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SOUHRN

Tato bakalatska prace se zabyva cilenou syntézou N- chranénych esterti aminokyselin a rizné
substituovanych 2-hydroxy-N-fenylbenzamidt (salicylanilidu). Salicylanilidy byly jiz dtive
popsany také jako latky s antimikrobidlni a antifungalni aktivitou. Prace se také zabyva
biologickymi vlastnostmi diive popsanych O-substituovanych derivatt salicylanilidi jako
jsou acetaty, estery, benzoxaziny a karbamaty. Pozornost je zde také vénovana
antimikrobidlnim vlastnostem N-chranénych ester aminokyselin. Experimentalni ¢ast se
vénuje moznym syntetickym cestam, vedoucim k esterim aminokyselin a vybranych

salicylanilidt,s atypicky chranénym dusikem aminokyseliny.

Kli¢ova slova:

Salicylanilidy, esterifikace aminokyselin, estery, karbamaty, acetaty, benzoxaziny



SUMMARY

This bachelor work is focused on the synthesis of N-protected amino acid esters of N-
substituted  hydroxy  benzamides  (salicylanilides). =~ These  substances  have
been described previously as substances with antimicrobial and antifungal activity.
Furthermore, biological properties previously described O-substituted salicylanilides such as
acetates, esters, benzoxazepines and carbamates. Microbial property of N-protected amino
acid esters were also described. In the experimental part of this work are presented synthetic

pathways to obtain target molecules.
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1. UVOD

Substituované 2-hydroxy-N-fenylbenzamidy (salicylanilidy) jsou latky se Sirokym spektrem
biologickych aktivit. Jejich nejvyznamnéj$imi vlastnostmi jsou antifungalni a antimikrobialni
pusobeni. Jejich atypicky mechanismus ucinku, jim ptfedurcuje roli potencidlnich 1éCiv,
zejména pii zvySujicim se nardstu poétu zaznamenanych rezistenci riznych mikrobialnich
kment na soucasné 1é&iva, zejména antibiotika.*

Mezi mikrobidlni onemocnéni mizeme zatadit i tuberkulézu (TBC). V souasné dobé je

odhadovano, Ze asi jedna tfetina lidské populace je infikovana Mycobacterium tuberculosis,

z niz 10 % ma aktivni formu.? Tuberkulozu zptisobuiji i jiné tzv. atypické kmeny tuberkulézy,

z nichz mizeme jmenovat napiiklad Mycobacterium avium, Mycobacterium fortuitum a

Mycobacterium kansasii.

Lécba TBC spociva v podani antituberkulotik. Jak jiz bylo zminéno bakterie se Casem vyvijeji
a stavaji se proti uréitym antituberkulotikim imunni. Rezistenci rozumime odolnost
mikroorganismti vuc¢i antibiotikim. Existuje primarni a sekundarni rezistence. Primarni
rezistenci rozumime geneticky podminénou necitlivost bakteriii na antibiotika bez ohledu na
ptredchozi kontakt s danym antibiotikem. Sekundarni nebo-li ziskana rezistence je zavisla na
piedchozim podani antibiotik. Je také dana genetickou mutaci bakterii. Znamena to tedy, Ze
antibiotika na dany typ bakterie mély farmaceuticky Géinek, ale po ¢astém pouzivani se staly
na tento typ bakterie neG&innymi. ® Tento typ resistence bakterii je hlavnim diivodem, pro¢
stale musime hledat a zkoumat nové latky s potencialni biologickou aktivitou.
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2. CIL PRACE

Cile této bakalatské prace jsou popsany v nasledujicich bodech:

Provést literarni reSerSi scilem popsat biologické vlastnosti kyslikatych derivati

substituovanych 2-hydroxy-N-fenylbenzamidu.

Popsat antimikrobidlni vlastnosti N-chranénych esterd aminokyselin a 2-hydroxy-N-

fenylbenzamidu.

Navrhnout syntetické postupy vedouci k meziproduktim a nasledné ke kone¢nym esterim
zakladnich aminokyselin, chranénych na dusiku atypickou chranici skupinou a 2-hydroxy-N-

fenylbenzamidd.

Experimentalné ovéfit navrzené syntetické a izolacni postupy, eventualné provést jejich

optimalizaci.

Vyhodnotit jednotlivé syntézy a navrhnout optimalni syntézu derivati tohoto typu.

12



3. TEORETICKA CAST

3.1 Salicylanilidy

Salicylanilidy jsou skupinou sloudenin se §irokou $kalou biologickych aktivit.* Z nichZ

nejdilezitéj§imi aktivitami jsou antimikrobialni,” antifungalni,’® anthelmintickd ' a

herbicidni.? Jsou aktivni viigi gram pozitivnim patogeniim v&etn& Methicilin rezistentniho
Staphylococcus aureus a vankomycin rezistentniho Enterococcus faecium. Jejich vyhodou je
atypicky mechanismus uginku.® Pro jejich uginek je nezbytna hydrofobni skupina na
anilidové casti, elektronakceptorni substituent na salicylové ¢asti a v neposledni tade
hydrofobicita, elektronové a strukturalni parametry. Jejich mechanismus u¢inku je inhibice

dvoukomponentovych regula¢nich systéma bakterii.*
Mozné syntézy salicylanilidd jsou uvedeny nize:

1. Ptipravuji se reakci zvoleného anilinu s riizné substituovanou kyselinou salicylovou

v mikrovinném reaktoru refluxovanim v chlorbenzenu a ptitomnosti PCls.*2

0 QR
NH 2
N 2 __PCly
| N OH + RZ_I
Ri© _ = 20 min,450 W

2. V této reakci reaguje fenol s isokyandtem v pfitomnosti BCl3 za pouZziti mikroviného

e . : “orx . 12
zateni, které zkracuje reak¢ni ¢as na minuty.

12
+ o H Rl ] H
OH MW,140°C/10 min — oH

S. DCM

3. V této zminéné reakci reaguje substituovana salicylova kyselina v bezvodém anilinu
v pritomnosti chloridu fosfore¢ného nebo chloridu thionylu. Vznikla smés je

refluxovéna v chlorbenzenu nebo toluenu po dobu 3 h. *2
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2
xNHz2  PCl3 nebo SOCI, N N X
s Rll_/ H
OH

= toluen nebo PhCI
reflux 3h

4. Hydroxylova skupina vychozi salicylové kyseliny byla ochranéna methylesterem.

Salicylova kyselina byla aktivovana chloridem thionylu. Nasledovala reakce anilinu

pii laboratorni teploté.*?

SOCI, reflux 1 h
Ar-NH,

o A
—jR2
Et;N, THF N
Rll—/ H
BCls, DCM OH

5. Karboxylova skupina substituované acetylsalicylové kyseliny byla aktivovana

chloridem thionylu. Dale probéhla reakce se substituovanym anilinem, nasledovana

deacetylaci vodnym roztokem hydroxidem sodného.*?

O

e

X

O i
1. Ac-ClI (protekce) o —R2
2. SOCI, (aktivace) . X N
" H
17
3. Ar- NH, (coupling) Z > OH

4. NaOH (deprotekce)

6. V této reakci reaguje salicylové kyselina v acetonu se smési trifluoroctové kyseliny a

anhydridu kyseliny trifluoroctové za vzniku 2,2-dimethyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-4-

on. Tato sloucenina je vychozi latkou pro nasledujici reakci, kde podléha reakci

s anilinem v pfitomnosti n-BuLi a 1,3-dimethyl-3,4,5,6-tetrahydro-2(1H)-pyrimidinon

v tetrahydrofuranu.*?

