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Anotace

Alabed, Anwar. Syntéza antibakterialné aktivnich salicylanilidovych esterii Hradec

Kralové, Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy, 2013.

Diplomova prace se zabyva syntézou salicyanilidd a jejich esteri. Byly
pripraveny konkrétné N-[4-brom-3-(trifluormethyl)fenyl]-5-chlor-2-hydroxybenzamid a
N-[3,5-bis(trifluormethyl)fenyl]-5-chlor-2-hydroxybenzamid a poté byla snaha ptipravit
jejich estery v podob¢ isonikotinati a pyrazinkarboxylati za ucelem rozSifeni série

salicylanilidovych esterti pro studium vztahii mezi strukturou a antibakterialni aktivitou.

Prace shrnuje problematiku tuberkuldzy, jeji 1é€by, vyvoje, moderni 1é¢by v
preklinickém a klinickém stadiu, které maji potencial k 1é¢bé TBC. Velka cast této

prace se zabyva salicylanilidy, jejich potencialem a problematikou.



Annotation

Alabed, Anwar. Synthesis of salicylanilide esters with antibacterial activity Hradec

Kralové, Faculty of Pharmacy, Charles University, 2013

This diploma thesis is concerned with synthesis of salicylanilides and their
esters. Namely N-[4-Brom-3-(trifluormethyl)phenyl]-5chloro-2-hydroxybenzamide and
N-[3,5 Bis(trifluormethyl)phenyl]-5-chloro-2-hydroxybenzamide were produced and
then we tried to synthesize thein esters as isonicotinates and pyrazincarboxylates to

enlarge the series of salicylanid esters for structure - antibacterial aktivity studies.

This thesis summarizes the problems with tuberculosis, its therapy, development
and modern therapy in preclinic and clinic phase, which has potencial to treat TBC.
Most of this thesis is concerned with salicylanilides, their potential and problems.
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1 Uvod

Tuberkul6za (TBC) je infekéni onemocnéni, jehoz pficinou je Mycobacterium
tuberculosis (MCTBC)®. V soudasné dob& se zvysil vyskyt multilékové rezistentni
tuberkulozy (multidrug-resistant tuberculosis; MDR-TBC), rezistentni proti isoniazidu
(INH) a rifampicinu (RIF), které patii mezi nejucinngjsi antituberkulotika vuci
tuberkuloze. Nové je wuzivan termin XDR-TBC (extenzivné rezistentni
tuberkuldza,extremely/extensively drug-resistant tuberculosis). Tento druh je kromé
vySe zminéného rezistentni i vici jakémukoliv fluorochinolonu a nejméné jednomu

z injekénich 1é&iv druhé volby-amikacin, kanamycin®.

Derivaty salicylanilidu (N-fenyl-2-hydroxybenzamidu) maji Siroky potencial a

dobré biologické uc¢inky piedevsim proti plisnim, bakteriim a mykobakteriim.

Nékteré estery salicylanilidi vykéazaly podobnou ucinnost ve srovnani s INH a
také nékteré estery salicylanilidovych derivati byly ucinné in vitro pfi minimalni

inhibi¢ni koncentraci (MIC) vici MD-TBC a XDR-TBC.



2 Teoreticka cast

2.1 Antituberkulotika

Dnes se pouzivaji razné chemické struktury s rozdilnymi mechanismy ucinku
proti nakaze vyvolané Mycobacterium tuberculosis popt. M. avium. V terapii se
obvykle vyuziva kombinace tii az étyt 1éCiv s rozdilnou strukturou a mechanismem

v ’ ;. . . 3
ucéinku S cilem zabranit vzniku rezistence °.

2.1.1 Vyvoj3

Vyvoj antituberkulotik zacal v roce 1882 po objeveni bakterie M. tuberculosis
Robertem Kochem. Prvni pokusy 1é¢by zacaly pii hledanim ucinnych latek jako silice,
barviva, dezinfekéni prostiedky ze skupiny derivatd fenolu (kresoly). Byly
zkoumany ptirodni estery cyklopent-2-enylalkanovych kyselin které byly pouzity pro
1é¢bu lepry, ale proti tuberkuloze Gc¢inné nebyly. V roce 1921 byla proti tuberkuloze
pouzita vakcina BCG (bacillus calmette guerin) ktera oslabila kmen mykobakterii.

Dulezitym zdrojem novych léciv byly syntetické skupiny latek. Mezi prvni
syntetizované latky patii sulfony, konkrétné dapson (4,4’ -diaminodifenylsulfon), ktery
se i vsoucasné dobé stale pouziva v 1écbé lepry. Mechanismus uc¢inku dapsonu je
shodny se sulfonamidy. Kromé uc¢innosti vii¢i M. tuberculosis a M. leprae ucinkuje i na

jiné druhy protozoi (Toxoplasma gondii).

Mezi dulezité latky, které byly pfipraveny jako meziprodukty pro vyrobu
sulfonamid®, patfi thiosemikarbazony. Radime sem thioacetazon, ktery se dodnes
pouzivd v chudych zemich, protoze je financné dostupny, jeho nevyhodou je vSak
znacna toxicita. Dal$im z meziproduktd thiosemikarbazon je isoniazid, ktery se

pouziva od roku 1952.

Druha linie vyvoje antimykobateridlnich latek byla zaméfena na studium

metabolismu mykobakterii. Pii téchto studiich bylo zjisténo, ze kyselina salicylova
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zvysuje prijem kysliku mykobakteriemi. Nejucinnéjsi latka byla p-aminosalicylova

kyselina, ktera se v dnesni dobé jiz moc nepouziva.

Dalsi studie zkoumaly vliv pyrazinamidu a potvrdily jeho uc¢innost (1952).
Vroce 1961 byl zaveden ethambutol. V osmdesatych letech se zacaly jako
antituberkulotika pouzivat fluorované chinolony (ciprofloxacin). V polovin¢ 20. stoleti
se zaCala pouzivat pfirodni antituberkulotika tfeti generace. Do této Skupiny patii
aminoglykosidové antibiotikum streptomycin, ktery je stile pouzivan jako
antituberkulotikum. Poté byl objeven rifampicin, patfici do skupin ansamycinovych
antibiotik. Ve 21. stoleti se vyvoj novych antimykobakterialnich latek soustfed’uje na

ovlivnéni bunécné stény a DNA bakterii.

2.1.2 Modernilécba TBC 4

WHO rozdélila antituberkulotika do dvou skupin. Linie | zahrnuje vysoce
efektivni latky, jejichz ucinnost byla prokazana. Z linie | to jsou isoniazid, rifampicin,
pyrazinamid a ethambutol. Linie Il zahrnuje Iéky, které maji také vysokou tcinnost, ale
jsou toxiCtéj$i a vyuzivaji se pii rezistenci na prvni linii. Do této skupiny patii
ethionamid, cykloserin, kanamycin, amikacin, capreomycin, viomycin, thiacetazon,

rifabutin a fluorochinolony (ciprofloxacin, ofloxacin).



