|625 | 16 | 16 | 32
10a | 62,5 | 125 | 500 | 1000 | 125 | 250 | 250 | 125 | 250 | 250
10b 125 | 125 | 500 | 1000 | 250 | 500 | 500 | 250 | 250 | 500
10g 62,5 | 125 | 500 | 500 | 125 | 250 | 250 | 62,5 | 125 | 500
1la 125 | 125 | 250 | 500 | 125 | 250 | 500 | 125 | 250 | 250
11b 125 | 125 | 125 | 250 | 62,5 | 125 | 250 | 62,5 | 125 | 125
11e 125 | 250 | 250 | 250 | 125 | 250 | 250 | 125 | 250 | 250
11i 125 | 250 | 125 | 125 | 125 | 125 | 250 | 62,5 | 125 | 250
11k 250 | 250 | 250 | 250 | 32 | 125 | 125 | 125 | 250 | 250
12d 2 4 16 32 8 8 16 16 16 16
13d 16 16 32 32 8 16 16 8 16 16
14 62,5 | 62,5 | 125 | 125 32 | 625 | 125 | 625 | 125 | 125

INH 0,5 0,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 2 4 4
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5.1.3 Antimykobakterialni hodnoceni 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont

R! R?
15 8-OH a H
16 7-OH b 4-Cl
17 6-OH d 4-CHg
18 5-OH f 4-OCH,

4-[CH,]3sCH3

Tabulka ¢. 12: Minimalni inhibiéni koncentrace (umol/l) 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-diont

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

14d | 21d | 14d | 21d 7d 14d | 21d | 7d | 14d | 21d
15b 125 250 500 | 500 125 250 | 250 | 125 | 250 | 500
15d 125 250 500 | 500 500 | 500 | 500 | 250 | 250 | 250
15f 125 250 500 | 500 250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500
16a 125 | 125 | 250 | 250 | 250 | 500 | 500 | 125 | 125 | 250
16b 16 32 125 125 | 625 | 125 | 250 32 62.5 | 125
16d 16 16 125 | 250 | 125 | 250 | 250 | 62.5 | 125 | 250
16f 32 62.5 | 250 | 500 125 250 | 500 | 62,5 | 125 | 125
17a 62,5 | 125 | 1000 | 1000 | 250 | 500 | 500 | 250 | 250 | 500
17b 62,5 | 125 250 | 500 125 250 | 500 | 125 | 250 | 500
17d 62,5 | 62,5 | 500 | 1000 | 125 | 250 | 500 | 125 | 250 | 500
17f 62,5 | 62,5 | 1000 | 1000 | 250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500
18a 32 | 625 | 32 | 625 | 32 | 625 | 125 | 32 | 625 | 125
18b 16 32 16 32 16 32 62,5 16 32 62,5
18d 32 62,5 32 62,5 16 32 62,5 16 32 62,5
18f 62,5 | 125 125 125 | 625 | 125 | 250 | 625 | 62.5 | 125
18i 32 62,5 | 62,5 | 62,5 | 625 | 62,5 | 62,5 32 62,5 | 125
INH 0,5 0,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 2 4 4
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5.1.4 Antimykobakterialni hodnoceni hydroxyderivata 3-fenyl-4-thioxo-3,4-
dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-onu

i R* R?
o J[::r 19| 50H a H
mLll = N 20 | 7-OH b 4-Cl
PPN
O O d 4'CH3
f | 4-OCH,

Tabulka ¢. 13: Minimalni inhibiéni koncentrace (umol/l) hydroxyderivata 3-fenyl-4-
thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-onu

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

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

19a 125 | 250 | 125 | 125 | 62,5 | 125 | 250 | 62,5 | 125 | 250

19b 62,5 | 125 | 62,5 | 125 32 62,5 | 250 32 | 625 | 125

19d 625 | 125 | 625 | 125 | 62,5 | 125 | 250 | 62,5 | 125 | 250

19f 125 | 250 | 250 | 250 | 125 | 125 | 250 | 125 | 250 | 250

20b 16 32 16 32 62,5 | 62,5 | 125 32 | 625 | 62,5

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

5.15 Antimykobakterialni hodnoceni 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dithiont

R R?
s /@/RZ 21| 50H a | H
b | 4l
S d | 4CH
[ - 3
Z OAS
f | 4-OCH,
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Tabulka ¢. 14: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/1) 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dithiont

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

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

2la 32 62,5 62 62,5 32 62,5 | 125 32 | 625 | 125

21b 32 62,5 32 62,5 32 62,5 | 125 32 | 625 | 125

21d 62,5 | 62,5 | 125 | 125 32 32 | 625 | 625 | 62,5 | 62,5

21f 125 125 125 | 125 | 625 | 125 | 125 | 625 | 125 | 125

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

5.1.6 Antimykobakterialni hodnoceni vybranych latek pripravovanymi

cykliza¢nimi reakcemi (viz kapitola 4.4.2)

T DT oY o
& L SO S

(0]
22 23 6 — 27

Tabulka €. 15: Miniméalni inhibi¢ni koncentrace (pumol/1)

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

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

22 32 62,5 | 625 | 125 | 625 | 62,5 | 125 32 125 | 250

23 32 62,5 32 625 | 32 625 | 625 | 32 | 625 | 125

26 250 | 500 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500

27 250 | 500 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500

INH 0,5 0,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 2 4 4
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5.1.7 Antimykobakterialni  hodnoceni  3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxy-

R
NH H

4-Cl
4-CHj
4-OCHj

benzamida

OH

- O T 9

Tabulka ¢. 16: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/l) 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-
hydroxybenzamida 29 a vychozi kyseliny 28 a vedlejsi latky 30

M. tuberculosis| M. avium M. kansasii M. kansasii
Latka | My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
14d | 21d | 14d | 21d 7d 14d | 21d | 7d | 14d | 21d
28 62.5 | 125 | 500 | 500 | 62.5 | 125 | 125 32 | 625 | 625
20a | 32 | 625 | 125 | 125 | 4 8 8 2 4 4
29b 8 16 | 625 | 625 | 8 16 | 16 | 4 4 8
29d 8 16 | 625 | 625 | 8 8 8 4 8 8
20f 62.5 | 125 | 62.5 | 625 4 4 4 8 8 8
30 625 | 625 | 32 | 625 8 16 32 4 8 32
INH 0,5 0,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 2 4 4

5.1.8 Antimykobakterialni hodnoceni 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2,6-dihydroxy-

benzamidu
R
OH O ©/ 35 R
NH a H
b 4-ClI
OH

d 4-CHj
f 4-OCH3

95



5 Vysledky hodnoceni biologicke aktivity

Tabulka ¢. 17: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/l) 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2,6-
dihydroxybenzamidu 35 a vychozich latek 31 - 32, 34

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

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

31 250 | 500 | 1000 | 1000 | 125 | 500 | 1000 | 250 | 500 | 500

32 125 | 250 | 250 | 250 | 62.5 | 250 | 500 | 62.5 | 125 | 500

34 125 | 125 | 250 | 500 | 62.5 | 625 | 625 | 125 | 125 | 125

3B | 4 8 | 125 | 250 | 1 1 1

3mp | 2 2 | 250 [ 500 | 1 1

1
35d | 8 8 |625]| 125 | 1 1 2
35f | 16 | 16 | 625 | 125 | 1 1 2

N| | R, R
N N )
B R R NN

INH 0,5 0,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250

5.1.9 Antimykobakterialni hodnoceni 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thionu
R2
Rl
N R3

Tabulka ¢. 18: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/l) 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-
4(3H)-thiont

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

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

36 125 | 250 | 62.5 | 62.5 32 625 | 625 | 625 | 125 | 250

37 125 | 125 | 625 | 625 | 625 | 125 | 125 | 625 | 125 | 125

38 325 | 125 | 625 | 625 | 625 | 125 | 250 | 62.5 | 125 | 250

39 325 | 125 | 125 | 125 | 625 | 125 | 250 | 62.5 | 125 | 125

INH 0,5 0,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 2 4 4
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Tabulka €. 18: pokraovani