COOH
= TFA -TFAA
R @
X OH aceton

0 Ar- NH,, n Bui Q /_:Rz
0 DMPU N O
R Rif— H
= O)< THF/hexan/H,0 Z0oH
80°C, 2 h

3.2 O-substituované derivaty salicylanilida

Hydroxy skupina salicylanilidd byva v nékterych studiich oznafovana jako putivodce

nevhodnych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Jejim maskovanim danym typem skupin lze

pripravit latky typu prolégiv."® Prolégiva (prekursory 1&¢iv, prodrugs) jsou Gasto pouZivané

latky ve farmakoterapii. Jsou to terapeutické latky, které podléhaji biotransformaci diive nez

14



vyvolaji farmakologicky efekt, nebo-li biologicky aktivni latky, které jsou neudinné pii
podani a v organismu jsou dale pfemé&iovany na jeden nebo vice aktivnich metabolitii.’® Aby
mohlo dojit k uvolnéni u¢inného salicylanilidu a k odstranéni netoxické aminokyseliny
z organismu, pouZivaji se k maskovani —OH skupiny neutralni zékladni aminokyseliny.?
Zavedeni aminokyselin do molekuly salicylanilidu tedy vede ke zlep3eni fyzikalng-
chemickych vlastnosti jako je zlepSeni rozpustnosti, vstiebavani a také k lep$imu ptrechazeni
ptes mykobakterialni buné¢nou sténu, diky zvysené lipofilité. Cilem je také sniZeni toxicity,
coz bylo u n&kterych obdobnych latek také prokézano.'* Dalsi zpasoby, maskovani —OH

skupiny byla tvorba acetatii, benzoxazint, esterti a karbamatu.

3.2.1 Acetaty N-benzylbenzamidu

Acetaty jsou derivaty salicylanilidi, kde hydroxylova skupina fenolu je chranéna
jednoduchou acetylovou skupinou.™ Acetaty byly testovany hlavné pro jejich antifungalni a

antituberkulotickou aktivitu.*?

Nekteré acetaty prokazaly vysSi aktivitu nez srovnavaci
standartni 16¢ivo.”® V piipadé antifungalni aktivity se jedna o flukonazol, v ptipads
antituberkulotické aktivity se jednd o isoniazid. Acetaty N-benzylbenzamidu byly testovany
proti M. tuberculosis 331/88, M. avium 330/88, M. kansasii 235/80 a M. kansasii 6500/96.
Vétsina testovanych slouéenin vykazovala srovnatelnou aktivitu s isoniazidem a proti klinicky
izolovanému kmenu M. kansasii 6500/96 a dobrou aktivitu proti netuberkul6znim kmentim, u
kterych byl isoniazid neaktivni. Substituce chléru v meta pozici na acetylsalicylovém jadru
ukézala pozitivni vliv na antituberkulotickou aktivitu a také substituce v pozici Cs* nebo
disubstituce v pozici C3’ a C4’se zdala byt dulezitd pro vysokou aktivitu. Nejvyssi aktivitu
proti M. tuberculosis ukazal 4-chlor-2-(3,4-dichlorfenylkarbamoyl)fenylacetat s toxicitou
0,82 [ug/ml]. Nejaktivngjsi slouceninou proti atypickym kmenim byl 4-chlor-2-[4-
(trifluormethyl)fenylkarbamoyl]fenylacetat s toxicitou 12,60 [ug/ml]. Z hlediska antifungalni
aktivity byly acetaty N-benzylbenzamida testovany proti Candida albicans ATCC 44859,
Candida tropicalis 156, Candida krusei E28, Candida glabrata 20/1, Trichosporon beigelii
1188, Aspergillus fumigatus 231, Absidia corymbifera 272 a Trichophyton mentagrophytes
445. Nejvyssi aktivita testovanych slou¢enin byla nalezena u Trichophyton mentagrophytes
445. Nejvyssi antifungalni aktivitu ukazal 4-chlor-2-[4-(trifluormethyl)fenylkarbamoyl] feny -
lacetat. VSechny testované slouceniny ukazaly vyssi aktivitu nez flukonazol proti Aspergillus

fumigatus 231, Absidia corymbifera 272. Srovnatelnou aktivitu s flukonazolem proti Candida
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krusei E28 vykazovaly jen nékteré testované slouceniny. U acetatd N-benzylbenzamidii byla

také nalezena vy33i toxicita nez u srovnavaciho standardu isoniazidu.*®

(@] = |
N —-TR2
;O N
Rl_l H
%
(@]

o)\
Acetéat

Syntézy acetatli jsou uvedeny v nasledujicim schématu:

1) Nejvyuzivanéjsi reakéni cesta pro piipravu acetatu je reakce fenylsalicylamidu

Vv pfitomnosti acetanhydridu a kyseliny fosfore¢né. Vytézek této reakce je okolo

85%."
=
o A T IR,
1R, (AC0);0 NN
XN 70°C, 2h n
R | H Rl| / H
10
2> ou 85 % H3PO, j\

07 CH,

2) V této syntéze je pouzit acetylchlorid misto acetanhydridu, avSak nevyhodou této

syntézy je mozny vznik O,N-diacetylovanych produkté.*?

o CH4COCI N
/@Rz reflux 3 h dj\ - 2
NN | N
X R1|_/ H
X

N
Rll_ P H Ph-CI
OH
0% “CH;,

3) Dalsi moznosti je reakce fenylsalicylamidu s kyselinou octovou Vv pfitomnosti
dicyklohexylkarbodiimidu za teploty -10 °C. Jako rozpoustédlo se zde pouziva
dimethylformamid. Nevyhodou této reakce je vznik dicyklohexylmocoviny, ktera

znedistuje produkt a je z nho obtizng izolovatelna. ™

= ) = |
o a CHCOOH/DCC TR,
P Rz X

AN -10°C, 3 h i
T H

= OH DMF j\
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4) V této syntéze se nejdiive N-fenylsalicylamid pfevede na piislusnou sil a poté je
pridan acetanhydrid. Vyhodou této syntézy je, Ze produkt je ziskdvan ve vysoké

i s v 12
Cistoté a vytézku.

=

=
0 iy 1) 0,5% NaOH o /@RZ
\ 1
Y N 2) (CH3CO),0 N
R1|_ H 3 2 R]_ | _
0

Z 0N 0-5°C
0~ “CH;

5) V posledni uvedené syntéze reaguje Kkyselina acetyl salicylova s anilinem

Vv piitomnosti benzenu. Reakéni smés je zahfivana 2 h pod refluxem za vzniku

acetatu.?
o) O ]
R-NH, N NN uRa
7N OH Benzen Rll— H
Rl | /
o ©)
PN 07 CH,
0~ “CHs

3.2.2 Estery N- chranénych aminokyselin a salicylanilida

Estery jsou derivaty aminokyselin chranénych na dusiku benzyloxykarbonylem a
substituovanych salicylanilidu. Serie téchto latek byla testovana in vitro proti osmi fungalnim
kmentim, Mycobacterium avium 330/88, Mycobacterium kansasii 235/80, Mycobacterium

kansasii 6509/96 a Mycobacterium Tuberculosis 331/88."* Tyto slou¢eniny maji vysokou

aktivitu proti Aspergillus fumigatus, Absidia corymbifera a Trichophyton Mentagrophytes.
Jejich minimalni inhibi¢ni koncentrace 1Cso byla niZsi, nez kterou vykazoval srovnavaci

standard flukonazol.**

Skupina kolem J. VinSové se aktivné zabyva jejich ptipravou, vlastnostmi a u¢inky. Ptipravuji
se esterifikaci aminokyselin s vhodnymi salicylanilidy. Tato reakce probihd v ptitomnosti
N,N-dicyklohexylkarbodiimidu za nizkych teplot. Byly pouzity zndmé lipofilni aminokyseliny
jako je glycin, R/S alanin, R/S valin a R/S fenylalanin.'? Diky své lipofilit¢ snadno prochazi
fosfolipidovou membranou. Pokud reakce probihala s vy$§imi kyselinami, dochazelo k tvorbé
esterii. Pokud byla pouzita nizsi kyselina jako je naptiklad glycin nebo alanin nedochazelo

k tvorb& estertl, nybrz k nezadouci tvorbé benzoxazepinu.™® Bylo zjisténo, Ze lipofilita stoupa
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nejen v zavislosti na typu pouzité aminokyseliny (H<CH3<CH(CHj3),<CH,CsHs) ale také na
substituovanosti anilidové ¢asti (C1<Br<diC1).2 Ptipravené estery mohou byt povazovany za
proléciva salicylanilidi s lepSi biologickou dostupnosti diky vysSimu stupni lipofility a

efektivnéjsimu transportu skrz bunééné membrany.