Tabulka davek antituberkulotik prvni linie podle WHO *

Lék Doporuc¢ené davkovani (rozmezi) v mg/kg
denni aplikace 3x tydné
Davka Maximum Davka Maximum
(rozmezi) (ma) (rozmezi) (Ma)

isoniazid 5 300 10 900
(4-6) (8-12)

rifampicin 10 600 10 600
(8-12) (8-12)

pyrazinamid 25 - 35 -
(20-30) (30-40)

streptomycin 15 15 1000
(12-18) (12-18)

ethambutol 15 - 30 -
(15-20) (25-35)

2.1.2.1 Isoniazid (INH)4 (1)

Mechanismus ucinku isoniazidu spoc¢iva predevsim v blokaci syntézy kyseliny

mykolové. M4 silny baktericidni U¢inek. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je

0.25ug/L. INH je po peroralnim podani absorbovan az z 90%, rychle prostupuje do

tkani a télnich tekutin, prochdzi hematoencefalickou barierou. Hlavni neZadouci u¢inky

INH jsou neurotoxicita a hepatotoxicita.
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2.1.2.2 Rifampicin (RMP)(I1)#4

Rifampicin inhibuje transkripci mRNA. Ma baktericidni G¢inek. MIC je
v rozmezi 0,05-0,2pg/L. Rychle prechéazi do tkani a télnich tekutin. Ma nizsi nezadouci
ucinky.

o (1

CHy oy  OH 0 CH,
H,C —Cm, NH
IJ%, 0 N ~\ /\
0 ———%H \\G OH K/N e
3 I
2.1.2.3 Pyrazinamid (PZ)(III) 4

Mechanismus uéinku pyrazinamidu je blokace nikotinamidazy. V kyselém
prostiedi pusobi baktericidné. Optimalni pH je 5,5. MIC v rozmezi 10-15 pg/L. PZ se

0]

[Nj)LNHZ
~

N i

rychle vstiebava z gastrointestinalniho traktu do t&lnich tekutin *. Mezi jeho nezadouci
inky patfi hepatotoxicita °.
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2.1.2.4 Ethambutol (EMB)(IV) *
Ethambutol pasobi bakteriostaticky inhibici syntézy DNA mykobakterie. 80-85 %

je absorbovano difuzi dotkani a télnich tekutin. Jaterni eliminace je nizka. Je

eliminovan predevsim ledvinami.

HO
H CH,

CH3 /\/

HN
OH AV4

2.1.3 Zaklady lécby TBC 4

Pro tuspé$nou terapii je nezbytné zvolit kombina¢ni 1é¢bu. Lécba probiha
ve dvou fazich. Prvni je tzv. poCate¢ni faze, pfi niz se pouziva kombinace 3-4 1ékt po
dobu 2 mésict za ucelem sniZeni replika¢nich schopnosti patogent. Ve druhé fazi se
pouzivaji dva léky. Tato faze trva 4 mésice za ucelem uspé$ného odstranéni patogend.

V pokrocilé fazi se vétsinou pouziva kombinace isoniazidu a rifampicinu.

2.1.4 Terapie multirezistentni TBC 4

V soucasné dob¢é doporuc¢uje WHO k terapii multirezistentni TBC kombinaci
pyrazinamidu se ¢tyfmi dalSimi Iéky: fluorochinolony tieti nebo Ctvrté generace,

prothionamid, terizidon a amikacin nebo kanamycin
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2.1.5 Léciva v preklinickém a klinickém stadiu 2
Tab.1 v{voje novych lé&iv podle WHO °

Discovery® Preclinical development Clinical development

Lead Preclinical
do'elopmant Phase ' Phase "

Diarylquinoline CPZEN-45 BTZ043 AZD-5847
DprE Inhibitors DC-159a Bedaquiline
GyrB inhibitors Q-201 (TMC-207) Gatifloxacin
InhA Inhibitors SQ-609 Linezolid Moxifloxacin
LeuRS Inhibitors SQ-641 Novel Regimens Rifapentine
MGyrX1 inhibitors
Mycobacterial Gyrase Rifapentine
Inhibitors SQ-109
Pyrazinamide Analogs Sutezolid (PNU-
Riminophenazines 100480)
Ruthenium (11)
complexes

Spectinamides
Translocase-1 Inhibitors

Podle tab.1 je sedm novych 1é¢iv vaéi TBC v II. fazi klinické studie (AZD-5847,
linezolid, TMC-207, PA824, rifapentin, SQ-109, sutezolid) a dalsi ¢tyfi 1éCiva jsou
v III. fazi klinické studii (OPC-67683, gatifloxacin, moxifloxacin, rifapentin).

Zacatkem roku 2013 FDA schvalila 1é¢ivo bedaquilin jako soucast

kombinované terapie multirezistentni plicni tuberkulézy .

Linezolid byl testovan k 1é¢bé XDR-TBC v davce 600 mg / den v Korejské

republice®.

2.1.5.1 Linezolid (V)?

Je uzivan v terapii infekci zptisobenych multirezistentnimi bakteriemi. V Ceské

republice je dostupny pod nazvem Zyvoxid. V terapii tuberkuldzy se pouziva v davce
600 mg az 2x denné. Mechanismus ucinku je inaktivace 30S nebo 70S ribosomalniho

komplexu, ¢imz ovlivituje syntézu proteint.
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2.1.5.2 OPC-67683 (VI)?

Ma az 7x vyssi €innost nez obvykle uzivana antituberkulotika, jeho MIC proti

M. TBC je v rozmezi 0,006- 0,024 pg/mL in vitro vykazuje dobrou aktivitu vaci

rezistentnim a senzitivnim TBC kmentim. Tato latka ma dlouhy biologicky polocas,
neni metabolizovdna enzymy CYP a jeji ucinnost byla prokazdana 1 u
imunokompromitovanych mysi. Diky témto vlastnostem by mohla byt pouzivana u HIV

pozitivnich pacientl infikovanych tuberkul6zou.

0
S
ozN«Tﬁo

VI

2.1.5.3 SQ109 (VII)?

mé velmi dobrou aktivitu vigi M. TBC. (MIC 0,16-0,64 pg/ml). SQ109 je

prolécivo, které je metabolizovano V jatrech. Pfesny mechanismus ucinku neni znam,

pravdépodobné se jedna o zasah do biosyntézy bunétné stény.

)\/\)\ﬁ /\/H@

N
H
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2.1.5.4 FAS20013 (VIII)?

Pasobi v koncentracich 0,75 az 1,5 pug/ml. Pravdépodobné narusuje syntézu

ATP a inhibuje syntézu mykolovych kyselin. Je velmi vyhodnym antituberkulotikem

pusobicim baktericidné na pomalu rostouci bakterie.

2.1.5.5 TMC207 (IX)?

Je diarylchinolin od firmy Johnson & Johnson. Ma dobré vlastnosti, hlavné

vysokou uc¢innost proti rezistentnim TBC kmenim. Diky dlouhému biologickému
poloCasu je podavan jednou tydné. Jeho mechanismem u¢inku je inhibice

mykobakterialni ATP-synthasy.
|

oL

Br

2.1.5.6 PA-824 (X)?

Inhibuje syntézu ketomykolovych kyselin. Pisobi na mono- i multirezistentni
kmeny M. TBC v koncentracich 0,015 — 0,25 pg/ml. Na rozdil od béZznych

antituberkulotik vykazuje baktericidni aktivitu i vii¢i véem MDR i latentnim kmentim.
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2.1.5.7 Pyrrol LL-3858 (XI) 2

Je rostlinny alkaloid obsahujici isoniazidovou ¢ast. Ma baktericidni t€inky jako

INH vrozmezi MIC 0,025-0,12 pg/ml. Slou¢enina ma dobrou biodostupnost.

Dévkovani je jednou denné.

N N CF,
—/
[\
\
HN._©
N
L

Xl
2.1.5.8 BM212 (XII)2

Patii do skupiny pyrrolovych derivatt. MIC je v rozmezi 0,7-1,5 pg/ml.

N/\\
N—
/I -/

N
Cl

Cl

Xl

16



2.1.6 Salicylanilidy

2.1.6.1 Mechanismus U¢inku salicylanilidd 7:

Mechanismus ucinku je zalozen na inhibici dvouslozkového regulacniho
systému bakterialni buiiky. U vSech druht bakterii je pfitomen dvouslozkovy regulacni
systém fidici transkripci nckolika gend. Dvouslozkovy regulacni systém je slozen

z proteinu (histidin protein-kinaza HPK) a protein vazajici DNA.

