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ANOTACE

Tématem diplomové prace je syntéza biologicky aktivnich chiralnich diamidii na
bazi 1-(6-fluorbenzthiazol-2-yl)ethanaminu. Byla provedena literarni reSerSe s cilem nalézt
vhodné postupy piipravy chirdlnich diamida obsahujici benzthiazolovy blok a kyselinu 4-
aminobenzoovou.

Na zéakladé této reSerSe bylo v experimentalni ¢asti vybranou modifikovanou
metodou piipraveno dvanact novych sloucenin. Pripravené diamidy byly charakterizovany
bodem tani a NMR spektrometrii. Agarovou mikrodiluéni metodou u nich byla stanovena
minimalni inhibi¢ni koncentrace pro bakterie Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli a Enterococcus faecalis.
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TITLE: Synthesis of biologicalactive diamides based on 1-(6-fluorobenzothiazole-2-

yl)ethanamine.

ANNOTATION

The topic of this thesis is the synthesis of biological active diamides based on 1-(6-
fluorobenzothiazole-2-yl)ethanamine. Literature search was conducted to find a suitable
procedures for the preparation of chiral diamides containing bezothiazole block and an
4aminobenzoic acid.

On the basis of this research was the experimental section selected by a modified
method in new twelve compounds. Prepared diamides were characterized by melting point
and NMR spectrometry. As an indication, they was determined a minimum inhibitory
concentration against bacteria Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli a Enterococcus faecalis genus by using agar’s microdilution method.
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Seznam pouzitych zkratek

NMR - Nuklearni magneticka resonance
THF - Tetrahydrofuran

DMF — Dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

PTS- p-toluensulfonova kyselina

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace
TOL- toluen

L-Ala NCA- L-AlaninN-karboxyanhydrid
NK — negativni kontrola

PK — pozitivni kontrola

AMP — ampicilin
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1 Uvod

Substituované benzthiazoly jsou heterocyklické systémy, jez vykazuji Sirokou Skalu
benzthiazoly substituované v poloze 2. Tato substituce byla prokdzana jako nejvhodnéjsi z
hlediska ovlivnéni fyzikalné-chemickych vlastnosti téchto sloucenin. Biologicka aktivita
zminénych latek zahrnuje predev§im antibakteridlni, antifungélni ¢i protinddorovy ucinek.
Benzthiazoly a benzoxazoly se také projevuji jako u¢inné inhibitory riznych enzymt, jako
jsou 5-lipoxygenazy, cyklooxygenazy, aldosy a aldehyd reduktazy, serin hydrolazy nebo
inhibitory trombinu, zndmého jako koagulacni faktor II (F2).

V poslednich n¢kolika letech bylo prokazano, ze benzthiazoly a jejich derivaty jsou
ucinné proti gram-negativnim 1 gram-pozitivnim bakteriim (napf. Enterobacter,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis atd.) a kvasinkam
rodu Candida. Pravé zvyseny vyskyt onemocnéni zptisobeny témito kvasinkami se stava
zavaznym, a to predevSim kvili nardstu pacientli, jez maji poskozené ptirozené obranné
mechanismy (HIV, leukemie, pacienti, kteti podstoupili radioterapii, chemoterapii,
transplantaci atd.). Z obecného hlediska Ize tedy fici, Ze benzthiazoly mohou byt pouzity
jako unikatni a vSestranné latky pro experimentalni pfipravu 1éki.

Cilem této diplomové prace bylo pripravit dalsi fadu novych slou¢enin a provést
orientacni testovani jejich antimikrobialnich aktivit vi¢i bakteriim Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1  Amidy

2.1.1 Obecna charakteristika amidua

Amidy patii mezi funkéni derivaty karboxylovych kyselin odvozené nahrazenim
hydroxylové skupiny v karboxylu skupinou NR; (R = H, alkyl, aryl, atd.). Podle substituce
na amidickém dusiku délime amidy na primarni (-CONH;) (Obrazek 1a)), sekundarni (-
CONH-) (Obrazek 1b)) a terciarni (-CON<) (Obrazek 1c)). Pokud jsou na dusiku dvé
karbonylové skupiny, jedna se o imidy (Obrazek 1d))[1].

0
|
R K N

O
| || p B
i NH/R1 R |\|l/2 N
2

R, R,
a) b) c) d)

Obrazek 1: Rozd¢leni amidi podle substituce na amidickém dusiku.

Dale lze amidy klasifikovat podle povahy substituentd a celkové struktury na
alifatické (Obrazek 2a)), aromatické naptiklad anilidy, benzamidy (Obrazek 2b)) a
cyklické-laktamy (Obrazek 2c)). Alifatické amidy maji jednoduché uhlovodikové
substituenty (alkylové skupiny), zatimco aromatické amidy zahrnuji ve své molekule
alespont jeden aromaticky kruh. Slouceniny obsahujici amidovou skupinu jako soucast

cyklu se nazyvaji laktamy nebo také vnitini amidy [1].
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Obrazek 2: Rozdéleni amidl podle povahy substituent.