Cﬁ O

CH NH-CBZ
Rs

Ester

Estery N-chranénych aminokyselin a N-benzylbenzamidt byly testovany proti M. tuberculosis
331/88, M. avium 330/88, M. kansasii 235/80 a M. kansasii 6509/96.* Nejvyssi aktivitu proti
M. tuberculosis vykazovaly (S)-4-chlor-2-(4-trifluormethylfenylkarbamoyl)-fenyl  2-
benzyloxy-karbonylamino-propionat s minimalni inhibi¢ni koncentraci 3,13 pg/ml a (S)-4-
chlor-2-(3-chlorfenyl-karbamoyl)-fenyl  2-benzyloxykarbonylaminopropionat s minimalni
inhibi¢ni koncentraci 3,13 ug/ml. Jejich antifungdlni aktivita byla testovana proti osmi
fungalnim kmentim a to proti Candida albicans ATCC 44859, Candida tropicalis 156,
Candida krusei E28, Candida glabrata 20/1, Trichosporon beigelii 1188, Aspergillus
fumigatus 231, Absidia corymbifera 272 a Trichophyton mentagrophytes 445. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace byla v rozmezi 62,5-1,95 umol/L. VSechny estery prokazaly nejvyssi
aktivitu proti Trichophyton mentagrophytes 445 a vétSina znich také vykazovala vysSi
aktivitu nez flukonazol, hlavn& Aspergillus fumigatus 231 a Absidia corymbifera 272.1* Estery

maji srovnatelnou toxicitu s isoniazidem (EC50 je v rozmezi 82-120 pmol/L)*.

V nésledujicim schématu je uvedena syntéza esteri:*?

HOOC\rNH-CBZ
o) 7
_ Rs /():—Rz
I NS
Uk DCC Ry b N
rRT N "o
10
Z > oH DMF A NH-cBZ
-10°C, 3 h O~ CH
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Pfi syntéze bylo zjisténo, ze klasicka esterifikace selhdva. Proto se tyto estery pfipravuji
esterifikaci dle Steglicha, kdy se jako hlavni ¢inidlo pouziva karbodiimid (DCC, DCI a EDC
¢i EDC*HCI).

3.2.3 Benzoxaziny N-benzylbenzamidi
Jsou nejjednodussi derivaty salicylanilidd. Karbonylova skupina je zde soucasti molekuly

salicylanilidi. Byla objevena jejich antituberkulotickd a antifungélni aktivita. Pfipravuji se
reakci fenylsalicylatu s isokyanaty. Druhou moZnou syntetickou cestou je reakce salicylové
kyseliny s isokyanaty v piitomnosti trifluoracetatu, ktery zprostiedkovava jejich reakci. Tieti
moZnou syntetickou cestou je paladiem katalyzované cyklokarbonylace jodfenolu.*
Benzoxaziny byly testovany proti M. tuberculosis, M. kansasii 235/88 a M. avium 330/88, a proti
klinicky izolovanému kmenu Mycobacterium kansasii 6509/96.

O 2
« IR
\ N

SN

o "0

|
Ry

Benzoxazin-2,4 -dion

Syntézy benzoxazini jsou uvedeny v nasledujicim schématu: 2

1. Prvni mozna synteticka a nejcastéji vyuzivana cesta je reakce N-fenylsalicylamidu

s ethylchloroformiatem v prostiedi pyridinu.*2

R H CICOOEt N X
1 N

/ R_
S WA
/
o @Rz Pyridin o 0

2. Druhou moznou syntetickou cestou je reakce kyseliny salicylové s isokyanatem

v chloroformu a triethylaminu.*?

RACO 2 Ow
N OH CF3COOAg NN
A R
Rl % OH 1 = O/go
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3. Tato reakce opét probih4 s isokyanatem.*?

; R-NCO
o

OH
O

O ~ 3
N _|R2
X R | N N
i -
Rl % = O/&O

Vewr

2-(methoxykarbonyloxy) benzoyl chloridu s anilinem.*?

.0.__0
HiC i J@"R
R-NH yR2
O 2 N
Rl_' 1

@)

5. V posledni syntéze reaguje jodfenol sisokyanatem, kde je vyuZito palladia jako

katalyzatoru na cyklokarbonylaci. *?

| B
S R-NCO L AR
1 U |
_— oH Pd Ri _ O/go

3.2.4 Karbaméty N-benzylbenzamidi

Maskovéani fenolické hydroxylové skupiny isokyanatem v molekule salicylanilidi vede ke
vzniku karbamati. Tyto sloucCeniny opét splnuji pozadavky pro snadny rozklad a uvolnéni
uéinnych latek v organismu. Lipofilita cilové molekuly mize byt ovliviiovana alkylovym
fetézcem isokyanatové molekuly. Byla u nich objevena potencialni antituberkuloticka aktivita
u atypickych kmeni a u rezistentnich kmenit.'?  Karbamaty N-benzylbenzamidi byly
testovany proti M. tuberculosis 331/88, M. kansasii 235/88, M. avium 330/88, M. kansasii
6509/96 s hodnotami MIC mezi 0,5-2 mol/l. Karbamaty N-benzylbenzamidi byly také
testovany vuci kmentim M. tuberculosis 7357/98, ktery je rezistentni na isoniazid, rifampicin,
ethambutol, streptomycin, ofloxacin a ansamicin, M. tuberculosis 9449/06 rezistentni na

isoniazid, streptomycin, rifampicin, ansamycin, M. tuberculosis Praha 1 rezistentni na

20



isoniazid, rifampicin, ethambutol, streptomycin, clofazimin, ansamicin a M. tuberculosis

Praha 128, ktery je rezistentni Kk isoniazidu, rifampicinu, ethambutolu, streptomycinu,

gentamycinu, clofaziminu, ansamicinu a amikacinu.*?

Karbamat

R1, Ro=halogeny

Rs=alkyl

1) V nasledujicim schématu je wuvedena syntéza karbamati, kde reaguje

fenylsalicylamid s isokyanatem v acetonitrilu a v pfitomnosti triethylaminu.*?

7~ =
i IR, R3-NCO o /():—Rz
AN AN Eth AN S

Z > OH CH4CN, 2 h =
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3.3 Navrhy syntetickych cest

Prvni navrh syntetické cesty byl jiz popsan v literarni reSerSi u ptipravy esterti. Jedna se o
esterifikaci aminokyselin s vhodnymi salicylanilidy. Reakce probiha v dimethylformamidu V
prvnim kroku probiha ochrana N-aminokyseliny s chloroformidtem za vzniku chranéné
aminokyseliny, kterd za  pfitomnosti  vhodného  aktivacniho  ¢inidla  (N,N-
dicyklohexylkarbodiimidu) poskytne Z&dany produkt. Eventualni moZnosti je reakce

aktivované N-chranéné aminokyseliny se salicylanilidem.