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

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

40 325 | 125 | 625 | 625 | 625 | 125 | 250 | 625 | 125 | 250

41 325 | 125 | 625 | 625 | 625 | 125 | 250 | 625 | 125 | 250

42 325 | 125 | 625 | 625 32 625 | 625 | 32 | 625 | 625

43 625 | 625 | 315 | 315 | 315 | 315 | 315 | 156 | 31.2 | 31.2

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

5.2 Antifungalni aktivita
Antifungalni hodnoceni bylo provedeno na katedie biologickych a 1ékatskych

"in vitro

véd Farmaceutické fakulty UK v Hradei Kralové. Antimykoticka aktivita™
byla testovana proti 8 druhtim hub potencialné patogennich pro Clovéka: Candida
albicans (ATCC 44859), Candida tropicalis (156), Candida krusei (E28), Candida
glabrata (20/1), Trichosporon asahii (1188), Aspergillus fumigatus (231), Absidia
corymbifera (272), Trichophyton mentagrophytes (445). Testovani in vitro bylo
provadéno mikrodiluéni bujonovou metodou™’ v destickach M27A-M1, jako zivné
medium bylo pouzito RPMI 1640 s glutaminem, pH = 7, MOPS (0.165M). Doba
inkubace byla 24-48 hodin (u T. mentagrophytes 48-72 hodin) pii teploté 35°C.
Odecitani bylo vizualni / fotometrické (od 540 nm), MIC = ICgp, ICsp (u vlaknitych
hub). Latky byly rozpusteny v dimethylsulfoxidu (DMSO) a testovany v koncentracich
1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.91, 1.95 pumol-dm™. Jako standardy

byly pouzit flukonazol (FLU).

5.2.1 Antifungalni hodnoceni N-fenyl-dihydroxybenzamidii
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Tabulka ¢. 19: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/l) N-fenyl-dihydroxybenzamida

R! R? R?
1 3-OH a H h 4-C(CHs),
2 4-OH b 4-Cl [ 4-[CH2]sCHs
3 5-OH c 4-F j | 4-CH,CH(CHa),
4 6-OH d 4-CHjs k 4-CH,CeHs*
5| 3-OCHs; e 3-CH;
6 | 6-OCH; f 4-OCH3
7| 340H g| 4-CH)CH;

CA CT CK CG TA AF AC ™
Latka | 24h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72 h
48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48h | 120 h
1a 15,63 | 7,81 62,5 7,81 62,5 62,5 125 | 31,25
62,5 | 1563 | 62,5 | 1563 | 125 250 125 | 31,25
1b 7,81 391 | 1563 | 391 |3125 |3125 | 62,5 7,81
31,25 | 7,81 | 3125 | 7,81 62,5 125 | 31,25 | 15,63
1d 31,25 7,8 31,25 7,8 62,5 125 62,5 | 31,25
62,5 | 1562 | 625 | 1562 | 125 125 62,5 | 31,25
1f 31,25 | 625 | 3125 | 625 | 3125 | 62,5 | 1562 | 31,25
62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 250 | 15,62 | 31,25
1g 31,25 | 62,5 | 15,62 7,8 31,25 | 31,25 | 31,25 | 15,62
31,25 | 625 | 1562 | 15,62 | 62,5 62,5 | 31,25 | 15,62
1h 7,8 62,5 | 15,62 7,8 31,25 | 62,5 | 15,62 7,8
1562 | 62,5 | 1562 | 15,62 | 62,5 125 | 15,62 | 15,62
94 125 >500 | >500 | >500 | 62,5 | >500 | >500 500
250 >500 | >500 | >500 | 62,5 | >500 | >500 500
b 62,5 250 250 250 250 125 250 | 31,25
125 250 250 250 250 250 250 62,5
2 125 500 500 500 500 500 500 500
500 >500 | >500 500 500 500 500 500
of 125 500 500 500 500 500 500 500
500 >500 | >500 500 500 500 500 500
oh 62,5 250 250 250 125 500 125 125
62,5 250 250 250 250 500 250 250
FLU 1 3 >50 22 4 >50 >50 17
2 5 >50 >50 9 >50 >50 26
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Tabulka €. 19: pokradovani

CA CT CK CG TA AF AC ™
Latka " 24h [ 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 72h
48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48h | 120 h
33 500 >500 | >500 | >500 | >500 500 >500 500
500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 500
3b 31,25 | 125 125 125 250 125 125 | 31,25
62,5 125 250 250 250 250 250 62,5
3d 125 250 500 250 250 250 250 125
250 250 500 500 250 250 250 125
3 >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125
>125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125
3 125 >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 62,5
>125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 62,5
42 250 250 125 125 62,5 62,5 125 | 31,25
250 250 250 250 250 250 250 | 31,25
ab 391 | 1563 | 7,81 | 1563 | 7,81 | 1563 | 15,63 | 1,95
781 |31,25 | 7,81 | 31,25 | 1563 | 31,25 | 31,25 | 1,95
Ac 125 125 62,5 62,5 62,5 | 31,25 125 15,62
125 125 62,5 125 62,5 62,5 125 15,62
44 15,63 | 62,5 | 31,25 | 625 | 31,25 | 31,25 | 62,5 7,81
31,25 | 625 | 31,25 | 62,5 62,5 62,5 62,5 | 15,63
le 125 125 62,5 125 62,5 62,5 125 7,8
125 250 62,5 125 125 62,5 125 7,8
125 250 125 250 125 125 125 125
af 125 500 250 250 250 250 125 125
4i 31,25 | 625 | 31,25 | 62,5 625 | 31,25 | 1562 | 1,95
62,5 125 125 >125 | >125 | 62,5 | 15,62 | 15,62
m 500 500 500 500 500 500 250 62,5
500 500 500 500 500 500 250 125
54 62,5 250 500 500 250 250 62,5 62,5
125 500 500 500 500 500 125 125
6d >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
7b 31,24 | 781 |3125 | 7,81 62,5 125 31,25 | 15,63
625 |31,25 | 625 | 31,25 | 625 250 62,5 | 31,25
74 1563 | 7,81 | 31,25 | 391 62,5 62,5 | 31,25 | 15,63
625 |31,25 | 31,25 | 31,25 | 62,5 250 62,5 | 31,25
FLU 1 3 >50 22 4 >50 >50 17
2 5 >50 >50 9 >50 >50 26

99




5 Vysledky hodnoceni biologicke aktivity

Testované kmeny: CA - Candida albicans, CT - Candida tropicalis, CK - Candida
krusei, CG - Candida glabrata, TA- Trichosporon asahii, AF - Aspergillus fumigatus,
AC - Absidia corymbifera, TM - Trichophyton mentagrophytes

5.2.2 Antifungalni hodnoceni N-fenyl-dihydroxythiobenzamidi

S = e
X N X
Rl H
Zon
R! R? R?
8 3-OH a H g 4-CH2CH3
9 4-OH b 4-Cl h 4-C(CHy);
10 5-OH c 4-F i 4-[CH,]5CH3
11 6-OH d 4-CHjs ] 4-CH,CH(CHy3),
12 3-OCH3 e 3-CH3 k 4-CH2C5H5*
13 6-OCH3 f | 4-OCHs
: I ) Py * Substituent na N misto fenylu
H
MeO OH
14

Tabulka €. 20: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/l) N-fenyl-dihydroxythio-

benzamidua
CA CT CK CG TA AF AC ™
Latka | 24h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72 h
48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 120 h
62,5 7,8 125 7,8 62,5 125 15,62 62,5
8a 62,5 15,62 62,5 15,62 125 125 16,62 62,5
8b 15,62 3,9 15,62 3,9 31,25 62,5 7,8 15,62
31,25 7,8 31,25 7,8 31,25 62,5 7,8 15,62
8¢ 62,5 125 31,25 15,62 62,5 62,5 15,62 62,5
62,5 125 62,5 15,62 62,5 125 15,62 62,5
q 15.62 3,9 15,62 7,8 31,25 62,5 7,8 15,62
8 31,25 7,8 31,25 7,8 62,5 62,5 7,8 15,62
FLU 1 3 >50 22 4 >50 >50 17
2 5 >50 >50 9 >50 >50 26