Regulacni dvouslozkovy systém funguje tak, Ze pomoci kinadzy dojde
K rozpoznani a pifenosu signalu z vné&jsiho prostfedi dovnitt buiky. Kinaza vyvola
katalyzu intercelularniho ATP K zachovani histidinového zbytku. Fosfatova skupina
kinazy je nasledné¢ pievedena na aspartatovy zbytek v amino-konci piijimajicich
jednotek, jejichz funkci je aktivace DNA. Inhibice regula¢niho systému bakterii by

mohla byt pouzita jako dopln€k 1éEby v kombinaci s jinymi baktericidnimi latkami.

2.1.6.2 Antifungalni G€innost salicylanilidd a jejich estert s 4-

(trifluormethyl)benzoovou kyselinou 8

Salicylanilidy (2-hydroxy-N-fenylbenzamidy) maji volnou fenolickou skupinu,
ktera je nezbytna pro antimikrobialni Gc¢inek. Pro zlepSeni biologické dostupnosti,
propustnosti a snizeni toxicity je ¢asto esterifikovana. Dulezitym poznatkem je zjisténi,
7e estery salicylanilidi jsou u¢innéjsi proti vlaknitym houbam nez proti kmenim
Candida. Na zakladé téchto poznatki byly syntetizovany nové série estert
salicylanilidu s 4-(trifluormethyl)benzoovou kyselinou, estery derivatt imidazolu s 3,4-
(trifluormethyl)benzoovou kyselinou) a byl zkouSen a hodnocen jejich antimykoticky
potencial proti kmeniim Candida (C.).

In vitro byly zkoumany antimykotické vlastnosti 37 salicylanilidovych derivatd,
které byly testovany proti ¢tyfem Candidovym kmenum (C. albicans, C. krusei C.

tropicalis a C. glabrata).
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Tab 2. Aktivita salicylanilidovych derivata viuci ¢tyfem kmenam Candida (C. albicans,

C. krusei, C. tropicales a C. glabrata) a Trichosporon asahii
0 /@RZ
A i H
R : N Z o
OH O%\@\
1 CF, 2
MIC/1Cg [umol/L]
C. albicans |C. tropicalis | C. krusei C.glabrata |Trichosporon
asahii
kod |R* |R? |clogP|24h |[48h [24h |48h |24h [48h [24h |48h |24h [48h
28 |4- |3- |72 |ND |[ND |ND |ND |[ND |[ND |ND |ND |ND |ND
1b Z:f(IZI SC’:-I 5.18 | [125|[1125 | 0125|0125 0125 (1125 | 0125 | 0125 | 0125|1125
2b | 5- g—l 6.7 {ND |[ND |[ND |ND |ND |[ND |[ND |ND |ND |[ND
1c gl écl:-l 5,50 |[125] 0125|0125 | 0125|0125 1125 | 0125 | 0125|0125 1125
2¢C Z:I i' 6.68 |62.5 | 1250|0250 | 0250|0250 250 | 0250|0250 0250 0250
1d A(?I écl:-l 4.83 | 0125|0125 01125 | 0125 | 0125 0125 0125 | 0125 | 125|125
2d gl E_' 6.37 (ND |[ND |[ND |ND |ND |[ND |[ND |ND |ND |[ND
le gl BC’:I4 6.51 |[0125] 1125|0125 | 0125|125 (1125 | 1125 | 11125 | (0125|1125
2e Acf:l gljf:l 7.69 |[500|0500(7.81 |31.25|7.81 |31.25|1500| 1500|0500 | 1500
1f A(f:I glﬂcf:l 5.84 | [0125| 1125|0125 | (0125|0125 (1125|1125 |1125(3.9 15.62
2f gl gljf:l 7.38 | 0125|0125 | 0125 | 0125(62.5 | 0125|0125 |0125]31.25| 0125
1g gl glCI 5.92 | 0125|125 0125 1125|1125 | (1125 | 0125 | (7125 |15.62 | 62.5
29 Acf:l ?—r 79 |ND |[ND |[ND |ND |ND |[ND |[ND |ND |ND |[ND
1h i:l ?—r 525 | 0125|0125 0125|0125 0125|0125 | 0125 0125(1.95 [62.5
2h E?I ?—r 6.87 | [J125| 1500|1500 | [1500]125 |250 |(1500|01500|62.5 |250
Li (S:I E—r 5.88 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | (500 | (1500 | 1500 | (1500 3.9 3.9
2i A(f:l E’-r 7.5 ND |ND |[ND |ND |[ND |ND |[ND |[ND |[ND |ND
1j A(f:: E—r 5.21 |7.81 |0125|0125]0125|7.81 |[0125|0125|0125|11.95 |7.81
C Br
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2j |5 |4- |6.74 |15.62|31.25|500 |[1500|31.25|62.5 |500 |[1500]|15.62|31.25
1k g-l ?—rF 5.20 | 0125|0125 0125|0125 0125|0125 0125|0125 | 0125|0125
2k A(f:—l 3-F 16.37 250 | (1250|1250 1250|1250 | [J250 | 1250|1250 1250|1250
1l Z:_I 3-F |4.53 |0125| 0125|0125 | 0125 | 0125|0125 | 0125|0125 | 0125|0125
2 é;—: 3-F |66 |(ND |ND |[ND |[ND |[ND |[ND [ND |[ND |ND |ND
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V této studii zadna z téchto sloucenin pii koncentraci 125 pmol/L neinhibovala
Candida glabrata, zatimco u jinych kment inhibovala. Ctyii estery (2c,2h,2j,2r; viz.
tab.2) a dva salicylanilidy (1j,1t, viz.Tab.2 ) inhibovaly rist Candida albicans az do
koncentrace 500 umol/L. Pouze ester 2e vykazoval inhibici rastu C. tropicalis pfi

nizkych koncentracich.

C. crusei byla inhibovana sedmi slouc¢eninami (2e, 2f, 2h, 1j, 2j, 2r, 1t, viz.
tab.2) v koncentraci 7,81 pmol/L. Ctrnact salicylanilidovych derivatt inhibovalo
kvasinky Trichosporon asahii, v rozmezi koncentraci 1,95-500 pmol/L. Zadny z téchto
derivati nedosahoval ucinnosti flukonazolu proti C. albicans, C. tropicalis a C.
glabrata. Ctyii z téchto derivatu vykazovaly uéinnost na C. krusei pii koncentraci nizsi
nez MIC flukonazolu. Ctyfi derivaty prekonaly u¢innost flukonazolu proti T. asahii po
24 hodinach inkubace.

Byla oc¢ekavana vyssi G€¢innost salicylanilidovych derivati vici plisnim, avSak
pouze dva estery inhibovaly rust A. fumigatus pi#i koncentraci 15,62, 31,25 pmol/L a
sedmnact sloucenin ovlivnilo A. corymbifera pfi koncentraci 3,9-500 umol/L
(salicylanilidy 1a, 1b, 1c, 1f, 1g, 1i, 1J, 10,1s,1t a pét estera 2c, 2h, 2k, 2j , 2r, viz.
Tab.2). Pouze jeden ester nevykazoval Zzadnou Wuc¢innost vaci Trichophyton

mentagrophytes. Tento kmen je nejcitlivéjsi pii MIC 0,49 umol/L.

Na zakladé srovnani MIC hodnot se zda, Ze uc¢inek proti A. corymbifera je

fungicidni, na rozdil od kmenti Candida
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2.1.6.3 Hodnoceni salicylanilidovych benzoatu a jejich ucinek proti

rezistentnim kmeniim mykobakterif

2.1.6.3.1 In vitro antimykobakterialni hodnoceni

Cv v .

Kmen M. avium mél ze zkoumanych kment nejnizsi citlivost. Substituované
derivaty anilinu: 3-chlor, 4-brom a 4-trifluormethyl m¢ly dobry ucinek. Naopak u 3-
fluorderivati byl G¢inek minimalni. Dvé slouceniny odvozené od 5-chlorsalicylové
kyseliny vykazovaly vyssi Gc¢inek nez slouceniny odvozené od 4-chlorsalicylové

kyseliny.