NN X . HOOC._NH-CBZ bcc Ryi-
R1_| H Y (@)
Z0oH Rs DMF A
-10°C, 3 h o cu-NH-CBZ
|
Rs3
Ester

R1, Ro=halogeny

Rs=alkyl

Druhou mozZnou syntetickou cestou je reakce aktivované kyseliny se salicylanilidem Aktivace
zde probihd chloroformiatem, ktery vytvaii reaktivni intermediat kyseliny. Ten nasledné

reaguje s OH skupinou salicylanilidu.

R : XN
T I SR
Y ONH, a7 o on H OH
OH
0 /'—R
\I 2
A N
Rl—!/ H
MO
R; O

R1, Ro=halogeny,
R3,R4:alkyl
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4. EXPERIMENTALNI CAST

a. Priprava derivatu L-fenylalanin-isopropylchloroformiat

Kod reakce: PS. 1

OﬁiNH2 ' CI)J\OJ\ - OﬁﬁrNJ\oJ\
OH

Reakce:

oy H

Tabulka organickvych slou¢enin:

Latka Zkratka Mr n m \% p Bod tani
[g/mol] [mol] [a] [w]  [g/em’] [°C]
L-Fenylalanin L-Phe 165,19 8,65*10° 1,43 - - 275-283
Isopropylchloroformiéat i-PropCF 122,6 13,63*10°° 1,67 1547 1,080 -
Siran sodny Na,SO, 142,04 ) - - - 888
Kyselina chlorovodikova HCI 36,5 ’ 2,4 - - -
Produkt PS.1 251 8,65*107 T: 2,17 - - 80,1-81,9
Hydroxid sodny (23%) NaOH 40 - 2,4 - - -
Ethylacetat EtOAC 88,11 - - 45 901 -
Destilovana voda H,0 18 - 2,1 - - -

Pracovni postup:

Ve 100 ml banice byl v 2,1 ml destilované vody a ve 2,4 g 23% NaOH rozpustén L-Phe
(ptedlozen L-Phe, pfidana voda a NaOH). Smés byla michana 30 min a béhem této doby byla
jeji teplota snizena na teplotu pod 10 °C. Poté byl béhem 15 minut soucasné piridavan
isopropylchloroformiat a 2,4 g NaOH (23%). Po pfidani latek byla smés pii uvedené teploté
michana dalSich 45 minut. Reakéni smés byla nasledné neutralizovana 10% HCIl na pH =7
(cca 2,4 g 10% HCI). Doslo k vylouceni bilé srazeniny. Smés byla michana dal$ich 15 min
s kontrolou pH. Poté byla smés extrahovana dvakrat ethylacetatem (30+15 ml) a nasledné
ethylacetat byl dvakrat extrahovan destilovanou vodou. Organickd faze byla oddé¢lena,
vysuSena Na,SO;. Smés byla zfiltrovana z dtvodu odstranéni krystalického Na,SO, a
oddestilovana do sucha. Ziskany olej byl pod N, uloZen do lednice, kde do druhého dne ztuhl

na bilou krystalickou latku.
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Forma latky: bila krystalicka latka

Bod tani:  80,1-81,9 °C
me: 14789
NMR:

'H NMR (400,13 MHz, DMSO) &: 12,68 (1H, brs, -COOH), 7,35 (1H, d, J = 8,5 Hz, -NH),
7,29-7,17 (5H, m, Ar-H), 4,65 (1H, m, -CH-NH), 4,13 (1H, m, -CH(CHs)), 3,03 (1H, m, -
CH,-Ph), 2,82 (1H, m, -CH.-Ph), 1,13 (3H, d, J = 6,3 Hz, -CH-(CHj3)2), 1,06 (3H, d, J = 6,2
Hz, -CH-(CHs)).
3C NMR (100.62 MHz, DMSO) §: 173,4, 155,7, 137,9, 129,0, 128,1, 126,3, 66,9, 55,4,
36,4, 21,95, 21,9.

Pozn: Reakce byla 3* opakovana s nasledujicimi vytézky
m1=1,445g t;=79,5-90,2°C vytézek = 67 %
m,=1,478g t;=80,1- 81,9°C vytézek = 68 %

me=1229  t=81,3-83,2°C vytézek = 56 %
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b. Priprava derivatu L-fenylalanin-isobutylchloroformiat

Kéd reakce: PS. 2

Reakce:

O\ 1) NaOH @\ o

2) HCl

: 0 ?
OE?NHZ * Cl)l\o/\( - = O\\IOHAHJ\O/\(

Tabulka organickvych sloucenin:

Latka Zkratka Mr n m \% p Bod tani
[9/mol] [mol] [9] [ul]  [gfem’] [°C]
L-Fenylalanin L-Phe 165,19 8,65*10° 1,43 - - 275-283
Isobutylchloroformiat i-ButCF 136,58 13,63*10° 1,861 1767 1,053 -
Siran sodny Na,SO, 142,04 - - - - 888
Kyselina chlorovodikova HCI 36,5 ) 2,4 - - -
Produkt PS.2 265 8,65*10° T:2,292 - - 90,5-94,3
Hydroxid sodny (23%) NaOH 40 - 2,4 - - -
Ethylacetat EtOAC 88,11 - - 45 901 -
Destilovana voda H,0 18 - 2,1 - - -

Pracovni postup:

Ve 100 ml bance byl v2,1 ml destilované vody a v 2,4 g 23% NaOH rozpustén L-Phe
(predlozen L-Phe, ptidana voda a NaOH). Smés byla michana 30 min a béhem této doby byla
jeji teplota sniZzena na teplotu pod 10 °C. Poté byl béhem 15 min soufasné piidavan
isobutylchloroformiat a 2,4 g NaOH (23%). Po ptidani latek byla smés pii uvedené teploté
michéna dalSich 45 min. Reak¢ni smés byla nasledné neutralizovana 10% HCI na pH = 7 (cca
2,4 g). Dodlo k vylouceni bilé sraZzeniny. Smés byla michana dalSich 15 min s kontrolou na
pH. Poté byla smés extrahovana 2 krat ethylacetatem (30+15 ml) a nasledn¢ ethylacetat byl 2
krat extrahovan destilovanou vodou. Organicka faze byla oddélena, vysuSena Na,SO,. Smés
byla zfiltrovana a oddestilovana do sucha. Ziskany olej byl pod N, uloZen do lednice, kde do

druhého dne ztuhl na bilou krystalickou latku.
Forma latky: bila krystalicka latka
Bod téni: 90,5-94,3 °C
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NMR:

'H NMR (400,13 MHz, DMSO) &: 12,73 (1H, brs, -COOH), 7,46 (1H, d, J = 8,4 Hz, -NH),
7,28-7,18 (5H, m, Ar-H), 4,15 (1H, m, -CH-NH), 3,66 (2H, m, -CH,-CH-(CHs)), 3,05 (1H,
m, -CH,-Ph), 2,83 (1H, m, -CHp-Ph), 1,13 (3H, d, J = 6,3 Hz, -CH-(CH3)2), 1,76 (1H, m,
-CH-(CHs3)y), 0,83 (3H, d, J = 6,3 Hz, -CH-(CHa),), 0,82 (3H, d, J = 6,3 Hz, -CH-(CHa)»).