100




5 Vysledky hodnoceni biologicke aktivity

Tabulka ¢. 20: pokraCovani

CA CT CK CG TA AF AC T™
Latka |24 24h 24h 24 h 24h 24 h 24h 72h
48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 120 h
15,62 | 31,25 | 15,62 7,8 15,62 | 31,25 7.8 15,62
89 15,62 | 625 15,62 | 1562 | 31,25 62,5 7.8 15,62
6i 7.8 15,62 7.8 7.8 15,62 | 31,25 | 15,62 | 15,62
15,62 | 15,62 | 15,62 7.8 15,62 | 31,25 | 15,62 | 15,62
ob 62,5 250 250 250 250 250 125 62,5
62,5 500 250 250 250 250 125 62,5
o 250 250 500 500 250 500 125 125
250 500 >500 500 500 >500 125 125
oh 62,5 125 >125 | >125 | >125 | >125 62,5 31,25
125 >125 | >125 | >125 | >125 | >125 62,5 31,25
108 125 500 250 250 250 250 250 125
250 >500 500 500 500 500 250 125
L0 125 125 250 125 250 125 250 62,5
125 125 250 125 250 250 250 62,5
10g 62,5 125 250 250 125 250 62,5 31,25
125 250 250 250 250 500 62,5 62,5
11a 125 125 500 250 250 500 250 62,5
250 250 250 250 500 500 250 62,5
11 62,5 125 62,5 125 62,5 125 62,5 15,6
62,5 125 125 125 62,5 125 62,5 15,6
125 250 250 250 125 125 125 125
lle 250 500 250 500 250 500 125 125
i | 3125 | 625 31,25 62,5 31,25 62,5 15,62 | 31,25
62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 250 15,62 | 31,25
1K 500 >500 500 500 125 125 250 31,25
500 >500 500 >500 250 250 250 31,25
124 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 500 15,62
>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 15,62
13 250 >500 | >500 500 500 >500 250 250
500 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 250 250
14 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
FLU 1 3 >50 22 4 >50 >50 17
2 5 >50 >50 9 >50 >50 26

Testované kmeny: CA - Candida albicans, CT - Candida tropicalis, CK - Candida
krusei, CG - Candida glabrata, TA- Trichosporon asahii, AF - Aspergillus fumigatus,
AC - Absidia corymbifera, TM - Trichophyton mentagrophytes
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5.2.3 Antifungalni hodnoceni 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont

R! R?
15 8-OH a H
16 7-OH b 4-Cl
17 6-OH d 4-CH,
18 5-OH f 4-OCH,

i | 4-[CH2]5CH3

Tabulka ¢. 21: Minimalni inhibiéni koncentrace (umol/l) 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-

2,4(3H)-diont

CA CT CK CG TA AF AC ™
Latka | 24h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72 h
48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 120 h
154 125 250 250 62,5 250 250 250 125
250 250 250 62,5 250 500 250 125
150 15,62 31,25 31,25 3,9 31,25 62,5 15,62 62,5
31,25 62,5 31,25 3,9 62,5 125 31,25 62,5
15 125 125 125 15,62 62,5 125 125 31,25
125 250 125 31,25 125 250 125 31,25
15f 125 250 125 31,25 250 250 250 250
125 250 125 31,25 250 500 250 250
164 >500 >500 >500 >500 500 >500 >500 >500
>500 >500 >500 >500 500 >500 >500 >500
16b 500 >500 >500 >500 >500 >500 500 125
500 >500 >500 >500 >500 >500 500 250
164 500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 250
>500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 500
16f >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
>125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
17a 500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 250
>500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 250
17b 250 >500 >500 >500 >500 >500 >500 125
500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 125
17d >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 250
>500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 250
17¢ 250 250 250 250 250 >500 >500 250
250 250 250 250 250 >500 >500 500
1 3 >50 22 4 >50 >50 17
FLU 2 5 >50 >50 9 >50 >50 26
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Tabulka €. 21: pokraovani

CA CT CK CG TA AF AC ™
Latka [ 24h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72h
48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 120 h
18a 125 250 250 500 125 125 250 31,25
250 500 250 500 125 250 250 31,25
18b 125 >125 >125 >125 7,81 >125 >125 7,81
>125 >125 >125 >125 15,63 >125 >125 7,81
184 125 125 125 250 62,5 62,5 125 31,25
125 125 125 250 125 125 125 31,25
18f >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
>250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
18i >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
' >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
FLU 1 3 >50 22 4 >50 >50 17
2 5 >50 >50 9 >50 >50 26

Testované kmeny: CA - Candida albicans, CT - Candida tropicalis, CK - Candida

krusei, CG - Candida glabrata, TA- Trichosporon asahii, AF - Aspergillus fumigatus,

AC - Absidia corymbifera, TM - Trichophyton mentagrophytes

5.2.4 Antifungalni hodnoceni 3-fenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-

Rl—I

onua

=

0]

RZ
L T
N N

A

R! R?
19 | 5-OH a H
20 | 7-OH b 4-Cl
d 4-CH,4
f | 4-OCHs

Tabulka ¢. 22: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/l) 3-fenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-

2H-1,3-benzoxazin-2-onu

CA | CT [ CK 1 CG | TA | AF | AC | T™

Latka [ 240 | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 72h
48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 120h

S125 | >125 | 5125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125

192 | 195 | 5125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125
b >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125

190 1 S125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125
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194 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
>125 >125 >125 >125 | >125 >125 >125 >125
10f >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
>250 >250 >250 >250 | >250 >250 >250 >250
20 500 500 500 500 500 500 250 62.5
500 500 >500 500 >500 >500 250 125
FLU 1 3 >50 22 4 >50 >50 17
2 5 >50 >50 9 >50 >50 26

Testované kmeny: CA - Candida albicans, CT - Candida tropicalis, CK - Candida

krusei, CG - Candida glabrata, TA- Trichosporon asahii, AF - Aspergillus fumigatus,

AC - Absidia corymbifera, TM - Trichophyton mentagrophytes

5.2.5 Antifungalni hodnoceni

dithionu

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

RZ
Vet
Rl_l A N

L /g

O S

R! R?
5-OH a H
b 4-Cl
d 4-CHs
f | 4-OCHs

Tabulka ¢. 23: Minimalni inhibiéni koncentrace (umol/l) 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-

benzoxazin-2,4(3H)-dithiond

CA CT CK CG TA AF AC ™
Liatka | 24h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72 h
48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 120 h
21 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
a >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
21h >125 >125 >125 >125 | >125 >125 >125 15,62
>125 >125 >125 >125 | >125 >125 >125 31,25
214 >250 >250 >250 >250 | >250 >250 >250 >250
>250 >250 >250 >250 | >250 >250 >250 >250
o1f 250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
FLU 1 3 >50 22 4 >50 >50 17
2 5 >50 >50 9 >50 >50 26
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Testované kmeny: CA - Candida albicans, CT - Candida tropicalis, CK - Candida
krusei, CG - Candida glabrata, TA- Trichosporon asahii, AF - Aspergillus fumigatus,
AC - Absidia corymbifera, TM - Trichophyton mentagrophytes

5.2.6 Antifungalni hodnoceni vybranych latek pripravovanych cykliza¢nimi

reakcemi (viz kapitola 4.4.2).

L0 @gx@f @gu@r
i@& i!gd*s 0 ;

22 23 S 26 SN 27

Tabulka ¢. 24: Minimalni inhibiéni koncentrace (umol/l) latek (22, 23, 26, 27)

CA CT CK CG TA AF AC ™
Latka | 24h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72 h
48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 120 h
2 >500 >500 >500 >500 | >500 >500 >500 125
>500 >500 >500 >500 | >500 >500 >500 125
23 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 62,5
>125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 125
26 31,25 62,5 62,5 31,25 62,5 125 62,5 31,25
62,5 62,5 62,5 31,25 125 >125 62,5 31,25
27 15,62 62,5 62,5 15,62 62,5 125 62,5 15,62
31,25 125 62,5 15,62 125 250 62,5 15,62
FLU 1 3 >50 22 4 >50 >50 17
2 5 >50 >50 9 >50 >50 26

Testované kmeny: CA - Candida albicans, CT - Candida tropicalis, CK - Candida
krusei, CG - Candida glabrata, TA- Trichosporon asahii, AF - Aspergillus fumigatus,
AC - Absidia corymbifera, TM - Trichophyton mentagrophytes
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5.2.7 Antifungalni hodnoceni 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxydroxy-

benzamida

R 29 R
(@]
@ -
NH
4-Cl

4-CHs
4-OCHj

OH

- O T 9

Tabulka ¢. 25: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/l) 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-
hydroxybenzanilid 29 a vedlejsi latky 30

CA CT CK CG TA AF AC ™
Latka 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72 h
48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 120 h
203 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500 >500
>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500 >500
20b >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 >125 >125
>125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 >125 >125
20d >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 >125 >125
9 >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 >125 >125
20f >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500
>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500 >500
30 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500 >500
>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 >500 >500
FLU 1 3 >50 22 4 >50 >50 17
2 5 >50 >50 9 >50 >50 26