Proti M. kansasii byly vyhodné&jsi substituované derivaty anilinu s 4-
trifluormethyl, 3-trifluormethyl, 3,4-dichlor a 4-bromem. Esterifikovany 5-chlor-2-

hydroxy-N-fenylbenzamid nebyl u¢inny proti M. kansasii.

Nejucinngj$i  derivat  salicyanilidovych  benzoatd byl  4-chlor-2-
[4(trifluoromethyl)fenylkarbamoyl]fenyl-benzoat, ktery vykazoval podobnou aktivitu
ve srovnani s INH. U vSech derivati byla vysoka t¢innost proti kmenim M. avium a M.
kanasii (0.25-1 pumol/L). Salicylanilidové benzoaty, které¢ byly zkoumany, mély nizsi
nebo shodnou hodnotu MIC ve srovnani s acetaty a benzensulfonaty. N-Acetyl-L-
fenylalanin salicylanilidovy ester mél vybornou uc¢innosti proti kmenim M.

tuberculosis ,ale horsi u¢inek proti M. avium.

Zavérem lze fici, Ze zavedeni benzoylu do salicylanilidu vedlo ke zvyseni
ucinnosti proti ¢tyfem kmeniim mykobakterii.
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2.1.6.3.2 In vitro G¢innost proti kmentim tuberkul6zy

O Z N a2
432 \'_R
A N

R P H
56 1 (@]
(@]
Tab 3 A@
MIC [pmol/L]
- - M. “ggelr/g‘g"”is Més"’(‘)‘%%m M. kansasii 235/80 M. kansasii 6509/96
14d  21d 14d 21d 7d 14d 21d 7d 14d 2id
la  4Cl 3Cl 2 2 2 8 2 4 8 4 4 8
1 5Cl 3l 4 4 8 8 2 4 4 4 4 8
1c  4Cl  4Cl 4 4 8 16 4 8 8 4 8 8
1d  5Cl 4cCl 2 4 4 4 2 2 4 2 2 4
le  4Cl  3Br 2 2 8 16 2 4 8 2 4 8
1f  5Cl 3Br 4 4 4 8 2 4 4 2 4 4
19 4Cl  4Br 2 2 4 8 2 4 4 2 4 4
1h  5Cl  4-Br 2 2 4 4 2 4 4 2 4 4
i 4Cl  3F 4 4 8 16 2 4 8 2 4 4
1j 5Cl  3F 4 8 8 16 2 8 8 2 4 8
1k 4Cl  4F 4 4 8 16 2 8 8 2 4 4
1 5Cl 4F 8 8 4 8 2 4 8 4 8 8
im  4Cl  34dicl 1 1 8 8 2 4 4 1 2 2
In 5Cl 34dicl 2 2 8 8 1 2 4 1 2 4
lo  4Cl  4CF, 05 1 4 4 1 1 1 2 2 2
1p  5Cl  4CR > 2 8 8 1 2 4 1 2 4
1q 4Cl  3-CFs 2 2 8 16 2 4 4 2 4 4
Ir  4Br  4-CF 1 1 4 4 2 2 2 2 2 2
INH - i 051 051 250 250 250 5250 5250 2 4 48
PAS - - 625 625 32 125 125 1000 >1000 32 125 500
BA - ; >1000 >1000 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 250 1000 1000

Nejlepsi hodnoty jsou uvedeny tuéné; INH: isoniazid; PAS: para-aminosalicylova kyselina
BA: benzoova kyselina.
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Ctyfi estery salicylanilidovych benzoatt (Im, 1n, 1o and 1r, viz tab. 3) byly
zkoumany in vitro proti péti MDR-TBC kmenim a jednomu kmeni XDR-TBC
(extenzivné rezistentni tuberkuldza). VSechny ctyfi derivaty mély velmi nizké MIC
(0,25-2 umol/L). 4-Trifluormethylderivat byl ztéchto testovanych sloucenin
nejucinnéjsi. Derivaty 5-chlorsalicylové kyseliny mély in vitro lep$i G¢innosti neZ
derivaty 5-bromsalicylové kyseliny. Salicylanilidové benzoaty vykazovaly vyssi
ucinnost nez salicylanilidové estery s N-acetyl-L-fenylalaninem a podobné nebo o néco

lepsi hodnoty MIC ve srovnani s karbamaty.
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Tab 4

MIC [umol/L]
M. M. M. M. M. M.

tuberculosis tuberculosis tuberculosis tuberculosis tuberculosis tuberculosis

234/2005 53/2009 Praha 1 Praha 131 7357/1998 9449/2006
14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d

Im 025 0.5 0.5 1 0.5 0.5 0.5 1 0.5 0.5 0.5 1

1n 0.25 0.5 1 2 1 1 0.5 1 0.5 1 2 2
lo 025 025 0.5 1 0.5 0.5 0.25 0.5 0.25 0.5 0.5 0.5

1r 0.5 0.5 1 2 1 1 0.5 1 0.25 0.5 1 1
INH 146 146 14.6 14.6 14.6 14.6 14.6 14.6 14.6 14.6 58.3 58.3

Nejlepsi hodnoty MIC jsou uvedeny tu¢né. INH: isoniazid. MDR-TB kmeny:

357/2005 a 7357/1998 (resistentni na INH, RIF,

rifabutin, streptomycin,

ethambutol a ofloxacin); 53/2009 (resistentni na INH, RIF, rifabutin, streptomycin,
ethambutol); Praha 1 (resistentni na INH, RIF, rifabutin, streptomycin, ethambutol
a clofazimin) a 9449/2006 (resistentni na INH, RIF, rifabutin a streptomycin);
XDR-TB kmen: Praha 131 (resistentni na INH, RIF, rifabutin, streptomycin,
ethambutol, ofloxacin, gentamicin a amikacin).
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2.1.6.4 Blokdda Mycobacterium tuberculosis salicylanilidovymi

derivaty prostrednictvim inhibice isocitrat lyasy a methionin

aminopeptidasy 1°

Isocitrat lyasa (ICL) u M. tuberculosis je nezbytnym enzymem pro
metabolismus mastnych kyselin. Narusenim genu ICL dojde k oslabeni ristu bakterie
bez ovlivnéni ristu bakterii béhem akutni faze infekce. ICL ma dv¢ izoformy (ICL1 a
ICL2). Naruseni ICL1 nebo ICL2 genti mélo maly uc¢inek na rist bakterii. NaruSeni
obou gent ovlivnilo uplné intracelularni replikaci a zptsobilo rychlé odstranéni M.

tuberculosis z plic.

In vitro byla pozorovana aktivita salicylanilidovych benzoati a pyrazin-2-
karboxylati viaci Mycobacterium tuberculosis (MIC je v 0.5 pmol/L). 19 z nich bylo
testovano jako inhibitory mykobakterialnich enzymi, methionin aminopeptidasy a
isocitrat lyasy, které jsou nezbytné pro rist bakterie v latentni fazi. Salicylanilidy
pusobi jako inhibitory methionin aminopeptidasy a téz ovliviuji i funkci
mykobakterialni isocitrat lyasy. 4-Brom-2-[4-(trifluormethyl)fenylkarbamoyl]fenyl-
pyrazin-2-karboxylat byl nejucinngj§i  inhibitor mykobakterialni  methionin
aminopeptidasy (41% inhibice pti 10 pmol/L) 5-Chloro-2-hydroxy-N-[4-
(trifluormethyl)fenyl]benzamid a 4-chloro-2-[4-(trifluormethyl)fenylkarbamoyl]fenyl-
pyrazin-2-karboxylat pusobil az 59% inhibici isocitrat lyasy pii koncentraci 100
mmol/L. 4-Brom-2-[4-(trifluormethyl)fenylkarbamoyl]fenyl-2-acetamido-3-
fenylpropanoat inhiboval 22% pii 10 umol/L.