13C NMR (100.62 MHz, DMSO) §: 173,4, 156,2, 138,0, 129,0, 128,1, 126,3, 69,7, 55,4, 36,4,
27,6, 18,8.

Pozn: Reakce byla 3* opakovana s nasledujicimi vytézky:
m, = 1,665 g t,= 81-92,5 °C vytézek =73 %
m; = 2,256 ¢ tt=90,5-94,3 °C vytézek =49 %
(z dvojnédsobného mnoZzstvi)

m3 =0,473 t,=81-92,5 °C vytézek =21 %
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c. Syntéza Isopropyl 1-((2-(4-chlorfenylkarbamoyl)-4-chlorofenoxy)karbonyl)-2-

Kod reakce: PS. 3

Reakce:

Tabulka organickvych sloucenin:

fenyletylkarbamat

|
s Cr
H
O

O; ’N\[O]/OW/

Latka Zkratka Mr n m \Y p Bod tani
[g/mol] [mol] [o] [ml] [g/lem’] [°C]
5,4*-dichlorsalicylanilid DiClSal 281,001 1,779*107 0,5 - - 227-229,3
L-fenylalanil- L-phe- 251 1,779*10°  0,4466 - - 80,1-81,9
isopropylchloroformiat iPropCF
N,N*- DCC 206,33  1,957*10° 0,4038 - - 33-35
dicyklohexylkarbodiimid
Produkt PS. 3 514 1,779*10°  T:0,91 - - 163,9-165,2
N,N*-dimetylformaamid DMF 73, - - - - -
Ethylacetat EtOAc 88, - - 15 0,897 -
Hexan Hex 86, - - - 0,6548 -

Pracovni postup:

V 50 ml bance bylo predlozeno 0,5 g 5,4’dichlorsalicylanilidu a rozpusténo v N, N-

Dimethylformamidu. Vznikla smés byla umisténa na magnetickou michacku a ochlazena na

-10 °C. Dale bylo piidano 0,45 g L-fenylalaninisopropylchloroformiatu a posléze byl ve 3

davkach pfidan N, N° Dicyklohexylcarbodiimid (1,1 ekvi). Smé&s byla nechana do 2. dne.

Nésledn¢ byla provedena filtrace na frité, filtrat byl oddestilovan na odparce (80°C). Po

oddestilovani bylo do smési pfidano 15 ml etylacetatu a smés byla zfiltrovana. Filtrat byl

oddestilovan a latka byla 3*krystalovana ze smési etylacetat-hexan. Po zkrystalovani byly
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krystaly odsaty na frit¢ a vysuSeny na suSi¢ce. Béhem této reakce bylo provedeno nékolik

TLC (toluen- etylacetat) (4:1). Smés se nepodafilo opakovanou krystalizaci rozdélit.
Forma latky: bila vatovita latka

Bod téni: 163,9-165,2 °C

Msurovy produkt= 0,84 9, M= 0,05 ¢ % vytézek = 6 %

TLC: Rw=2,1/4=0,525

CHN:
Teor.: C60,59 % H 4,69 % Cl13,76 % N 5,44 %
Exp.: C62,36%0,15 % H 5,75+0,09 % Cl11,51£0,28% N 6,62+0,10 %

Pozn: Reakce byla opakovana s nasledujicim vytézkem:

m=0,49 tt=162,3-166,1 °C  vytézek =44 %

28



d. Syntéza isobutyl 1-((2-(4-chlorfenylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-

fenylethylkarbamat

Kod reakce: PS. 4

Reakce:

o oH CI\©5?\N©/C|
CI\©§LN© + O)VEHTOJ\ — 0" PN
ST o ! o

Tabulka organickych slou¢enin:

Latka Zkratka Mr n m \Y p Bod tani
[g/mol] [mol] [a] [ml]  [g/em’] [°C]
5,4-dichlorsalicylanilid | DiClSal 281,001 1,779*10° 0,5 - - 227-229,3
L-fenylalanil- L-phe- 265 1,779*10° 0,472 - - 90,5-94,3
isobutylchloroformiat iButCF
N,N*- DCC 206,33 1,957*1073 0,403 - - 33-35
dicyklohexylkarbodiimid
Produkt PS. 4 528 1,779*10°  T:0,939 - - 175,2-181,4
N,N*-dimetylformaamid DMF 73,09 - - - - -
Ethylacetat EtOAC 88,11 - - 15 0,897 -
Hexan Hex 86,18 - - - 0,654 -

Pracovni postup:

V 50 ml bance bylo predlozeno 0,5 g 5,4’dichlorsalicylanilidu a rozpusténo v N, N-
Dimethylformamidu. Vznikla smés byla umisténa na magnetickou michacku a ochlazena na
-10 °C. Dale bylo pfidano 0,472 g L-fenylalaninisobutylchloroformiatu a posléze byl ve 3
davkach pfidan N, N° Dicyklohexylcarbodiimid (1,1 ekvi). Smés byla nechéna do 2. dne.
Nésledné byla provedena filtrace na frité, filtrat byl oddestilovan na odparce (80°C). Po
oddestilovani bylo do smési ptidano 30 ml etylacetatu a smés byla zfiltrovana. Filtrat byl
Castecné oddestilovan a byl pfidan hexan. Smés byla dale délena kolonovou chromatografii
(EtOAc-Tol) (0,5-4,5). Latky obsaZené v reakéni smési se touto metodou nepovedlo rozdélit.
Béhem této reakce bylo provedeno nékolik TLC (toluen- etylacetat) (4:0,5).
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Forma latky: bila krystalicka latka

TLC: Ru=2,8/4,4=0,636

Pozn: Reakce byla 2* opakovana bez déleni kolonovou chromatografii, ale s pouZitim

krystalizace s nasledujicim vytézkem: Smés se nepodarilo opakovanou krystalizaci rozd¢lit.
m;=0,133g 1;=175,2-181,4°C  vytézek=14 %

m;=0,2459g t=157,1-159,3°C  vytézek =26 %
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e. Syntéza isobutyl 1-((2-(4-chlorfenylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-

fenylethylkarbamat

Kod reakce: PS. 4 — 2. synteticka cesta

Reakce:

cl C'\©f?\r\1©/u
Cl\©fiN© ' S0 — 0 -
OHH ©/ 53/'\]\%1/0\)\

Tabulka organickvych slou¢enin:

. Mr n m \Y p Bod tani
Latka Zkratka .
[g/mol] [mol] 9] [ml]  [g/cm’] [°C]
5,4*-dichlorsalicylanilid DiClsal 281,001  1,779*10° 05 - - 227-229,3
L-fenylalanil- L-phe- 13 i i i
isobutylchloroformiat iBUtCF 265 1,779*10 0.472 90,5-94,3
N-(3-dimethylaminopropyl)- i i i
N*-ethylkarbodiimidd EDCI 191,7  1,774*10° 0,34
1- hydroxybenzotriazol Hobt 13519  1,58*102 0,24 - - -
hydréat
Produkt PS. 4-2 528 1,779%10°  T:0,939 - - 163,8-167,2
N,N*-dimetylformaamid DMF 73,09 - - - - -
Ethylacetat EtOAC 88,11 - - 15 0,897 -
Hexan Hex 86,18 - - - 0,6548 -

Pracovni postup:

Ve 100 ml banice bylo ptedlozeno 0,5 g 5,4‘-dichlorsalicylanilidu a rozpusténo v N, N-
Dimethylformamidu. Vznikla smés byla umisténa na magnetickou michacku a ochlazena na

-10 °C. Dale bylo ptidano 0,472 g L-fenylalaninisobutylchloroformiatu a posléze bylo
pfidano 0,34 g EDCI a 0,24 g 1- hydroxybenzotriazolhydrat. Smés byla nechéna do 2. dne.
Dale byla reakéni smés nalita na 40 ml destilované vody, kdy vznikla mlécné suspenze. Ta
pak byla extrahovana ethylacetatem. Ten byl oddélen a 2* extrahovan destilovanou vodou.