Testované kmeny: CA - Candida albicans, CT - Candida tropicalis, CK - Candida
krusei, CG - Candida glabrata, TA- Trichosporon asahii, AF - Aspergillus fumigatus,
AC - Absidia corymbifera, TM - Trichophyton mentagrophytes
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5.2.8 Antifungalni  hodnoceni  3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2,6-dihydroxydroxy-

benzamida
R 35 R
OH O
a H
NH b 4-Cl
OH d 4-CH;
f 4-OCHs,

Tabulka ¢. 26: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/1) 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2,6-
dihydroxybenzamidut 35 a vychozich latek 31 a 32

CA CT CK CG TA AF AC ™
Latka 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72 h
48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 120 h
31 >500 | >500 >500 | >500 | >500 | >500 >500 >500
>500 | >500 >500 | >500 | >500 | >500 >500 >500
32 >125 >125 >125 >125 | >125 >125 >125 >125
>125 | >125 >125 | >125 | >125 | >125 >125 >125
354 >500 >500 >500 >500 | >500 >500 >500 >500
>500 | >500 >500 | >500 | >500 | >500 >500 >500
35h 31,25 | >500 250 15,62 | 15.62 | >500 3.9 31.25
250 >500 >500 125 31.25 | >500 | 31.25 62.5
354 >500 | >500 >500 | >500 | >500 | >500 250 >500
>500 | >500 >500 | >500 | >500 | >500 250 >500
35 >500 | >500 >500 | >500 | >500 | >500 500 >500
>500 | >500 >500 | >500 | >500 | >500 >500 >500
FLU 1 3 >50 22 4 >50 >50 17
2 5 >50 >50 9 >50 >50 26

Testované kmeny: CA - Candida albicans, CT - Candida tropicalis, CK - Candida
krusei, CG - Candida glabrata, TA- Trichosporon asahii, AF - Aspergillus fumigatus,
AC - Absidia corymbifera, TM - Trichophyton mentagrophytes
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5.2.9 Antifungalni hodnoceni 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thiona

Tabulka ¢. 27: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (umol/l) 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-
4(3H)-thiont

CA CT CK CG TA AF AC ™
Latka | 24h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72 h
48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 120 h
36 62,5 >250 >250 >250 | >250 >250 >250 62,5
>250 >250 >250 >250 | >250 >250 >250 >250
37 125 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
>250 >250 >250 >250 | >250 >250 >250 >250
>250 >250 >250 >250 | >250 >250 >250 >250
38 | 550 | >250 | >250 | >250 | >250 | 250 | >250 | >250
38 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
>250 >250 >250 >250 | >250 >250 >250 >250
10 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
>125 >125 >125 >125 | >125 >125 >125 >125
1 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
>250 >250 >250 >250 | >250 >250 >250 >250
12 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125 >125
>125 >125 >125 >125 | >125 >125 >125 >125
FLU 1 3 >50 22 4 >50 >50 17
2 5 >50 >50 9 >50 >50 26

Testované kmeny: CA - Candida albicans, CT - Candida tropicalis, CK - Candida
krusei, CG - Candida glabrata, TA- Trichosporon asahii, AF - Aspergillus fumigatus,
AC - Absidia corymbifera, TM - Trichophyton mentagrophytes
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6.1 Chemicka ¢ast
N-Fenyl-dihydroxybenzamidy 1-4 byly  pfipraveny  z vychozi
dihydroxybenzoové kyseliny, anilinu a PCls. Reakce byla provadéna v chlorbenzenu a

9. 198 Hxi vykonu 600

misto konven¢niho zahtivani bylo pouZzito mikrovinného reaktoru
W (reakce str. 38). Reakce byla ukoncena po 20 minutach, zatimco pii zahfivani na
olejové lazni probihé reakce 2-3 hodiny’’. Vyrazny vliv na izolaci a tim i na vytézek
produktit mélo provedeni sloupcové chromatografie pred krystalizaci.

Touto metodou bylo pfipraveno 23 N-fenyl-dihydroxybenzamidi la—4i ve
vytézku 55-81 % a jeden N-benzyl-2,6-dihydroxybenzamid (4k) (vytézek 76 %).
Analogickou metodou byly ptipraveny dva methoxysalicylanilidy 5d, 6d (55-81 %) a
dva N-fenyl-2,3,4-trihydroxybenzamidy 7b, d (31 a 36 %, izolace bez sloupcové
chromatografie). Prehled latek viz tabulka ¢. 1.

N-Fenyl-dihydroxybenzamidy byly pievedeny na N-fenyl-dihydroxythiobenz-

amidy 8-11. P¥ipravou thiosalicylanilidi dvoustupiiovou reakci® *°

199

(bez nutnosti
izolace meziproduktu) se zabyval Sustr™ (reakce str. 49). Tuto metodu jsem vyuzil a
optimalizoval pro ptipravu svych latek.

V prvnim stupni reagoval ptislusny N-fenyl-dihydroxybenzamid (1a—4k, 5d, 6d)
S P4S;0 vmolarnim poméru 1:1 vsuseném pyridinu (10-15 ml). Reakce byla
optimalizovdna za pouziti mikrovinného reaktoru pii vykonu 500 W, ¢imz doslo ke
zkraceni reakéniho €asu a oproti predchozim 8 - 13 hodinam byla provadéna 1 hodinu.
Reakce byla monitorovana TLC, za pouziti mobilni faze aceton:hexan (2:3), do
vymizeni vychozi latky. Vznikly surovy meziprodukt, tj. derivat pyridinium-3-fenyl-
2,4-dithioxo-3,4-dihydro-1,3,21°-benzoxafosfinin-2-thiolatu, byl poté pouzit do
nasledujiciho kroku bez izolace.

Ve druhém stupni byla reakéni smés z prvniho kroku podrobena kyselé
hydrolyze (konc. HCI, pH = 1-2) ve smési chloroformu (toluenu) a vody, kdy vznikajici
N-fenyl-dihydroxythiobenzamid pronikal ptes fazové rozhrani do organické faze. Tento
krok byl provadén zahiivanim po dobu 3—6 hodin pod zpétnych chladicem bez pouziti
mikrovinného reaktoru. Reakce byla opét monitorovana pomoci TLC. Organicka faze

byla nasledn¢ odpaiena a surovy zluty krystalicky produkt byl ¢istén sloupcovou
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chromatografii na siligagelu. Jako mobilni faze byla pouzita smés aceton:hexan (1:12).
Vznikly produkt byl do¢istén krystalizaci ze smési ethanol a voda.

Pouziti mikrovinného reaktoru mélo za nasledek pouze snizeni reak¢niho casu
Vv danném kroku bez vyrazného vlivu na vytézk reakce, proto ve druhém kroku bylo
zvoleno klasické zahfivani z davodu nepfetézovani mikrovinného reaktoru a
pfistupnéjSiho provadéni monitoringu pomoci TLC.

Velmi se osvédCilo pouziti chloroformu jako rozpoustédla, které sice nemélo
vliv na vytézek reakce, ale dochazelo ke zkraceni reakéni doby v iadu 1-2 hodin.
Pouzitim chloroformu, ktery je t€z8i nez voda a ma nizsi teplotu varu, dochézelo
k lepsimu promichavani reakéni smési bublinkami rozpoustédla a k lepSimu rozpousténi
vznikajicich N-fenyl-dihydroxythiobenzamidd oproti toluenu.

Touto metodou bylo pfipraveno 16 derivati N-fenyl-dihydroxythiobenzamidu
(8a - 11i) (ve vytézku 39-68 %), jeden N-benzyl-2,6-dihydroxybenzamid 11k (68 %),
dva methoxythiosalicylanilidy 12d a 13d (54, 61 %) a heterocyklicky analog 2-
hydroxy-4-methoxy-N-(4-methyl-1,3-thiazol-2-yl)thiobenzamid (14) (64 %.). Piehled
latek viz tabulka €. 2.

Pro syntézu hydroxyderivata 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dionu 15-18
jsem pouzil cyklizacni reakci N-fenyl-dihydroxybenzamidi l1la-4i s methyl-
chlorformiatem v bezvodém pyridinu (reakce str. 58). Timto postupem'®® bylo
pfipraveno 17 bilych krystalickych latek ve vytézku 77-94 %. Piehled latek viz tabulka
¢. 3.