2.1.2 Fyzikalni vlastnosti amidi

Hlavni fyzikalni vlastnosti amid Ize rozd¢lit do nésledujicich kategorii.

1) Zasaditost
Amidy mohou vystupovat jako slabé kyseliny 1 baze. Kyselost vodiku na dusiku je
dana moznosti resonan¢ni stabilizace vznikajiciho aniontu (Obrazek 3). Hodnoty pKa

amidu se pohybuji ptiblizné mezi 16-17.

Obrazek 3: Rezonan¢ni stabilizace konjugované baze amidu.

Vsiln€é kyselém prostfedi koncentrovanych minerdlnich kyselin miize u amida
dochazet k protonaci na kysliku. Preference protonace kysliku nad dusikem opét vyplyva
Z moznosti resonan¢ni stabilizace kationtu. Hodnoty pKa konjugovanych kyselin amidii

lezi v rozmezi -0,5 az -1,5.
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2) Rozpustnost
Primarni a sekundarni amidy jsou rozpustné ve vod¢ a v protickych rozpoustédlech
diky moznosti vytvaret s témito latkami vodikové vazby (Obrazek 4). U terciarnich

amidq, jez nemaji zadny vodikovy atom, je rozpustnost daleko nizsi.

H—0~ X =N
R =H, alkyl, aryl

Obrazek 4: Vznik vodikové vazby s molekulou vody.

3) Bod tani, bod varu

Amidy jsou vétSinou krystalické latky s charakteristickymi body tani. Vyjimku
tvoii metanamid, ktery je pii laboratorni teploté kapalny s bodem tani 3 °C. Ve srovnani
s ostatnimi derivaty karboxylovych kyselin maji amidy nejvyssi body varu. Pfi¢inou takto

vysokého bodu varu u primarnich amidi a N-alkylamidi jsou opét vodikové mistky.

v

[2].

2.1.3 Chemické vlastnosti amidu

[ 24

katalyzovana jak kysele, tak i bazicky. V piipadé kyselé hydrolyzy reaguje konjugovana
kyselina amidu s vodou a vznikajici intermediat odstépuje amoniak, respektive amin za
vzniku karboxylové kyseliny. V prostfedi alkalického hydroxidu je prvnim krokem
hydrolyzy adice hydroxidového iontu na karbonylovou skupinu. Vznikly intermediat se

pak za asistence vody rozpada na sil karboxylové kyseliny a amoniak nebo amin (Schéma

1) [3].
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HEOIH* +
RCOOH + R|RyNH»

RCONR,R,
H,O/OH _
RCOO™ + R1 RzNH

Schéma 1: Hydrolyza amidu.

V pripadech, kdy klasicka hydrolyza amidi probiha obtizné, se vyuziva reakce
primarnich a sekundarnich amida s kyselinou dusitou. Elektrofil v podobé nitrosoniového
kationtu se generuje pifimo zreakéni smeési z alkalického dusitanu a silné mineralni
kyseliny. Primarni amidy poskytuji jako kone¢ny produkt karboxylovou kyselinu a plynny
dusik. Sekundarni amidy davaji N-nitrosoamidy (Schéma 2).

RCONH, + HNO; —— RCOOH + N, + H)O

RCONHR' +HNO, ——» RCONR' + Hy0
NO

Schéma 2: Reakce amidu s kyselinou dusitou.

Amidy lze redukovat ptisobenim LiAlH4 na odpovidajici aminy, dochazi ptitom k

redukci karbonylové skupiny amidu na skupinu CH; (Schéma 3).

ether
RCONR 1 Rz + LIAH‘I4 — RCH)NR Ry

Schéma 3: Redukce amidu.

Mezi dalsi dulezitou reakci primarnich amida (sekundarni a terciarni amidy takto
nereaguji) patii Hofmannovo odbouravani, pii némz v prvnim kroku dochazi k substituci
vodiku halogenem na dusiku. Vznikly N-halogenamid se v bazickém prostredi dale
presmykuje na isokyanat a ten se hydrolyzuje az na amin (Schéma 4). Reakce je také

vhodna pro ptipravu nékterych aminokyselin[4].
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R—CONH, B2 »R_CONH.Br - NaOH Hofmannovo odbouravani

/ T NaOH 7}{“ o

H,0
100 © I —|—0 »R—N=C=0—2-»R—NH
R—COOH—» R—COCl N3, ¢ con, 20 L E{—C—ﬁ} —co, :
—IN2
R= alk)lfl NaNj3 / Curtiovo a Schmidtovo odbouravani
ary H,S04

Schéma 4: Hofmannovo odbouravani amidu.