Organicka faze byla vysuSena bezvodym siranem sodnym. Nasledné byla provedena 2*
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krystalizace ze smési ethylacetat — hexan. Krystaly byly odsaty na frit€ a vysuseny na susicce.

Béhem této reakce bylo provedeno nékolik TLC (toluen- etylacetat) (4 : 0,5). Smés se

nepodaftilo opakovanou krystalizaci rozdélit.
Forma latky: bila krystalicka latka

Bod tani: 163,8-167,2 °C

TLC: Ru=2,8/4,4=0,636

mlmkrystalizaci = 0,941 g, me= 0,587 g V}'/téiek =63 %
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f. Syntéza isopropyl 1-((2-(3,4-dichlorfenylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-

fenylethylkarbamat

Kod reakce: PS.5

cl
o S O

cl y . O . °

\d;H cl @/ o éj \([)]/OY

Tabulka organickvych slou¢enin:

Reakce:

Léatka Zkratka Mr n m \Y p Bod tani
[g/mol] [mol] [a] [ml]  [g/em’] [°C]
5,4,3-trichlorsalicylanilid TriClSal 314,9 1,58*10° 0,5 - - 249-250
L-fenylalanil- L-phe- 251 1,58*107° 0,398 - - 80,1-81,9
isopropylchloroformiét iPropCF
N,N*- s
dicyklohexylkarbodiimid DCC 206,33  1,745%10° 0,36 - - 33-35
Produkt PS.5 5479 1,58*10°  T:0,865 - - 151,9-153,2
N,N*-dimetylformaamid DMF 73,09 - - - - -
Ethylacetat EtOAC 88,11 - - 15 0,897 -
Hexan Hex 86,18 - - - 0,6548 -

Pracovni postup:

V50 ml banice bylo ptedlozeno 0,5 g 5,4,3-trichlorsalicylanilidu a rozpusténo v N, N-
Dimethylformamidu. Vznikla smés byla umisténa na magnetickou michacku a ochlazena na

-10 °C. Dale bylo piidano 0,398 g L-fenylalaninisopropylchloroformiatu a posléze byl ve 3
davkach ptidan N, N* Dicyklohexylcarbodiimid (1,1 ekvi). Smé&s byla nechana do 2. dne.
Nésledné byla provedena filtrace na frité, filtrat byl oddestilovan na odparce (80 °C). Po
oddestilovani bylo do smési ptidano 15 ml Etylacetatu a smés byla zfiltrovana. Filtrat byl
oddestilovan a latka byla 2*krystalovana ze smési etylacetat-hexan. Po zkrystalovani byly
krystaly odsaty na frit¢ a vysuSeny na suSicce. Béhem této reakce bylo provedeno nekolik

TLC (toluen- etylacetat) (4:1).

Forma latky: bila vatovita latka
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Bod tani: pied krystalizaci — 149,2-153,7 °C
po 1. krystalizaci — 148,8-150,6 °C (NMR)

po 2. krystalizaci — 151,9-153,2 °C

E

0,045 g vytezek = 5 %

TLC: Rfk:2,3/4,3: 0,535

NMR:

'H NMR (400,13 MHz, DMSO) &: 10,76 (1H, brs, -CO-NH-), 8,09 (1H, d, J = 1,8 Hz, Ar-H),
7,80 (1H, d, J = 2,6 Hz, Ar-H), 7,73 (1H, d, J = 7,9 Hz, -CH-NH-), 7,68 (1H, dd, J = 8,8 Hz, J
= 2,5 Hz, Ar-H), 7,64-7,58 (2H, m, Ar-H), 7,26-7,18 (6H, m, Ar-H), 4,64 (1H, m, -CH-NH),
4,42 (1H, m, -CH(CHs),), 3,17 (1H, m, -CH»-Ph), 2,90 (1H, m, -CH,-Ph), 1,01 (3H, d, J = 6,2
Hz, -CH-(CHa)2), 1,06 (3H, d, J = 6,1 Hz, -CH-(CHa)y).

CHN:
Teor.: C56,80 % H 4,22 % Cl119,34 % N 5,09 %
Exp.: C56,97+0,12 % H 4,17+0,09 % Cl1 19,58+ 0,09 % N 4,97+0,07 %
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g. Syntéza isopropyl 1-((2-(4-chlorfenylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-

Kod reakce: PS. 6 —1.¢4st

Reakce:

Cl
O
N
H
OH

Tabulka organickvych sloucenin:

fenylethylkarbamat

Cl
? T
H
(@]

O? ,N\g/o\(

Latka Zkratka Mr n m \% p Bod tani
[g/mol]  [mol] [a] [ul]  [glem’] [°C]
5,4‘-dichlorsalicylanilid DiiClsal 281 6,05*10* 0,17 - - 227-229,3
L-fenylalanil- L-phe- 251 6,05*10" 0,15 - - 80,1-81,9
isopropylchloroformiat iPropCF
Isopropylchloroformiat iPropCF 122,6  6,05*10* 0,073 67,5 1,0801 -
Produkt PS.6 - 1.cast 514 6,05*10* T:0,31 - - 73,9-79,2
Toluen Tol 92,14 - - - - -
Ethylacetat EtOAC 88,11 - - - 0,897 -
Hexan Hex 86,18 - - - 0,6548 -

Pracovni postup:

V 50 ml barice bylo ptedlozeno 0,15 g L-fenylalaninisopropylchloroformiatu a rozpusténo v

toluenu. Dale bylo ptidano 67,5 ul isopropylchloroformitu. Vznikla smés byla umisténa na

magnetickou michacku a ochlazena na -10 °C. Po chvili byl pfidan roztok 5,4°-

dichlorsalicylanilidu (0,17g 5,4¢-dichlorsalicylanilidu + DMF). Smés byla nechana do 2. dne.

Dale byla smés oddestilovana na odparce a zkrystalovana ze smési ethylacetat - hexan. Po

zkrystalovani byly krystaly odsaty na frité a vysuSeny na susi¢ce. Béhem této reakce bylo
provedeno nékolik TLC (toluen- etylacetat) (4 : 0,5).

krystalizaci rozdélit.