Dalsim zamérem bylo pievést piipravené hydroxyderivaty 3-fenyl-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3H)-dionu 15-18 thionaci na odpovidajici monosirné a disirné
hydroxyderivaty, tj. 3-fenyl-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-ony a 3-fenyl-
2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithiony. Metodou pfimého taveni vychozi latky s P4Sio se
zabyval prof. Waisser™™ 2%, V regersni praci o pouziti Lawessonova ¢inidla v organické

syntéze neni thionace podobnych latek uvedena®

. V predbéznych pokusech se nejvice
osvéd¢ilo piimé taveni vychozi latky s Lawessonovym cinidlem (reakce str. 64) pfi
teploté 190-200 °C po dobu 4 minut. Pfi pouziti Lawessonova ¢inidla dochézelo jiz pti
160 °C k vytvofeni homonogenni smeési a tim k dobrému promichévani reak¢nich
komponent. V piipadé P4S;0 dochazelo k vytvofeni homonogenni smési az kolem 200
°C a reakce probihala asi 20 minut pfi teploté 200 - 210 °C. Reak¢ni smés byla po

ochlazeni rozpusténa v chloroformu, zfiltrovana a nasledné Ccisténa sloupcovou
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chromatografii na silikagelu za pouziti mobilni faze hexan:toluen. Ze smési byl nejprve
izolovan disirny produkt (vyssi hodnota Ry) a poté monosirny derivat (niz§i hodnota Ry).

Timto postupem (reakce str. 64) byly piipraveny 4 derivaty 3-fenyl-5-hydroxy-
4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-onu 19a—f (3142 %) a 4 derivaty 3-fenyl-
5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithionu 21a—f (24-33 %). Pokusy o pfipravu
monosirnych a disirnych derivati s hydroxyskupinou v polohach 6, 7 nebo 8 vedly ke
smési velké fady dale obtizné izolovatelnych a neidentifikovanych latek. Reakce byly
provadény za riznych podminek, tzn. ménila se teplota, ¢as nebo thiona¢ni Cinidlo
(P4S1p namisto Lawessonova C¢inidla). Reakce byla provadéna i zahfivanim v
rozpoustédle (DMF, pyridin). Jako vychozi latka byla zkousena i monoacetylovany
derivat, avSak bez pozitivniho vysledku. Pouze vV pfipadé jednoho derivatu s
hydroxyskupinou Vv poloze 7 se podafilo izolovat odpovidajici 3-(4-chlorfenyl)-7-
hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-on (20b), a to ve vytézku 5 %

puvodnim zptsobem (viz schéma ¢. 1). Prehled latek viz tabulka ¢. 4 a 5.

Lawessonovo

OH s /@/Rz
CLE,

19a-f

CE“O
O/gs

2la-f

LT
“Cr
. N

O/&S

cinidlo/ P4Syg

oo taveni S /©/CI S @/Rz
fo 8! e
— *
HO o/J\o HO” & o7 &s
(5 %) 20b

R, R
S s 2
IS
O/&O o/gs
Schéma ¢. 1

OH OH

To, ze u monosirnych derivatd (19, 20b) je thioxoskupina v poloze 4, bylo
potvrzeno 2D NMR (gHMQC a gHSCQ) experimenty, které byly provedeny u latky

19b. Vsechny gHSQC korelace jsou znazornény na obrazku ¢. 1.
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:

Obrazek ¢. 1: gHSCQ korelacni piispévky

Jelikoz se metoda piimého taveni neukazala jako obecné pouzitelna (viz schéma
¢. 1), pokusil jsem se o piipravu u nékolika malo vybranych sirnych analogl jinymi
postupy (viz schéma ¢. 2).

Zvolil jsem si derivaty s hydroxyskupinou v poloze 7 (viz schéma ¢. 2) a znovu
jsem piipravil 3-(4-chlorfenyl)-7-hydroxy-4-thioxo-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-2-
on (20b), a to cyklizaci vychoziho N-(4-chlorfenyl)-2,4-dihydroxythiobenzamidu (9b)
s methyl-chlorformiatem (reakce str. 68). Timto postupem bylo dosazeno 76% vytézku,

oproti 5% vytézku metodou ptimého taveni vychozich komponent.
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Reakce N-(4-chlorfenyl)-2,4-dihydroxybenzamidu (2b) s thiofosgenem
nevedla k zadanému produktu 24, jelikoz pravdépodobné dochazelo k polymerizaci.
Proto jsem pfistoupil k chranéni hydroxyskupiny v poloze 4 acylu.

Nejprve byl dvéma zpusoby (reakce str. 69) piipraven 4-[(4-
chlorfenyl)karbamoyl]-3-hydroxyfenyl-acetat (22). Prvni spocival v piipravé 4-acetoxy-
2-hydroxybenzoové kyseliny, tj. v selektivnim chranéni hydroxyskupiny v poloze 4,
reakci s NaOH a acetanhydridem.?®* Nasledovala reakce s 4-chloranilinem za vzniku 4-
[(4-chlorfenyl)karbamoyl]-3-hydroxyfenyl-acetatu (22). Pouzil jsem jiz osvédceny
zpusob ptipravy v mikrovinném reaktoru (viz kapitola 4.1). Timto krokem byl pfipraven
potiebny meziprodukt 22 ve vytézku 51 %. Druhy zpusob spocival v acetylaci jiz
ptipraveného N-(4-chlorfenyl)-2,4-dihydroxybenzamidu (2b), analogickou reakci, tj.
sNaOH a acetanhydridem, svytézkem 74 %. Timto postupem byl pfipraven
meziprodukt 22 ve vytézku 74 %. V porovnani vytéznosti obou dvoustupnovych
pristuptt mél prvni celkovy vytézek 34 % a druhy 40 %.

V dalsim  stupni nasledovala cyklizace  4-[(4-chlorfenyl)karbamoyl]-3-
hydroxyfenyl-acetatu (22) s thiofosgenem (reakce str. 70). Reakce byla provadéna
V bezvodém chloroformu za pouziti baze triethylaminu. Touto reakci byl ptipraven 3-
(4-chlorfenyl)-4-oxo-2-thioxo-3,4-dihydro-2H-benzoxazin-7-yl-acetat (23) ve vytézku
62 %. Posledni krok syntézy spocival v hydrolyze acetylu z aromatické ¢asti molekuly,
bez poruSeni heterocyklického kruhu. K tomu byla upravena metoda®®. Jednalo se o
rozpu$téni latky v minimalnim mnoZstvi tetrahydrofuranu a néaslednad hydrolyza byla
provedena pomoci K,CO3 a methanolu (reakce str. 71). Timto postupem byl ziskan
findlni produkt, tj. 3-(4-chlorfenyl)-7-hydroxy-2-thioxo-2,3-dihydro-4H-benzoxazin-4-
on (24) ve vytézku 72 % .

Poslednim zastupcem derivatd, obsahujicich hydroxyskupinu v poloze 7, je
disirny analog, 3-(4-chlorfenyl)-7-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-dithion (viz
schéma ¢. 2). K jeho ptipravé nevedla opét piima reakce N-(4-chlorfenyl)-2,4-
dihydroxythiobenzamidu  (9b) s thiofosgenem. Metoda  thionace  4-[(4-
chlorfenyl)karbamoyl]-3-hydroxyfenyl-acetatu  (22) za vzniku 4-[(4-chlorfenyl)
thiokarbamoyl]-3-hydroxyfenyl-acetatu pomoci metody popsané v kapitole 4.2 nevedla
k jednotnému produktu, ale ke smési vice produktt s hlavnim podilem deacetylovaného.
Proto jsem chtél provést chranéni hydroxyskupiny v poloze 4 acetylem N-(4-
chlorfenyl)-2,4-dihydroxythiobenzamidu (9b). K acetylaci latky 9b byla pouzita metoda
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vyuzivajici NaOH a acetanhydridu, ktera byla popsana vyse, a byla ziskana pouze jedna
latka ve vytézku 57 %. Podle NMR spektra latka obsahuje 2 acetylové skupiny
v acylové casti, proto nebylo mozné provést cyklizaci pomoci thiofosgenu.