K biologicky vyznamnym amidim kyseliny uhli¢it¢é Ize zafadit mocovinu
(Obrazek 5), ktera je kone¢nym produktem metabolismu proteinti u savcd. Jako velmi
vyznamné cyklické amidy lze zminit derivaty od kyseliny barbiturové, které maji dulezité
zastoupeni ve farmaceutickém primyslu jako sedativa, hypnotika ¢i narkotika. Jako piiklad

1ze uvézt fenobarbital a pentobarbital (Obrazky 6) [2].

H,N

;>——NH2

O

Obrazek 5: Mocovina.

ﬁ 0
HN NH HN/JL\NH
o7 No 0% Xo
HsC CH, HyC
CHg
Pentobarbital Fenobarbital

Obrazek 6: Barbituraty.
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2.1.4 Priprava amidi

Amidy lze ptipravovat z kyselin ¢i z jejich funk¢nich derivati. Nejbéznéjsi zpusob
piipravy amidu z kyselin je pfevedeni kyseliny na sul s amoniakem, nebo primarnim ¢i
sekundarnim aminem, kterd se pak podrobi tepelnému rozkladu. Teploty se pohybuji

kolem 200°C (Schéma 5).

0 NH o -H,0 o
Vi i /A R‘{
R—4 — R—%
OH o NH;

.
NH,

Schéma 5: Ptiprava amidu z kyselin.

V ptipadé reakce aminl s reaktivnimi halogenidy je nutné reakéni smés chladit.
Anhydridy reaguji pfi laboratorni teploté, u ester se jejich aminolyza provadi za zvySené
teploty (Schéma 6). Cyklické anhydridy poskytuji odpovidajici imidy. Z nitrila lze
ptipravit amidy, bud’ kysele, nebo bazicky katalyzovanou adici vody na trojnou vazbu

(Schéma 7) [5].

/o NH, //o
R — + HX
— R

X NH,

X =Cl, OCOR, OR

Schéma 6: Ptiprava amidt z funkcnich derivati kyselin.

OH/H,0 /O
R———N —_— R~<
H'/H,0
NH,
R = alkyl, aryl

Schéma 7: Ptiprava amidi z nitrild.
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Jako dals§i vhodné vychozi latky pro pfipravu amidi mohou slouzit keteny nebo
oximy. V pripadé¢ ketenli dochdzi snadno k jejich reakci s amoniakem, primarnim
respektive sekundarnim aminem za vzniku piislusného amidu. Oximy v kyselém prostredi
podléhaji Beckmannovu piesmyku (Schéma 8). Tento pfesmyk je zvlast¢ vyhodny u
symetricky substituovanych a cyklickych oximi, protoze zde mlze vznikat pouze jeden
produkt a to amid nebo laktam. Jako piiklad 1ze uvést e-kaprolaktam (Obrazek 7), ktery se
prumyslové vyuziva K vyrobé silonu. Beckamnnovym piesmykem dochazi také k vyrobé

antipyretika Paracetamolu (Obrazek 8) [5].

R OH p  R—NH Ry—NH
>:N — > %Rl + /\/—R

R, R, = alkyl, aryl

Schéma 8: Beckmanntiv presmyk.

NH _CH
NH T :
— @)
© HO
Obrazek 7: e-kaprolaktam. Obrazek 8: Paracetamol.
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2.2 Benzthiazoly

2.2.1 Obecna charakteristika benzthiazola

Benzthiazoly (BTA) patii mezi aromatické heterocyklické slouceniny s
molekulovym vzorcem C;HsNS [6]. Jejich struktura vykazuje pfirozenou afinitu k riznym
biologickym receptorim, proto jejich molekula pfedstavuje idedlni zdroj fragmentu, ktery
se vyuziva jako zaklad pro navrh a syntézu cilovych biologicky aktivnich derivati[7]. Tyto
derivaty vykazuji protinadorovy [8], antimikrobialni [9], antispasmolytické [10],
antivirovy [11], tuberkulostaticky [12], antimalaricky [13], analgeticky [14], antidiabeticky
patii derivaty substituované v poloze 2 [17].

Benzthiazolovy skelet l1ze nalézt i jako soucast ptirodni latek. Svétlusky disponuji
biologicky aktivnimi pigmenty takzvanymi Luciferiny, které jsou schopné emitovat energii
v podob¢ svétla. Dale benzthiazoly tvoii soucast aromatickych slozek vyskytujici se
Vv ¢ajovych listcich nebo brusinkach. Dokonce mohou byt jejich struktury vyrobeny

houbami Aspergillus clavatus a Polyporus frondosus [18, 19].