Forma latky: bila vatovita latka

Smés se nepodatilo opakovanou
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Bod tani: 73,9-79,2°C
TLC: Rn=2,3/4,2= 0,548

me: 0,185¢9 vytézek = 60 %
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h. Syntéza isopropyl 1-((2-(4-chlorfenylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-

fenylethylkarbamat

Kod reakce: PS. 6 —2.¢4st

Reakce:

. oH C|\®8)‘\H/©/C|
e ST~
. Y éj 7

Tabulka organickvych slou¢enin:

Latka Zkratka Mr n m \% p Bod tani
[g/mol]  [mol] [0] [W]  [g/em’] [°C]
5,4‘-dichlorsalicylanilid DiClSal 281 6,05*10" 0,17 - - 227-229,3
L-fenylalanil- L-phe- 251 6,0510* 0,15 - - 80,1-81,9
isopropylchloroformiat iPropCF
Isopropylchloroformiat iPropCF 122,6  6,05*10* 0,073 67,5 1,0801 -
Produkt PS.6 - 1.¢ast 514 6,05*10* T:0,31 - - 225,1-229,1
Toluen Tol 92,14 - - - - -
N,N*-dimetylformaamid DMF 73,09 - - - - -
Ethylacetat EtOAC 88,11 - - 30 901 -
Triethylamin (Et)sN 101,19 - - - - -

Pracovni postup:

V 50 ml bance bylo ptedlozeno 0,15 g L-fenylalaninisopropylchloroformiatu a rozpusténo v
toluenu. Dale bylo ptidano 67,5 ul isopropylchloroformiatu. Vznikla smés byla umisténa na
magnetickou michacku a ochlazena na -10 °C. Po chvili byl pfiddn roztok 5.4°-
dichlorsalicylanilidu (0,17g 5,4‘-dichlorsalicylanilidu + DMF) a ekvimolarni triethylamin.
Smés byla nechana do 2. dne. Déle byla smés zfedéna vodou a extrahovana 2x ethylacetatem.
Nasledovala dvojnasobna extrakce 5% kyselinou citrénovou, dvojnasobna extrakce solankou
a dvojnasobna extrakce destilovanou vodou. Smés byla vysuSena bezvodym siranem sodnym

a oddestilovana na odparce. Krystaly byly vysuseny na suSicce. Béhem této reakce bylo
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provedeno nékolik TLC (toluen- etylacetat) (4 : 0,5). Smés se nepodaiilo opakovanou
krystalizaci rozdglit.

Forma latky: bila vatovita latka

Bod téni: 225,1-229,1 °C
TLC: Ru=2,4/4,1= 0,585
me: 0,045¢ vytézek =15 %
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i. Syntéza isobutyl 1-((2-(3,4-dichlorfenylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-

fenylethylkarbamat

Kod reakce: PS.7

o Cl
Cl\@f:ﬁ@[d ' @/ © - éjHIOJ\

Tabulka organickvych slou¢enin:

Reakce:

O

Latka Zkratka Mr n m \% p Bod tani
[g/mol] [mol] [] [ml]  [g/em’] [°C]
5,4,3-trichlorsalicylanilid | TriClSal ~ 314,9 1,58*10° 0,5 - - 249-250
L-fenylalanil- L-phe- 265 1,58*10° 0,421 - - 80,1-81,9
isobutylchloroformiat iButCF
N,N*- DCC 206,33  1,745*10° 0,36 - - 33-35
dicyklohexylkarbodiimid
Produkt PS.7 561,9 1,58*10%  T:0,888 - - 153,8 - 178,2
N,N*-dimetylformaamid DMF 73,09 - - - - -
Ethylacetat EtOAC 88,11 - - 15 0,897 -
Hexan Hex 86,18 - - - 0,6548 -

Pracovni postup:

V 50 ml bance bylo ptedlozeno 0,5 g 5,4,3-trichlorsalicylanilidu a rozpusténo v N, N-
dimethylformamidu. Vznikla smés byla umisténa na magnetickou michacku a ochlazena na

-10 °C. Dale bylo piidano 0,421 g L-fenylalaninisobutylchloroformiatu a posléze byl ve 3
davkach ptridan N, N° Dicyklohexylcarbodiimid (1,1 ekvi). Smés byla nechana do 2. dne.
Nésledn¢ byla provedena filtrace na frité, filtrat byl oddestilovan na odparce (80°C). Po
oddestilovani bylo do smési pfidano 15 ml etylacetdtu a smés byla zfiltrovana. Filtrat byl
oddestilovan a latka byla 2*krystalovana ze smési etylacetat-hexan. Po zkrystalovani byly
krystaly odsaty na frit¢ a vysuSeny na suSic¢ce. B€hem této reakce bylo provedeno nékolik

TLC (toluen- etylacetéat) (4:0,5). Smés se nepodatilo opakovanou krystalizaci rozdélit.
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Forma latky: bila vatovita latka

Bod tani:  153,8-178,2 °C
mg: 0,242 g vytézek = 27 %
TLC: Rn=3,1/4,4= 0,705
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J. Syntéza isopropyl 1-((2-(4-chlorfenylkarbamoyl)-4-chlorfenoxy)karbonyl)-2-

fenylethylkarbamat

Kod reakce: PS. 8

Reakce:

o Cl
o OCI + OEHYHTOT/ o Cl\@f:ﬁg
\d;m @/ o) éj/NIOY

Tabulka organickvych slou¢enin:

Latka Zkratka Mr n m \Y p Bod tani
[g/mol] [mol] [ [ul]  [g/em’] [°C]
5,4*-dichlorsalicylanilid DiClsal 281 1,779*10° 0,5 - - 227-229,3
isoprlapf;;::)(wllagf:;cl)rmiét iIF:rgggF 251 1779*10° 045 ) ) 80.1-81,9
4-dimethylaminopyridin 4-Pyr 122,17  4,44*10*  0,0543 - - 112-113
N,N-dicyklohexylkarbodiimid DCC 206,33 1,972*10° 0,407 - - 33-35
Produkt PS. 8 514 1,779%10° T:0,91 - - -
hexan Hex 86,18 - - - - -
N,N*-dimetylformaamid DMF 73,09 - - - - -
ethylacetat EtOAC 88,11 - - 15 901 -

Pracovni postup:

V50 ml banice bylo ptedlozeno 0,5 g 5,4‘-dichlorsalicylanilidu a rozpusténo v N, N-
dimethylformamidu. Vznikla smés byla umisténa na magnetickou michacku a ochlazena na

-10 °C. Dale bylo ptidano 0,45 g L-fenylalaninisopropylchloroformiatu a posléze bylo
piidano 0,0543 g 4-dimethylaminopyridinu. Dale byl ve 3 davkach nadavkovan N, N°
dicyklohexylcarbodiimid (1,1 ekvi). Smés byla nechana do 2. dne. Nasledné byla provedena
filtrace na frité, filtrat byl oddestilovdn na odparce (80°C). Po oddestilovani bylo do smési
pfidano 15 ml etylacetatu a smés byla zfiltrovana. Filtrat byl oddestilovan a latka byla

2*krystalovana ze smési etylacetat-hexan. Produkt se nepodatilo izolovat.
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k. Syntéza benzyl 1-((2-(3-chlorfenylkarbamoyl)-4-brom-6-chlorfenoxy)karbonyl)-

2-fenylethylkarbamat

Kod reakce: PS.9

Reakce:

2L

o) B
' N a o, OH R o
OHH HN\[(O Cl N O\Q
u ; O

Tabulka organickvych sloucenin:

, Mr n m \% p Bod tani
Léatka Zkratka o
[9/mol] [mol] [g] [m]  [g/cm’] [°C]
5-brom-3,4*- 5-Br- wen -3
dichlorsalicylanilid | 3.4‘diClsal 02204 1.667*10 0.6 - - -
N-Carbobenzyloxy-L- N-cbz 299,32  1,667*10° 0499 - . 85-88
fenylalanin
NN*- DCC 206,33 1,832*10° 0,378 - - 33-35
dicyklohexylkarbodiimid ’ ' '
Produkt PS.9 641,224  1,667*10°  T:1,069 - - 160,4-164,1
N,N*-dimetylformaamid DMF 73,09 - - - - -
Ethylacetat EtOAC 88,11 - - 15 0,897 -
Hexan Hex 86,18 - - - 0,6548 -

Pracovni postup:

V 50 ml baiice bylo ptedlozeno 0,6 g 5-brom-3,4*-dichlorsalicylanilidu a rozpusténo v N, N-
dimethylformamidu. Vznikla smés byla umisténa na magnetickou michacku a ochlazena na