Dale jsem se pokusil o piipravu 3-(4-chlorfenyl)-5-hydroxy-2-thioxo-2,3-
dihydro-4H-1,3-benzoxazin-4-onu (reakce str. 72), izomeru latky 19b, liSiciho se
polohou oxo- a thioxoskupiny. Pro pfipravu byla zvolena metoda cyklizace N-(4-
chlorfenyl)-2,6-dihydroxybenzamidu (4b) s thiofosgenem, triethylaminem v bezvodém
chloroformu. Reakce byla provedena analogicky jako v ptipadé latky 23 a po reakci
byla izolovéna Zluta krystalicka latka ve vyt&zku 51 %. Podle **C-NMR, teploty tani a
IC spektra bylo prokazano, 7e se jedna o 3-(4-chlorfenyl)-5-hydroxy-4-thioxo-2,3-
dihydro-4H-benzoxazin-4-on (19b), tj. o derivat s thioxo skupinou v poloze 4. Reakce
byla opakovana v tetrahydrofuranu jako rozpoustédle, ale se stejnym vysledkem. Pro
tuto cyklizaci a premisténi thioxo skupiny do polohy 4 zatim nemam uspokojivé
vysvétleni. Pti reSerSi v chemickych databdzich nebyl nalezen podobny piipad.

Pro kontrolu byla provedena reakce s monohydroxyderivatem, ktera méla
vylou¢it ovliviiovani priabéhu reakce hydroxyskupinou v poloze 6, v tzv. chelatovém
uspofadani. Pfi reakci byl pouzit N-(4-chlorfenyl)-2-hydroxybenzamid se stejnymi
reakénimi komponentami a podminkami (reakce str. 72). Po reakci, ktera probé&hla
velmi hladce, byla ziskana bila krystalicka latka, ve vytézku 76 %. Poloha
thioxoskupiny (poloha 2 nebo 4) §la velmi snadno, kromé barvy latky, ur&it pomoci **C-
NMR. V piipadé thioxoskupiny v poloze 2 &inil posun v **C-NMR spektru & ~ 181-184
ppm, bez ohledu na rozpoustédlo, zatimco v ptipadé thioxoskupiny V poloze 4 ¢inil
posun v *C-NMR ~ 192-193 ppm.

Kone¢né pti reakci fosgenu S 2,3-dihydroxy-N-(4-
methylfenyl)benzamidem (1d) jsem si chtél ovéfit, zda vznikne predpokladany 5¢lenny
kruh, tj. 2-thioxo-N-(4-methylfenyl)-2H-1,3-benzodioxol-4-karboxamid (26), nebo
mén¢ pravdépodobny 6¢lenny kruh, tj. 8-hydroxy-3-(4-methylfenyl)-2-thioxo-2,3-
dihydro-4H-benzoxazin-4-on (reakce str. 73). Po reakci byla izolovana jedina latka,
kterA byla nasledné uréena jako ocekavany 2-thioxo-N-(4-methylfenyl)-2H-1,3-
benzodioxol-4-karboxamid (26). Pii rekrystalizaci produktu z ethanolu doslo k jeho
kvantitativni pfeméné, ktera byla zptuisobena otevienim 5¢lenného kruhu nukleofilnim
atakem ethanolu za vzniku O-ethyl-O"-{2-hydroxy-6-[(4-
methylfenyl)karbamoyl]fenyl}-karbonothioatu (27). Poloha ethoxythiokarbonylové
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skupiny byla urcena na zaklad¢ prostorové blizkosti v NOE 2D NMR experimentu.
Vytézek produktu 26 ¢inil 62 % a ethanolem otevieného produktu 27 ¢inil 69 %.

Pro piipravu 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxybenzamidt 29a-f a 3,5-di-terc-
butyl-N-fenyl-2,6-dihydroxybenzadi 35a-f jsem zvolil cestu pifevedeni vychozi
substituované karboxylové kyseliny, na odpovidajici N-fenylbenzamid metodou
popsanou v kapitole (4.1) za vyuziti mikrovinného reaktoru.

Pro ptipravu 3,5-di-terc-butyl-2-hydroxybenzoové kyseliny (28) jsem pouzil

metodu , ktera vychazela z klasické Friedelovy-Craftsovy alkylace'®*

. Pfi syntéze jsem
vysel z methyl-salicylatu, terc-butanolu a konc. H,SO4 jako katalyzatoru (reakce str.
74). Podle orientace aktivujici skupiny byly terc-butylové skupiny navazany do poloh
ortho a para vzhledem k hydroxylu, tj. do poloh 3 a 5 vzhledem k methoxykarbonylu.
V prvnim kroku byl izolovan methylester odpovidajici kyseliny (79 %), ktery naslednou
bazickou hydrolyzou s KOH poskytl 3,5-di-terc-butyl-2-hydroxybenzoovou kyselinu
(28) ve vytézku 75 %.

K piipravé 3,5-di-terc-butyl-2,6-dihydroxybenzoové kyseliny (34) jsem nejprve
pfipravili vychozi methyl-2,6-dihydroxykarboxylat (31) a potom jsem aplikoval vySe
popsany postup. Alkylace probihala mnohem snadnéji a byla ukoncena jiz za 3 hodiny
za michani pfi laboratorni teploté, na rozdil od 15 hodin pfi pfipravé kyseliny 28.

Vychozi methyl-2,6-dihydroxykarboxylat (31) byl syntetizovan podle literatury*®*

, 1.
esterifikaci za pomoci dicyklohexylkarbodiimidu (DCC), (dimethylamino)pyridinu
(DMAP) v methanolu (reakce str. 78). Vytézek methyl-2,6-dihydroxykarboxylatu ¢inil
49 % (lit.*** 25 %). B&hem této reakce byl izolovan meziprodukt 32 (ve vyt&zku 19 %),
tj. prvni stupen pii esterifikaci pomoci DCC, kdy dochazi k aktivaci vychozi 2,6-
dihydroxybenzoové kyseliny. Pfi pouZiti diisopropylkarbodiimidu (DII) misto DCC byl
izolovan methyl-2,6-dihydroxykarboxylat (31) ve vytézku 59 %. Prehled latek viz
tabulka €. 7.

Z 3,5-di-terc-butyl-2-hydroxybenzoové kysliny (28) a 3,5-di-terc-butyl-2,6-
dihydroxybenzoové kysliny (34) byly pfipraveny odpovidajici N-fenylbenzamidy. Byla
pouzita metoda na ptipravu N-fenyl-dihydroxybenzamidi (kapitola 4.1) za pouziti
mikrovinného reaktoru (reakce str. 75 a 80). Byly piipraveny ¢tyii 3,5-di-terc-butyl-N-
fenyl-2-hydroxybenzamidy 29a—f ve vytézku 41-65 % a ¢tyii 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-
2,6-dihydroxybenzamidy 35a—f ve vytézku 44-53 %. Piehled latek viz tabulka ¢. 6 a 8.
Pti pripravé 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxybenzamidu (29a) byl izolovan vedlejsi
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produkt (rovnice str. 77) 5-terc-butyl-2-hydroxybenzamid (30) ve vytézku 17 %. Vznik
tohoto produktu lze vysvétlit dealkylaci terc-butylu z acylové ¢asti molekuly vlivem
mikrovinného ohtivani, latka 30 jiz byla popsana v literatute™®,

Posledni skupinou piipravenych latek jsou derivaty 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-
4(3H)-thionu 36-43 (reakce str. 82). Vychozi 2-amino-N-fenylbenzamidy byly
ptipraveny z 2H-3,1-benzoxazin-2,4(1H)-dioni reakci s odpovidajicim anilinem
Vv ledové kyselin¢ octové?®. V mikrovinném reaktoru byla provedena thionace pomoci
P,Sio vpyridinu za vzniku pyridinium-2,4-dithioxo-3-fenyl-3,4-dihydro-1,3,2A°-

benzodiazafosfinin-2-thiolatu jako meziproduktu?®*

. Vznikly meziprodukt byl bez
izolace ihned pouzit do dalsiho kroku, ktery byl proveden také v mikrovinném reaktoru.
Jednalo se o kyselou hydrolyzu meziproduktu ve smési organické a vodné faze. Surovy
substituovany 2-amino-N-fenylthiobenzamid byl podroben diazotaci a naslednou
spontanni intramolekuldrni cyklizaci byly ziskany derivaty 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-
4(3H)-thionu (38-40, 42-43) ve vyt&zku 41-51%°%.