U bakterii je syntéza proteinti zahajena N-formylmethioninem. Odstranéni
koncové casti N-methioninu je potencialni cil acinku proti M. tuberculosis. M.
tuberculosis ma dva izomery, enzymy MtMetAPla a MtMetAPlc. Tyto dva enzymy
mohou hrat dulezitou roli v riznych fazich ristu M. tuberculosis. Oba enzymy
MtMetAP jsou potencialnimi cili pii  vyvoji novych antibiotik, véetné

antimykobakterialnich latek.

Peptidodeformylasa katalyzuje odstranéni N-formylové skupiny z N-
formylmethioninu ~ pfed  nastupem  methionin aminopeptidasy. Methionin

aminopeptidasa je nezbytny kli¢ovy enzym katalyzujici kli¢ovy krok pro posttranslacni
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modifikace nové wvznikajicich proteinii tim, Ze odstrani N-termindlni methionin.

Methionin aminopeptidasa je nezbytna pro Zivotaschopnost bungk.
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2.1.6.5 Vztah mezi strukturou a biologickou uc¢innosti

antituberkulotickych salicylanilidi 11

2.1.6.5.1 SAR (vztah mezi G¢inkem a strukturou) aromatickych jader 5-

chlorsalicylanilida:

Tab 5

CFz

T H“‘* CF;

2 3 5 MIC(umol) ICso(umol)

1 OH Cl 3,1 5,2
2 OH H >>6,3-13 12
3 H Cl H >50 >60
4 H H H >50

5 OH H 1-Pyrol 31 31
6 OH H CH, 6,3-13 54
7 OH H F 31 2,5
8 OH H Br 6,3 4,9
9 OH H I 6,3 5,6
10 OH H OMe 6,3 7,7
11 OH Cl Cl 6,3-13 >60
12 OH OH H 13 1,7
13 OH H NO; 50->50 >60
14 OAc H Cl 1,6-3,1 >60
15 OMe H Cl >50 >60
16 NH, H Cl >50 >60
17 Cl H >50 1,7

U nesubstituovanych

aromatickych jader salicyanilidl, byla pfi odstranéni 5-

chlor substituentu (2 viz Tab 5) pozorovana 2 az 4x niz$i ucinnost. Pii odstranéni 2-

hydroxyskupiny (3) byla zcela zrusena u¢innost salicylanilidd.
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Nahrada v paté poloze jinymi halogeny (fluor, 7; brom, 8; nebo jod, 9) méla za
nasledek mensi zmény, nez se predpokladalo. Neocekavany vysledek pii zachovani

ucinnosti salicylanilidi byl objeven pfi substituci v paté poloze methoxy skupinou (10).

Pro snizeni toxicity byla provedena acetylace do polohy 2 (14). Methylace (15)

nebo benzylace (16) fenolu méla za nasledek ztratu Gi¢innosti.

28



Tab 6

3
OH O i@ 4
N7 g °
N
Cl
2 3 4 5 6 MIC(umol)  ICso(mol)
18 [H CF; H CF; |H [31 5.2
19 |H H H H H [1325 22
20 | H CF; H H H [316.3 5.9
21 | CFs H H H H [1325 19
22 | H H CF; H H [1631 2.8
23 | H CF; CF; H H [0816 4.9
24 | CFs CF; H H H [6313 8.1
25 | CFs H H CF; |H [31 6.6
26 | SO,Ph H H H 150 160
27 | H F H H H [6313 15
28 | H Br H H H [6313 5.7
29 |H CN H H H [2550 10
30 |H COH H H H |50 1160
31 |H CO,Et H H H |13 17
32 |H CONH, |H H H 1150 1160
33 |H CONHPH | H H H 150 60
3 |H H F H H [1325 17
35 | H H OCF, H H [3163 7.3
36 |H H CN H H [1325 11
37 |H H OPh H H |13 43
38 | H H t-butyl H H [1325 19
39 |[H H OMe H H 50 160
40 | H H H H 150 N.D
\/NJ
41 |H H CONH, H H 150 760
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42 H H CONHPh H H 1150 1160
43 H H SO,NHPh H H 1150 1160
44 Me CF; H H H 3.1-6.3 8.0
45 F CF; H H H 3.1-6.3 5.3
46 F F H H H 13 13
47 CF; H F H H 6.3-13 13
48 CF; H Br H H 6.3-13 11
49 Cl H CF; H H 0.8-1.6 2.4
50 F H F H H 13 8.5
51 Br H H CF; H 0.8-1.6 2.9
52 H F F F H 1.6 4.7
53 H Cl Cl Cl H 1.6 5.4
54 H F Br F H 1.6-3.1 4.3
55 H CF; Me CF; H 0,8 1.9
56 F F F H H 6.3 6.7
57 F H F F H 3.1-6.3 6.2
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2.1.6.5.2 SAR aromatickych jader 3,5-bis(trifluormethyl)salicylanilida 1

Odstranéni jedné z trifluormethylovych skupin z anilinové casti (18 viz Tab 6),
mélo nepatrny vliv na G¢innost salicylanilidi, zatimco odstranénim obou
trifluormethylovych skupin ucinnost klesla 4-6x (19). Zménou jedné pozice
trifluormethylu, ktery je vazany na puvodni anilinové ¢asti z meta do ortho polohy
doslo ke snizeni u¢innosti 4-8x (21), zatimco posunem trifluormethylu do para polohy
doslo ke zvyseni ucinku (22). U substituovanych 3,4 (23) a 3,5 (18) bis(trifluormethyl)
sloucenin bylo zjisténo, ze nejucinnéjsi sloucenina je 3,4 bis(triflourmethyl), ma MIC

v rozmezi 0,8-1,6 umol/L.

Meta poloha salicylanilidu byla vhodnéjsi s halogeny (fluor, 27; brom, 28), u
nichz byla zaznamenana G¢innost, zatimco u nitrilové skupiny (29), kyseliny (30),
ethylesteru (31), nesubstituovanych (32) a substituovanych amida (33) byla postradana
ucinnost. Pii para substituci salicylanilidu (kyano (36), fenoxy (37), terc-butyl (38) )
byla objevena slaba aktivita, zatimco u para-[methoxy (39), morfolino (40),
karboxyamido (41), fenylkarboxyamido (42), a fenylsulfonamido (43)] postradana
ucinnost. Vyména u 2,3 disubstituovanych salicylanilidii za fluor méla za nasledek
snizeni ucinnost (46). 2,4 disubstituované salicylanilidy ptinesly u¢inné&jsi slouceniny
jako 2-chlor-4-trifluormethylderivat (49), ktery ukazal MIC v rozmezi 0,8-1,6 umol.
Naproti tomu u 2,4-difluorderivatu byla Gcinnost nejslabsi (50). 2,5 Disubstituované
salicylanilidy také pfinesly nékteré silné ucinné slouCeniny s 2-brom, 5-
trifluormethylem (51). Dale byla zkoumana fada trisubstituovanych analogi 3,4,5-
trifluor (52), 3,4,5-trichlor (53) a 3,5-difluor-4-brom (54), vSechny mély stejnou
uc¢innost jako u dihalogenovych analogi. Zavadéni methylové skupiny do ortho polohy
nepiineslo zadny ucinek. Pfi zavadéni methylové skupiny do para polohy doslo k
mirnému zlepSeni wGcéinnosti (55). 2,4,5-Trifluorovany analog (57) mél ucéinnost
podobnou jako 3,4-difluorovany analog. 2,3,4-Trifluorovany analog (56) mél lepsi

uéinnost.
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3 Cil prace

V posledni dobé¢ se rozsitila zavaznd MDR-TBC, odolna proti antituberkulotikiim
prvni linie INH a RIF. XDR-TBC je odolna navic vuci jest¢ fluorochinolim.
Rezistentni formy tuberkulézy byly zaznamenany ve vice nez 45 zemich svéta. Na

zaklade této skute¢nosti zacal vyvoj novych IéCiv s novym mechanismem G¢inku.