-10 °C. Dale bylo pridano 0,499 g N-Carbobenzyloxy-L-fenylalaninu a posléze byl ve 3
davkach ptidan N, N° Dicyklohexylcarbodiimid (1,1 ekvi). Smés byla nechana do 2. dne.
Nésledné byla provedena filtrace na frité, filtrat byl oddestilovan na odparce (80°C). Po
oddestilovani bylo do smési ptidano 15 ml etylacetatu a smés byla zfiltrovana. Filtrat byl
oddestilovan a latka byla 2*krystalovana ze smési etylacetat-hexan. Po zkrystalovani byly
krystaly odsaty na frit¢ a vysuSeny na suSic¢ce. B€hem této reakce bylo provedeno nékolik

TLC (toluen- etylacetat) (4:0,5). Smés se nepodatilo opakovanou krystalizaci rozdélit.
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Forma latky: bila vatovita latka

Bod tani: 160,4 - 164,1 °C

me: m;=0,237 g
m,=0,056 g
m3=0,034 g

me=0,047 g  vytézek =4 %

TLC: Ru=3,2/4,3= 0,744
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5. DISKUZE

V této bakaléaiské praci byly piipraveny derivaty salicylanilidd s aminokyselinami. Cilené
bylo syntetizovano 9 sloucenin. Nékteré syntézy byly vicekrat opakovany, aby bylo dosazeno
pozadovaného mnozstvi kone¢nych produktli. Nejcastéji vyuzivanou syntézou byla ta, kdy
reagoval salicylanilid s aminokyselinou za nizké teploty v pfitomnosti

N,N-dicyklohexylkarbodiimidu za vzniku piislusného esteru. Reakce s karbodiimidy probiha,
ale nejsme schopni latku vycistit viibec a nebo jen s minimalni vytézkem. Dale jsme pouzivali
alternativni metodu, aktivace karboxylové kyseliny chloroformiatem, ale ani v tomto pfipadé
se nam nepodatilo poZadované latky ptipravit. K izolaci produktt byly pouzity znamé Eistici
operace a separacni metody, z nichz miizeme zminit krystalizaci, kolonovou chromatografii ¢i
extrakci. Izolace esterti aminokyselin a salicylanilidi byla obtizna. Diivodem je nizka stabilita
produkti a jejich podobnost s vychozimi latkami. Kolonovou chromatografii se latky
nepodafilo rozdélit pravdépodobné z divodu mirné kyselosti silikagelu, ktery rozklada
esterovou vazbu. Krystalizacemi jsme tézko dosahovali pozadované Cistoty, ackoliv
pozadovany produkt byl v reakéni smési majoritni slozkou, jak ukazala nuklearni magneticka
rezonance. Na NMR spektru byly také vidét vzniklé necistoty vychozi latky (salicylanilidu) a
neCistoty vznikajici z esterifikaéniho ¢inidla (DCC) dicyklohexylkarbodimocoviny.
Domnivam se, ze divodem, pro¢ se nepodafilo izolovat nékteré latky v pozadované ¢istoté je

v izolaéni metodice, nikoliv v reakci samotné.
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6. ZAVER

Na pocatku bakalaiské prace byla provedena obsahla literarni reSerse tykajici se biologickych
aktivit salicylanilida a jejich O-substituovanych derivati. V jiZ publikované literatuie bylo
zjisténo Siroké spektrum biologickych aktivit, pficemzZ nejvice a nejdéle zkoumanymi jsou
antimikrobidlni a antifungalni. Byly také popsany mikrobidlni vlastnosti N-chranénych esterti
aminokyselin a 2-hydroxy-N-fenylbenzamida. U jednotlivych O-substituovanych derivata
(acetaty, estery, benzoxaziny a karbamaty) byly popsany syntetické cesty vedouci k cilenym
produktim. Experimentalné byly syntetizovany estery salicylanilidi s aminokyselinami.
Jejich antibakterialni a antifungalni aktivita je dtlezitym zakladem pro vznik novych proléciv,
které by mohli byt u¢inné proti tuberkuldze a riznym fugalnim kmendim. Témito latkami jsme
se zabyvali, protoZe jsme chtéli zjistit, jak se zméni aktivita té€chto latek, kdyz zaménime alky!l
za benzyl. Bylo zajimavé, Ze klasické estery s benzyloxykarbonylem §li ptipravit, ale ty
s isopropyloxykarbonylem ne. Domnivdm se, Ze estery s benzyloxykarbonylem jsou
stabilngjsi ze stérickych divodi N-benzyloxykarbonylskupiny. Estery, které se podafilo
pfipravit a jsou v pozadované ¢istot¢ budou podrobeny biologickym testim. Z vysledka

uvidime jak a zda-li se zméni jejich biologicka aktivita oproti chranénym estertim.

45



POUZITE PRISTROJE A ANALYTICKE METODY

NMR spektroskopie-NMR spektra byla méfena v dimethylsulfoxidu pii teplot¢ 300 K na
pistroji Bruker Avance III 400, pulzni metodou s Furierovou transformaci. 'H spektra byla
métena pti frekvenci 400,13 MHz, B¢ spektra pti 100,62 MHz.

CHN analyza byla provedena na pfistroji EA 1108 CHN firmy Fisons Instruments
Rotac¢ni vakuova odparka-Heidolph, Laborota 4000 efficient

UV lampa-A.Kriss Optronic GmbH Germany, typ UV 240. Vinové délky zafeni 366 nm a
254 nm

Hmotnostni spektra byla méfena na sestavé firmy Agilent Technologies (plynovy

chromatogram 6890N s hmotnostnim detektorem 5973 Network)

TLC deska- TLC Silica gel 60 F254,25 pcs. Aluminium sheets 20x20 cm, Merck KGaA.
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SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALII

ethylacetat Cisty, 99,5%

hexan ¢isty, 95%

hydroxid sodny, 98%
N,N*-dicyklohexylkarbodiimid
siran sodny, bezvody

toluen Cisty, 99%
N,N-dimethylformamid
5,4*-dichlorsalicylanilid
L-fenylalanil-isopropylchloroformiéat
isopropylchloroformiat
N-Carbobenzyloxy-L-fenylalanin
5-brom-3,4*-dichlorsalicylanilid
4-dimethylaminopyridin
5,4,3-trichlorsalicylanilid
triethylamin
L-fenylalanil-isobutylchloroformiat
N-(3-dimethylaminopropyl)-N‘-ethylkarbodiimid
1-hydroxybenzotriazole hydrat
L-Fenylalanin
isobutylchloroformiat

kyselina chlorovodikova

destilovana voda
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POUZITE ZKRATKY

AC Absidia corymbifera 272

(Ac0O)20 anhydrid kyseliny octové

AF Aspergillus fumigatus 231

Ala alanin

CA Candida albicans ATCC 44859
CG Candida glabrata 20/1

CK Candida Krusei E28

CT Candida tropicalis 156

d den

DCC N,N"-dicyklohexylkarbodiimid
DMF N,N-dimethylformamid

EtsN triethylamin

EtOAcC ethylacetat

FLU flukonazol

Gly glycin

H3;PO,4 kyselina fosfore¢na

1Cso koncentrace 1éciva (testované latky), pii které je dosazeno 50% inhibice ristu

pozorovanych bunék (napft. bakteridlnich nebo houbovych)

INH isoniazid

L-Phe L-fenylalanin

M. Mycobacterium

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
NMR nuklearni magneticka rezonance
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PCls
B
TLC
™

Val

chlorid fosfority

Trichosporon beigelii 1188
tenkovrstva kapalinova chromatografie
Trichophyton mentagrophytes 445

valin
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