Pipravil jsem 5 derivata 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thionu a reakci 2-
amino-N-(3,4-dichlorfenyl)thiobenzamidu s P4Sip V pyridinu pfislusnou pyridiniovou
stl 44. Prehled latek viz tabulka €. 9.
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6.2 Mikrobiologicka cast
6.2.1 Antimykobakteridlni hodnoceni

Diskusi mikrobiologickych dat za¢neme hodnocenim antimykobakteridlni
aktivity pripravenych latek. Je tfeba ptedeslat, Zze navrh strukturnich obmén, tj. zavadéni
druhé hydroxyskupiny do poloh 3, 4, 5 a 6 v acylové ¢asti molekuly (thio)salicylanilidu,
popt. do odpovidajicich poloh 8, 7, 6 a 5 v 1,3-benzoxazinovém cyklu, nevychazel
primarné ze zaméru pfipravit latky se zvySenou antimykobakteridlni aktivitou.
Testovani in vitro bylo provedeno na tiech sbirkovych kmenech (CNCTC)
Mycobacterium tuberculosis My 331/88, M. avium My 330/88, M. kansasii My 235/80
a na kmeni M. kansasii 6509/96 izolovaném z klinického vzorku od pacienta. Jako
standardu bylo uzito isoniazidu (INH).

Vysledky hodnoceni N-fenyl-dihydroxybenzamidu 1-4 jsou uvedeny v tabulce
¢. 10. Nejvyssi aktivitu proti M. tuberculosis z testovanych latek vykazaly 2,4-
dihydroxybenzanilidy 2b a 2h (MIC = 16 umol/l), latky se stfedni aktivitou (MIC = 32
umol/l) 1ze najit i mezi 2,5-dihydroxy- a 2,6-dihydroxyanalogy (latky 3g a 4i s alkylem
V poloze 4 anilinové ¢asti). Proti sbirkovym kmenim M. avium a M. kansasii necitlivym
na isoniazid vykazovaly né&které 2,4- a 2,6-dihydroxyderivaty jen o malo horsi aktivitu:
MIC = 62,5 umol/l byla zjisténa u latek 2d, 2h a 4b, 4d pro M. avium a u latek 2h, 4a,
4b, 4d, 4i a 4k pro M. kansasii. Nejvyssi aktivitu vici klinickému izolatu M. kansasii
mél N-(4-chlorfenyl)-2,4-dihydroxybenzamid (2b) (MIC = 16 umol/l), ktery je tak
celkové neaktivngjsi testovanou latkou této skupiny. Naopak, 2,3-dihydroxy- a 2,3,4-
trihydroxybenzanilidy 1a—h a 7b,d nebyly antimykobakterialné aktivni.

Za zminku stoji, ze 6-methoxy-4’-methylsalicylanilid (6d) mél stejnou (nebo
lepsi) aktivitu vaci M. avium jako odpovidajici 2,6-dihydroxyanalog 4d. (Izomerni 3-
methoxy-4"-methylsalicylanilid (5d) nebyl testovan.)

Néhrada kysliku v amidové skupin€ za siru thioamidové skupiny byva zpravidla
provazena zvySenim antimykobakteridlni aktivitysz' oz testovanych latek to nejlépe
potvrzuje 6-methoxy-4"-methylthiosalicylanilid (13d), pokud jde o aktivitu vaci M.
tuberculosis a klinickému izolatu M. kansasii, ale proti M. avium se jeho aktivita ve
srovnani s amidem 6d nezvysila. Vyssi aktivita proti M. tuberculosis byla zjisténa u 3-
methoxy-4"-methylthiosalicylanilidu (12d), s hodnotou MIC = 4 pmol/l je druhou

v

nejucinnéjsi latkou proti M. tuberculosis piipravenou v této studii. Jisty rist aktivity lze
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zaznamenat také u 2-hydroxy-4-methoxy-N-(4-methyl-1,3-thiazol-4-yl)thiobenzamidu
14, pro odpovidajici amid byly publikovany hodnoty MIC o jedno fed&ni vy3si?®.

Pokud se jedna o N-fenyl-dihydroxythiobenzamidy 8-11 (viz tabulka ¢. 11),
potvrzuje se takovy zaveér pouze ¢astecné. Jisty rist antimykobakteridlni aktivity nastal
u nekterych 2,3-dihydroxyderivati 8, naopak urcity pokles aktivity nastal u nékterych
2,6-dihydroxyderivatd 11 a jen tfi testované 2,5-dihydroxyderivaty 10 neumoziluji
ucinit jasny zavér. U ti 2,4-dihydroxyderivati 9 pozorujeme trend K ristu aktivity proti
M. avium, naopak k poklesu aktivity proti M. tuberculosis a pro klinicky izolat M.
kansasii oboji. Nejaktivnéjsim testovanym N-fenyl-dihydroxythiobenzamidy je sice 2,4-
dihydroxyderivat 9h, avsak pfi srovnani s odpovidajicim amidem 2h ma vyssi aktivitu
jen pro M. avium (MIC = 16 pumol/l), zatimco pro zbylé kmeny jsou aktivity nizsi.

Substituované 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony 15-18 (viz tabulka
¢.12) pripravené cyklizaci si aktivitu vychozich N-fenyl-dihydroxythiobenzamidi bud’
zachovaly, nebo doslo k jejimu mirnému poklesu. To se vztahuje zejména na oba
kmeny M. kansasii. Naopak relativni rust aktivity proti M. tuberculosis vykazaly 8-
hydroxyderivaty 15 a 6-hydroxyderivaty 17 a proti M. avium 5-hydroxyderivaty (latka
18b MIC = 32 pmol/l). Nejvyssi aktivitu, s hodnotou MIC = 16 pmol/l, ma 7-
hydroxyderivat 16d viac¢i M. tuberculosis (u dalSich 7-hydroxyderivati 16 nastal pokles
aktivity ve srovnani s odpovidajicimi N-fenyl-2,4-dihydroxybenzamidy 2), stfedni
aktivitu maji latky 16b a 18b (MIC = 32 umol/l).

Pokud jde o posouzeni vlivu zamény jedné (v poloze 4) nebo obou oxoskupin
1,3-benzoxazin-2,4-dionu za thioxoskupinu, mame mikrobiologicka data pro 5-
hydroxyderivaty 19 a 7-hydroxyanalog 20b. Nahrazeni oxoskupiny za thioxo skupinu
v poloze 4 se projevilo u 3-fenyl-4-thioxo-5-hydroxy-3,4-dihydro-2H-1,3-benzoxazin-
2-ontt 19a-f na antimykobakteridlni aktivit¢ nepfiznivé (viz tabulka ¢. 13). U 7-
hydroxyanalogu 20b vsak aktivita zlstala zachovana, zejména proti M. tuberculosis
(MIC = 32 umol/l), a proti M. avium doslo k jejimu rustu (MIC = 32 pumol/l). Nahrada
druhé oxoskupiny za thioxoskupinu u derivati 3-fenyl-5-hydroxy-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(3H)-dithionu (21a-f) (viz tabulka ¢. 14) tento pokles spise kompenzovala na Groven
aktivit dionti 18 s vyjimkou derivatu 21b, u n€hoz nastal pokles aktivit ve srovnani
s derivatem 18b.

Vyznamny vliv na zvySeni antimykobaterialni aktivity oproti pfedchozim latkam

melo zavedeni dvou terc-butylovych skupin do acylové ¢asti salicylanilidu nebo 2,6-
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dihydroxybenzanilidu. Derivaty 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2-hydroxybenzamidu (29a-f)
byly ucinné zejména proti obéma kmenim M. kansasii. Proti sbirkovému kmeni
necitlivému na isoniazid vykazoval nejvyssi aktivitu 3-(4-methoxyfenyl)derivat 29f
(MIC = 4 pmol/l) a proti klinickému izolatu M. kansasii mé¢l nejvyssi aktivitu
nesubstituovany derivat 29a a vyrovnal se tak isoniazidu (MIC = 4 umol/l). O néco
niz8i aktivitu proti klinickému izolatu M. kansasii mély dalsi dva derivaty, 29b a 29f
(MIC = 8 umol/l), které vykazovaly také stiedni aktivitu vaéi M. tuberculosis (MIC =
16 umol/l). Oktabec®® syntetizoval 2-hydroxy-3,5-di-terc-butylanilidy kyseliny
benzoové, 4-chlorsalicylové a 5-chlorsalicylové. Zatimco benzanilid, izomer nasi latky
29a (jeji obraceny amid), byl prakticky neucinny, oba chlorované salicylanilidy
vykazovaly MIC = 4-8 umol/l proti testovanym kmentm s vyjimkou M. avium, tzn. ze
jeji aktivita byla vy$si proti M. tuberculosis a proti obéma kmenim M. kansasii byla
srovnatelna s aktivitou 3,5-di-terc-butylsalicylanilidt 29.