V soucasné dob¢ probiha na Katedfe anorganické a organické chemie vyvoj 1éCiv
ze skupiny derivata salicylanilidd. Salicylanilidy maji Siroky potencial a dobré

biologické ucinky proti plisnim, bakteriim a mykobakteriim.

Esterifikaci salicylanilidi vznikd prolécivo, které ma lep$i biologickou
dostupnost, absorpci z traviciho traktu, fyzikalné chemické vlastnosti a sniZzenou

toxicitu.

Nékteré estery salicylanilidi vykazuji podobnou tG¢innost ve srovnani s INH.

Cilem této prace byla syntéza dvou salicylanilidi: N-[4-Brom-3-

(trifluormethyl)fenyl]-5chlor-2-hydroxybenzamid a N-[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]-5-

chlor-2-hydroxybenzamid a Ctyt estert: 2-{[4-Brom-3-
(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorfenyl-isonikotinat, 2-{[3,5-
Bis(trifluormethyl)fenyl]karbomyl}-4-chlorfenyl-isonikotinat, 2{[4-Brom-3-

(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorfenyl-pyrazin-2-karboxylat a 2{[3,5-
Bis(trifluormethyl)fenyl]karbomyl}-4-chlorfenyl-pyrazin-2-karboxylat.
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4 Experimentalni c¢ast

4.1 Obecné charakteristiky prace

Pouzité chemikalie a rozpoustédla byla zakoupena od firmy Sigma-Aldrich a

Penta Chemicals

Priabéh chemickych reakci a Cistota krystalickych latek byla kontrolovana za
pouziti tenkovrstvé chromatografie (TLC), desky byly protazené 0.2mm vrstvou
silikagelu 60 F254 od firmy Merck. Jako mobilni faze byla pouzivana soustava

toluen:ethyl-acetat v poméru 4:1.

U syntetizovanych produkti byla stanovena teplota tani za pomoci pfistroje
,,Melting Point Machine B-540“ od firmy Biichi.

Infracervena spektra produktd byla métena pani Ivou Vencovskou na Katedie
anorganické a organické chemie Farmaceutick¢ fakulty UK za pomoci
spektrofotometru Nicolet 6700 FT-IR spectrometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

NMR spektra byla méfena panem doc. PharmDr. Jifim Kune$em CSc. na
Katedfe anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty UK za pouziti
rozpoustédla dimethylsulfoxidu (DMSO) pii laboratorni teploté na ptistroji Varian
Mercury Vxbb 300 (300 MHZ pro 1H a75,5 pro 13C) nebo Varian VNMR S500 (500
MHz pro*H a125 MHz pro*3C).

Reakce probihala za stalého michani v mikrovinném reaktoru MicroSYNTH
Milestone (530 W, 600 rpm ).

Chemické vzorce byly vytvofeny v programu ChemBioDraw Ultra.
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4.1.1 Jednotlivé syntézy

N-[4-Brom-3-(trifluormethyl)fenyl]-5-chlor-2-hydroxybenzamid

Reak¢ni schéma:

Br
cl COOH H,N CF5 PCl, O /@
» Cl
\@ * @ N CFs
OH Br H
OH

Sumarni vzorec: C14HgBrCIFsNO»
Molekulova hmotnost: 392,94
Pracovni postup:

Bylo smichéano 1,73 g (0,01 mol) 5-chlorsalicylové kyseliny s 2,29 g (0,01 mol)
4-brom-3-(trifluormethyl)anilinu v 50 ml chlorbenzenu. Ke smési bylo ptidano 0,44 ml
(0,01 mol) chloridu fosforit¢ho. Smés byla podrobena reakci v mikrovinném reaktoru
22 minut pii nastaveni TEMP1=100 °C, TEMP=120 °C a vykonu 450 W. Poté byla
smés za horka prefiltrovana a vloZena do lednice. V nasledujicim kroku bylo ze smési
odparfeno rozpoustédlo za pomoci rotacni vakuové odparky. Surovy produkt byl
krystalizovan v soustavé ethanol-voda (2:1). Cistota produktu byla monitorovana
pomoci tenkovrstvé chromatografie (toluen:ethyl-acetat 4:1). Reakce byla opakovana
Sestkrat.

Teoreticky vytézek: 3,92 g

Vytézek: 2,80 g (71,42 %); 2,6 g (66,32%); 2,4 g (61,24%); 2,4 g (61,31%); 2,9 g (
73,97%); 2,8 g (71,42%)

teplota tani: 237-238 °C
Toluen:ethyl-acetat 4:1 RF=0,84

34



N-[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]-5-chlor-2-hydroxybenzamid

Reak¢ni schéma:

o)
NH, CF3 /@\
Cl COOCH pciz & N CFs
+ — H
OH

OH CF,

Sumarni vzorec: C15HsCIFsNO,
Molekulova hmotnost: 383,67
Pracovni postup:

Bylo smichéano 1,73 g (0,01 mol) 5-chlorsalicylové kyseliny s 2,40 g (0,01 mol)
3,5-bis(trifluormethyl)anilinem a rozpusténo v 50 ml chlorbenzenu. Ke smési bylo
pfidano 0,44 ml (0,01 mol) chloridu fosforitého. Smés byla zahtivdna v mikrovinném
reaktoru 22 minut pii nastaveni TEMP1=100 °C, TEMP=120 °C a vykonu 450 W. Poté
byla smés za horka piefiltrovana a nasledné uloZena do lednice. V nasledujicim kroku
bylo ze smési odpatfeno rozpoustédlo za pomoci rotaéni vakuové odparky. Vzniklé
krystaly byly nasledné rekrystalizovany v soustavé etanol-voda (2:1). Cistota produktu
byla monitorovana pomoci tenkovrstvé chromatografie (toluen:ethyl-acetat 4:1).

Reakce byla opakovana pétkrat.

Teoreticky vytéZek: 3,839

Vytézek: 2,5 g (65,27 %); 2,6 g (67,88); 2,8 g (73,10%); 2,5 g (65,27 %); 2,4 g (62,66)
Teplota tani:169-170 °C

TLC: Toluen:ethyl-acetat 4:1 Rf=0,85

Tato latka byla na zagatku r. 2013 pfipravena v Jizni Koreji a publikovéana T.t. *
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2-{[4-Brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorfenyl-

isonikotinat

Reakéni schéma:

Br
(@]
Br Cl /@
O
CF *
OH 9] |\
_N

Sumarni vzorec: CyH11BrCIF3N,O3
Molekulova hmotnost: 497,96
Pracovni postup:

Bylo smichano 0,59 g (0,0015 mol) N-[4-brom-3-(trimethyl)fenyl]-5-chlor-2-
hydroxybenzamidu s 0,18 g (0,0015 mol) isonikotinové kyseliny. Nasledné byla tato
smés rozpusténa v 10 mL dichlormethanu (DCM), 10 mL (DMF) a pfi teploté 0 °C za
stadlého michani do ni byl béhem 1 hodiny po tfech stejnych dilech ptidan N,N’-
dicyklohexylkarbodiimid. Dale byla smés ponechana pfi laboratorni teploté a poté byla
ulozena do lednice. Ze smési byla odfiltrovana nerozpustnda NN'-
dicyklohexylmocovina a filtrat byl za pomoci rotacni vakuové odparky odpaten do
sucha. Ke zbylé vysuSené latce bylo pfiddno minimalni mnoZstvi ethyl-acetatu a
nerozpustna N,N’-dicyklohexylmocovina byla opét odfiltrovana. V nasledujicim kroku
byl ethyl-acetat caste¢né oddestilovan a pridanim hexanu doSlo ke krystalizaci. K

docisténi produktu byla smés jesté nékolikrat rekrystalizovana (ethyl-acetat:hexan).
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2-{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]karbomyl}-4-chlorfenyl-isonikotinat

Reak¢ni schéma:

CF3

Sumarni vzorec: C21H11C|F5N203
Molekulova hmotnost: 488,77

Pracovni postup:

Bylo smichano 0,57 g (0,0015 mol) N-[3,5-bis(trimethyl)fenyl]-5-chlor-2-
hydroxybenzamidu s 0,18 g (0,0015 mol) isonikotinové kyseliny. Nasledné byla tato

smés rozpusténa v 10 ml dichlormethanu (DCM), 10 ml N,N’-dimethylformamidu

(DMF) a pfi teploté 0 °C za stalého michani do ni byl béhem 1 hodiny po tiech stejnych

dilech ptfidan N,N’-dicyklohexylkarbodiimid. Déle byla smés ponechdna pii pokojové

teploté a poté byla ulozena do lednice. Ze smési byla odfiltrovana nerozpustnd N,N'-

dicyklohexylmocovina a filtrat byl za pomoci rotacni vakuové odparky odpaten do

sucha. Ke zbylé vysuSené latce bylo pfiddno minimalni mnoZstvi ethyl-acetatu a

nerozpustna N,N’-dicyklohexylmocovina byla opét odfiltrovana. V nasledujicim kroku

byl ethyl-acetat caste¢né oddestilovan a pfidanim hexanu doSlo ke krystalizaci. K

docisténi produktu byla smés jesté nékolikrat rekrystalizovana (ethyl-acetat:hexan).
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2{[4-Brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorfenyl-pyrazin-2-
karboxylat

Reak¢ni schéma:

B
LA,
Br cl
\(:f‘\N CFy * J:\] > 0
H
OH

Sumarni vzorec: CoH1oBrCIF3N;O3
Molekulova hmotnost: 500,66
Pracovni postup:

Bylo smichano 0,59 g (0,0015 mol) N-[4-brom-3-(trimethyl)fenyl]-5-chlor-2-
hydroxybenzamidu s 0,19 g (0,0015 mol) pyrazin-2-karboxylové kyseliny. Nasledné
byla tato smés rozpusténa v 10 ml dichlormethanu (DCM), 10 ml NN'-
dimethylformamidu (DMF) a pii teploté 0 °C za stalého michani do ni byl béhem 1
hodiny po tfech stejnych dilech pfidan N,N’-dicyklohexylkarbodiimid. Dale byla smés
ponechana pii pokojové teploté a poté byla ulozena do lednice. Po dvou dnech byla ze
smési odfiltrovana nerozpustna N,N’-dicyklohexylmocovina a filtrat byl za pomoci
rotacni vakuové odparky odpafen do sucha. Ke zbylé vysuSené latce bylo ptidano
minimélni mnozstvi ethyl-acetatu a nerozpustnd N,N -dicyklohexylmocovina byla opét
odfiltrovana. V nasledujicim kroku byl ethyl-acetat ¢aste¢né odparen za pomoci rotacni
vakuové odparky a pfidanim hexanu doslo ke krystalizaci. K doc¢isténi produktu byla

smgs jesteé nékolikrat rekrystalizovana (ethyl-acetat:hexan)

38



2{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]karbomyl}-4-chlorfenyl-pyrazin-2-
karboxylat

Reak¢ni schéma:

CF, CF,

Cl N Cl l: l
DCC N
(0]

X
OH HOOC™ N

Sumarni vzorec: C20H10C|F6N3O3
Molekulova hmotnost: 489,76
Pracovni postup:

Bylo smichano 0,57 g (0,0015 mol) N-[3,5-bis(trimethyl)fenyl]-5-chlor-2-
hydroxybenzamidu s 0,19 g (0,0015 mol) pyrazin-2-karboxylové kyseliny. Nasledné
byla tato smés rozpusténa v 10 ml dichlormethanu (DCM), 10 ml NN
dimethylformamidu (DMF) a pii teploté 0 °C za stalého michani do ni byl béhem 1
hodiny po tfech stejnych dilech pfidan N,N’-dicyklohexylkarbodiimid. Dale byla smé&s
ponechana pti pokojové teploté a poté byla ulozena do lednice. Po dvou dnech byla ze
smési odfiltrovana nerozpustnd N,N’-dicyklohexylmocovina a filtrat byl za pomoci
rotaéni vakuové odparky odpafen do sucha. Ke zbylé vysuSené latce bylo piidano
minimalni mnozstvi ethyl-acetatu a nerozpustnd N,N’-dicyklohexylmocovina byla opét
odfiltrovana. V nasledujicim kroku byl ethyl-acetat ¢aste¢né odpafen za pomoci rota¢ni
vakuové odparky a pfidanim hexanu doSlo ke krystalizaci. K docisténi produktu byla

smes jesté nékolikrat rekrystalizovana (ethyl-acetat:hexan)
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2-{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]karbomyl}-4-chlorfenyl-isonikotinat

Reak¢ni schéma:

CF;
CF; o)
o _~_COCl EtsN cl N
o © — H
H CF4 N 0O
OH 0] | X
N

Sumarni vzorec: C>1H11CIFgN,O3

Molekulova hmotnost: 488,77

Pracovni postup:

0,384 g (0.001 mol) N-[3,5-bis(trimethyl)fenyl]-5-chlor-2-hydroxybenzamidu
bylo rozpusténo v 10 ml dichlormethanu  a pfidany 3 ekvivalenty triethylaminu.
Smés byla michana 5 minut do Uplného rozpusténi reaktantd. Poté byl pfidan postupné
ve tfech Castech hydrochlorid chloridu kyseliny isonikotinové (1,3 ekvivalent). Smés se

nasledné¢ nechala michat 24 hodin pii pokojové teplote.

Prtuibéh reakce byl monitorovan pomoci TLC v soustavé toluen/ethyl-acetat 4:1.
Po 24 hod. byla smés extrahovana 15 ml 5% vodného roztoku NaHCOj3 a poté 15 ml
destilované vody. Dichlormethanova vrstva byla oddélena a vysuSena za pomoci
Na,SO, a poté byla smés prefiltrovana a odpatena do sucha. Nasledovala krystalizace
soustavou ethyl-acetat/hexan.. Produkt byl ponechan 24 hodiny v lednici. Vzniklé

krystaly byly nasledné opét rekrystalizovany ethyl-acetat:hexanem.
Vytézek:0,098 g (2%)
Teplota tani: 126-127 °C RF: 0,81 TLC: Toluen:ethyl-acetat

4:1
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2-{[4-Brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorfenyl-

isonikotinat

Reakéni schéma:

Br
0
Br Cl /@
N CFy * .
\(:fj\H * cocTN Q
OH 0 |\
_N

Sumarni vzorec: ConllBrC| F3N203

Molekulova hmotnost: 497,96

Pracovni postup:

0.395 g (0,001 mol) N-[4-brom-3-(trimethyl)fenyl]-5-chlor-2-
hydroxybenzamidu bylo rozpusténo v 10 ml dichlormethanu a pfidano 0,420 ml
triethylaminu. Smés byla michana 5 minut do uplného rozpusténi reaktant. Poté byl
pfidan postupné ve trech ¢astech hydrochlorid chloridu kyseliny isonikotinové 0.231g

(1,3 ekvivalent). Smés se nasledné nechala michat 24 hodin pfi laboratorni teplote.

Prtubéh reakce byl monitorovan pomoci TLC v soustavé toluen:ethyl-acetat 4:1.
Po 24 hod. bylo pfidano 15 ml 5% vodného roztoku NaHCOj3 a poté 15 ml destilované
vody. Dichlormethanova vrstva byla oddélena a vysuSena za pomoci NaySO4 a poté
byla smés prefiltrovana a odpafena do sucha. Nasledovala krystalizace soustavou ethyl-
acetat:hexan. Produkt byl ponechan 24 hodin. Vzniklé krystaly byly nésledné opct

rekrystalizovany ethyl-acetat:hexanem.