Derivat obsahujici jen jednu terc-butylovou skupinou v molekule, 5-terc-butyl-
2-hydroxy-N-fenylbenzamid (30), mél nizsi aktivitu (viz tabulka ¢. 16).

U latek se dvéma hydroxyskupinami v acylové ¢asti molekuly, tj. u derivata 3,5-
di-terc-butyl-N-fenyl-2,6-dihydroxybenzamidu 35a—f, byla antimykobakterialni aktivita
jesté vystupnovana, s hodnotami MIC = 1-2 umol/l proti obéma kmeniim M. kansasii a
tim ptedCily standard isoniazid. 3-(4-Chlorfenyl)derivat 35b mél proti M. tuberculosis
MIC = 2 umol/l a byl v této skupiné proti tomuto kmeni nejucinnéjsi. Avsak proti M.
avium zustaly i tyto dihydroxyderivaty neaktivni. (viz tabulka ¢. 17)

3-Fenyl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thiony 36-42 vykazovaly nizkou
antimykobakterialni aktivitu s vyjimkou derivatu disubstituovaného chlorem 42 s MIC

= 32 umol/l proti atypickym kmentm. (viz tabulka ¢. 18).

6.2.2 Antifungalni hodnoceni

Hodnocené latky byly syntetizovany jako latky s potencidlnim antifungalnim
ucinkem, v ptipadé¢ N-fenyl-2,4-dihydroxythiobenzamida jiz v literatufe dostatecné
dolozenym®"™°. Antifungalni hodnoceni bylo provedeno in vitro proti 8 druhtim hub
potencialné patogennich pro ¢lovéka: Candida albicans (ATCC 44859), Candida
tropicalis (156), Candida krusei (E28), Candida glabrata (20/1), Trichosporon asahii
(1188), Aspergillus fumigatus (231), Absidia corymbifera (272) a Trichophyton
mentagrophytes (445).
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Z porovnani antifungalni aktivity N-fenyl-dihydroxybenzamidt 1-4 (viz tabulka
¢. 19) vzhledem k poloze hydroxyskupin vacylové c¢asti molekuly vyplyva, ze
vyznamnéj$i aktivitu vykazuji derivaty N-fenyl-2,3-dihydroxybenzamidy 1, N-fenyl-
2,6-dihydroxybenzamidu 4 a 2,3,4-trihydroxy-N-fenyl-benzamidu 7. Neja¢inngjsi
latkou je 2,6-dihydroxyderivat 4b, ktery ma z testovanych latek nejvyssi aktivitu proti
kvasinkam C. albicans a C. krusei (obé MIC = 7,81 umol/l, proti C. krusei je u¢inng&jsi
nez flukonazol), T. asahii (MIC = 15,6 umol/l), A. fumigatus (MIC = 31,2 umol/l a je
uéinngjsi nez flukonazol (MIC = 26 umol/l). 2,3-Dihydroxyderivat 1b je nejaktivné;si
latkou proti kvasinkam C. tropicalis a C. glabrata (obé¢ MIC = 7,81 pmol/l).
Nejucinnéj$imi latkami proti A. corymbifera jsou 2,3-dihydoxyderivaty 1f a 1h (MIC =
15,62 pumol/l). Za povSimnuti stoji, Zze latky 1b a 4b jsou substituovany chlorem v
poloze 4 anilinové ¢asti molekuly. Latky 5d a 6d, u nichz byla druha hydroxyskupina
nahrazena methoxyskupinou, prakticky ztratily antifungalni aktivitu.

Néhrazeni kysliku v amidové skupiné¢ za siru thioamidové skupiny se na
antifungalni aktivit¢ N-fenyl-dihydroxythiobenzamidy 8-11 projevilo riznym
zpusobem (viz tabulka ¢. 20). U 2,3-dihydroxyderivati 8 zustala jejich aktivita
zachovana nebo doslo k jejimu ristu. Napft. latky 8b a 8d maji MIC = 7,8 umol/I pro C.
tropicalis a C. glabrata i A. corymbifera. Podobné se jevi i 2,4-dihydroxy- a 2,5-
dihydroxyderivaty 9 a 10, avSak pfipadny rust aktivity nevede k vyznamnym hodnotdm
MIC. V piipadé 2,6-dihydroxyderivati 11 doslo spise k poklesu aktivity, coz je
obzvlast’ patrné ze srovnani aktivit latky 11b a odpovidajici latky 4b, ktera byla
nejaktivngjsim  N-fenyl-dihydroxybenzamidem.  Prakticky neucinné jsou oba
methoxyderivaty 12d a 13d a heterocyklicky analog 14.

Cyklizace vychozich latek 1-4 na odpovidajici 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-
2,4(H)-diony 15-18 m¢la za nasledek pokles aktivity (viz tabulka ¢. 21). Pouze 8-
hydroxyderivat 15b si zachoval (a zlepsil) aktivitu proti C. glabrata (MIC = 3.9 umol/l,
srov. 1b MIC = 7.8 pmol/l). Podobné 5-hydroxyderivat 18b si zachoval mirnou aktivitu
proti T. mentagrophytes (MIC = 7.81 umol/l, srov. 4b MIC = 1,95 umol/l).

Dalsi modifikace spoéivajici v zavadéni siry do molekuly, latky 19-21, nevedla
k antifungalné aktivnim latkam. (viz tabulka ¢. 21 a 22). Antifungalné aktivni latky
nebyly nalezeny ani mezi 3,5-di-terc-butyl derivaty kyseliny salicylové 29 a 2,6-
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dihydroxybenzoové 35 (viz tabulka ¢. 24 a 25), ani mezi 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-
4(3H)-thiony 36-42 (viz tabulka ¢. 27).
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[ Zavér

V ramci disertaéni prace bylo pfipraveno 102 latek, z nichz 72 je originalnich.

Pii pripravé N-fenyl-dihydroxybenzamidi bylo konvenéni zahtivani nahrazeno
pouzitim mikrovinném reaktoru, ¢imz se zkratil reakcni Cas. Patentovand metoda
vyvinuta v na$i laboratofi na pfipravu thiosalicylanilidt byla optimalizovana i pro N-
fenyl-dihydroxythiobenzamidy. Thionace 3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont
metodou piimého taveni byla uspés$na pouze v ptipadé 5-hydroxyderivati. 3-Fenyl-
1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thiony byly pfipraveny analogickou metodou jako N-fenyl-
dihydroxythiobenzamidy.

Z vysledkl hodnoceni biologické aktivity vyplynuly nasledujici zavéry:

Ve skupin¢ N-fenyl-dihydroxybenzamidi se z hlediska antifungélni aktivity
jevily jako nejaktivnéjsi 2,3- a 2,6-dihydroxyderivaty. Z hlediska antimykobakteridlni
aktivity nejvyssi u€innost vykazovaly 2,4-dihydroxyderivaty.

Ve skupiné N-fenyl-dihydroxythiobenzamidi se zaména kysliku za siru
projevila poklesem antifungalni aktivity u 2,6-dihydroxyderivati, u 2,3-
dihydroxyderivatu zlstala aktivita zachovana. Pokud jde o antimykobakterialni aktivitu,
nevedla zaména kysliku za siru k jejimu ocekdvanému zvyseni.

Cyklizace vychozich latek na odpovidajici 3-fenyl-2H-1,3-benzoxaziny-2,4(3H)-
diony méla na antimykobakterialni aktivitu rozdilny vliv v zavislosti na testovaném
kmeni a poloze hydroxyskupiny. V ptipadé antifungalni aktivity doslo k jejimu poklesu.

Zavedeni terc-butylovych skupin do polohy 3 a 5 acylové ¢asti molekuly mélo
za nasledek zvySeni antimykobakterialni aktivity. Nejvyssi antimykobakterialni aktivitu
vykazovaly derivaty 3,5-di-terc-butyl-N-fenyl-2,6-dihydroxybenzamidu, které byly
proti obéma kmenim M. kansasii byly G¢innéjsi nez standard isoniazid. Tyto latky se
jevi jako perspektivni pro dalsi vyzkum latek s potencidlni antimykobakteridlni
aktivitou. Jejich antifungalni aktivita nebyla vyznamna.

3-Fenyl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thiony nebyly antifungalné ani antimyko-

bakterialné ¢inné.
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