Vytezek: 0,037 g (0.72%)

Teplota tani: 227-229 °C RF: 0,80 TLC: Toluen:ethyl-acetat
4:1
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2{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]karbomyl}-4-chlorfenyl-pyrazin-2-

karboxylat
CF,
0 _N_cocl Et;N Cl N
; N :
OH o N
[
N

Sumarni vzorec: C20H10C|F6N3O3
Molekulova hmotnost: 489,76
Pracovni postup:

(3.7 g 0,03mol) pyrazin karboxylové kyseliny byla rozpusténa v 15 ml thionylu
chloridu. Smés byla vafena za stalého michani pod zpétnym chladicem dvé hodiny.

Tmavy Cerveny pyrazinoyl chlorid byl ¢istén sublimaci pii teploté 50-60 °C.

0,384 g (0.001 mol) N-[3,5-bis(trimethyl)fenyl]-5-chlor-2-hydroxybenzamidu
bylo rozpusténo v 10 ml dichlormethanu  a pridany 3 ekvivalenty
triethylaminu(0,420 ml). Smés byla michana 5 minut do uplného rozpusténi reaktanta.
Poté byl piidan postupné ve tiech ¢astech pyrazinoyl chlorid (1,3 ekvivalent). Smés se

nasledné¢ nechala michat 24 hodin pii pokojové teploté.

Prtubéh reakce byl monitorovan pomoci TLC v soustavé toluen/ethyl-acetat 4:1.
Po 24 hod. byla smés extrahovana 15 ml 5% vodného roztoku NaHCO3 a poté 15 ml
destilované vody. Dichlormethanovd vrstva byla oddélena a vysuSena za pomoci
Na,SOy4 a poté byla smés piefiltrovana a odpafena do sucha. Nasledovala krystalizace
soustavou ethyl-acetat/hexan.. Produkt byl ponechan 24 hodiny v lednici. Vzniklé

krystaly byly nasledné opét rekrystalizovany ethyl-acetat:hexanem.
Vytézek: 0,083 g (1.7%)

Teplota tani: 125-127 °C RF: 0,76 TLC: Toluen:ethyl-acetat
4:1
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2{[4-Brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorfenyl-pyrazin-2-

B
ey
o) Br N._COCl cl N CF5
o [/ ]/ Et;N H
\(:f‘\N CFys * N - 0
N N
N
OH oINS
s

N

karboxylat

Sumarni vzorec: CoH1oBrCIF3N;O3
Molekulova hmotnost: 500,66
Pracovni postup:

(3.7 g 0,03mol) pyrazin karboxylové kyseliny byla rozpusténa v 15 ml thionylu
chloridu. Smés byla vafena za stalého michani pod zpétnym chladicem dvé hodiny.

Tmavy Cerveny pyrazinoyl chlorid byl ¢istén sublimaci pii teploté 50-60 °C.

0,395 g (0.001 mol) N-[4-brom-3-(trimethyl)fenyl]-5-chlor-2-
hydroxybenzamidu bylo rozpusténo v 10 ml dichlormethanu a ptidany 3
ekvivalenty triethylaminu(0,420 ml). Smés byla michana 5 minut do Gplného rozpusténi
reaktantd. Poté byl piidan postupné ve tiech ¢astech pyrazinoyl chlorid (1,3 ekvivalent).

Smés se nasledné nechala michat 24 hodin pii pokojové teploté.

Pritbéh reakce byl monitorovan pomoci TLC v soustavé toluen/ethyl-acetat 4:1.
Po 24 hod. byla smés extrahovana 15 ml 5% vodného roztoku NaHCOj3 a poté 15 ml
destilované vody. Dichlormethanovd vrstva byla oddélena a vysuSena za pomoci
Na;SO4 a poté byla smés piefiltrovana a odpatena do sucha. Nasledovala krystalizace
soustavou ethyl-acetat/hexan.. Produkt byl ponechan 24 hodiny v lednici. Vzniklé

krystaly byly nasledné opét rekrystalizovany ethyl-acetat:hexanem.

Vytézek: 0.055 g (2%)
Teplota tani: 229-230 °C RF: 0,74 TLC: Toluen:ethyl-acetat
4:1
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5 Diskuse a zavér

Prvnim krokem byla reakce 5-chlorsalicylové kyseliny s prislusnym anilinem

v ptitomnosti PCl3 a chlorbenzenu.

!
cl COOH  HaN.__~ C N X
N | —R PCl, H
Z OH

OH

Pti této reakci byl ziskan dostatek salicylanilidi, které byly potieba k syntéze
salicylanlinidovych estert.

Druhym krokem byla snaha pfipravit estery 4-chlorsalicylanilidt (Schéma ¢.12),
kdy reagoval 5-chlorsalicylanilid s prislusnou karboxylovou kyselinou v pfitomnosti
N,N’-dicyclohexylkarbodiimidu (DCC). Prvni problém pii této reakci byla tvorba
meziproduktu O-acylmocoviny. Tento krok syntézy pfinesl fadu rtiznych produktu:
salicylanilidy, dicyklohexylmocovina a N-acylmo&ovina®.

Druhy problém byla nizka reaktivita, zvlastné u isonikotinové karboxylové
kyseliny.

Ttreti problém byla obtizna izolace diky vzniku mnoha meziprodukti. Izolace
byla provadéna pouze za pomoci krystalizace. Sloupcovd chromatografie nebyla z
ditvodu nestability esteru vhodna.
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Schéma ¢. 12
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Po neuspésnych pokusech syntetizovat 4-chlosalicylanilidové isonikotinaty za
pomoci N,N-dicyklohexylkarbodiimidu byla navrzena jina reakce (Schéma ¢.13): 5-
chlorsalicylanilid s triethylaminem, a nasledné byl postupné piidavan hydrochlorid
kyseliny isonikotinové s cilem vytvoftit ester salicylanilidu. Nejvétsim problémem zde
byl vznikajici pomér 1:1 mezi 5-chlorsalicylanilidem a 4-chlorsalicylanildem
isonikotinatu, coz zna¢n¢ znesnadnovalo krystalizaci. Touto reakci byly pfipravovany:
2-{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]karbomyl}-4-chlorfenyl isonikotinat a 2-{[4-Brom-3-
(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorfenyl isonikotinat.

Stejnym postupem jsem piipravil estery pyrazinkarboxylati. Nejprve jsem
ptevedl pyrazin karboxylové kyseliny na pyrazinoyl chlorid a poté jsem pfipravil jejich
estery: 2{[4-Brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorfenyl-pyrazin-2-
karboxylat a  2{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]karbomyl}-4-chlorfenyl-pyrazin-2-
karboxylat
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Zavér:

Vysledkem mé diplomové prace byla snaha piipravit antibakterialné aktivni

salicylanilidy a jejich estery. Povedlo se pfipravit tyto latky:
N-[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]-5-chlor-2-hydroxybenzamid
N-[4-Brom-3-(trifluormethyl)fenyl]-5-chlor-2-hydroxybenzamid
2-{[4-Brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorfenyl-isonikotinat
2-{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]karbomyl}-4-chlorfenyl-isonikotinat

2{[4-Brom-3-(trifluormethyl)fenyl]karbamoyl}-4-chlorfenyl-pyrazin-2-
karboxylat

2{[3,5-Bis(trifluormethyl)fenyl]karbomyl}-4-chlorfenyl-pyrazin-2-karboxylat
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6 Seznam zkratek

C.
DCC

DMF
DMSO
EMB

FDA

INH

ICL
MDR-TBC
MCTBC
MIC

Pz

RMP

TLC

TBC

XDR-TBC

tuberculosis)

candida
N,N’-dicyclohexylkarbodiimid
N,N’-dimethylformamid
dimethylsulfoxid

ethambutol

Food and Drug Administration
isoniazid

isocitrat lyasa

multilékove rezistentni tuberkuldza
Mycobacterium tuberculosis
minimalni inhibi¢ni koncentrace
pyrazinamid

rifampicin

tenkovrstva chromatografie

tuberkuloza

extenzivné rezistentni tuberkuloza (extremely/extensively drug-resistant
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