2.2.2 Vyuziti benzthiazola

Benzthiazolové derivaty nachazeji uplatnéni v rliznych odvétvich chemického
prumyslu napf. v polymerni chemii [20,21], barvaistvi [22,23], 1éCivech [24] atd. V
posledni dob& byly BTA derivaty vyhodnoceny jako potencidlni amyloidy vazajici
diagnostickd ¢inidla u neurodegenerativnich onemocnéni [25,26], selektivni inhibitory
hydrolas amidi mastnych kyselin [27], inhibitory stearoylkoenzymu D-9 desaturazy [28],
antagonisté LTD4 receptoru [29] a histaminu [30]. Jsou také uZzitetné jako omezovace
chuti k jidlu, pti redukci hmotnosti [31]. Dale tvoti meziprodukty pii vyrobé barviv [32],
zobrazovacich ¢inidel pro B-amyloidni plaky a fotografickych senzibilizatort [33]. 2-
substituované derivaty BTA tvoti velkou skupinu cizorodych latek, které jsou vyrabény po

celém svété pro nejruznéjsi aplikace, jak je znazornéno na Obrazku 9 [34].
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Obrazek 9: Vyuziti derivati benzthiazolt.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0223523414009878

Nesubstituovany benzthiazol vykazuje fungicidni u¢inek[35]. Metabenzthiazuron se
vyuziva jako herbicid a prodava se pod obchodnim nazvem Tribunil a Ormet [36]. 2-
aminobenzthiazol se pouziva pii vyrobé neékterych disperznich azobarviv [37].Riluzol (2-
amino-6-trifluormethoxybenzthiazol) se prodava pod nazvem Rhone-Poulenc (Rilutek) a
vyuziva se pro léCeni amyotrofické lateralni sklerdzy [38]. 2-(4-aminofenyl)benzthiazol
vykazuje protinadorové ucinky [39]. BTA derivaty katalyzuji tvorbu sulfidové vazby
(zesitovani) mezi nenasycenymi elastomernimi polymery za Gcelem ziskdni pruzného a
elasticky zesitovaného materialu. Ptikladem je 2-merkaptobenzthiazol (MBT / BTSH),
ktery se pouziva jako akcelerator pii vulkanizaci gumy (napf. vyrobapneumatik) [40].

Mezi hlavni cile BTA syntéz patii nejen rozvoj vice ruznorodych a komplexnich
bioaktivnich sloucenin, ale také jejich vyuziti pro dalsi aplikace, jako je vyroba jiz
zminénych barviv. Proto syntézy derivati téchto sloucenin ziskavaji ¢im dal

vicepozornosti ze strany organickych chemiki a biologt.
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2.2.3 Priprava benzthiazolovych derivati

2.2.3.1 Piiprava 2-substituovanych benzthiazola

Nejjednodussi  ptiprava benzthiazolovych derivati spociva v reakci 2-
aminothiofenolil se substituovanymi nitrily, aldehydy, karboxylovymi kyselinami, chloridy

nebo estery. Jako katalyzator se nejcastéji pouziva N,N-dimethylformamid (Schéma 9)

[41].
o0 A= X
+ — R
SH R/\Rl ©il\l/>7

R1=0H, H, Cl,OR

Schéma 9: Ptiprava benzthiazolovych derivati.

Jako dalsi zpisoby ptiprav BTA derivati lze uvést napt. dekarboxylacni redox
cyklizace umoznujici syntézu 2-substituovanych benzthiazolli z o-chlornitrobenzenti a
aryloctovych kyselin v pfitomnosti elementarni siry a N-methylmorfolinu bez pfitomnosti

rozpoustédla (Schéma 10) [42].

S, (3 eq. "S")

= NO2 HO\ 3 eg. NMM = S
R | + 7\ o ccocsh X | /: Rl
X Cl O 1 | N

R, = Ar

Schéma 10: Dekarboxyla¢ni redox cyklizace.
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Intramolekularni cyklizaci N-substituovanych-fenyl-aryl-karbothioamida s 2,6-
dichlor-3,5-dikyan-1,4-benzochinonu (DDQ) Vv dichlormetanu pii laboratorni teploté lze

ziskat rizné benzthiazoly s vysokymi vytézky (Schéma 11) [43].

. = | S 1,1 eq. DDQ = S
— 1] e ="
NH R, CHCl rt, 20 min AN N
R, =Ar
Schéma 11: Intramolekularni cyklizace.
2.2.3.2 Piiprava 2-aminobenzthiazoli

2-aminobenzthiazoly, jakozto molekuly vykazujici celou fadu biologickych aktivit,
Ize ptipravit nasledujicimi zpisoby. V obou ptipadech je vychozi latkou substituovany
anilin, ktery v prvni reakci reaguje s thiokyanatanem draselnym v ledové kyselin¢ octové.
Produkt této reakce reaguje dale s kapalnym brémem za vzniku substituovaného 2-amino-
benzthiazolu (Schéma 12) [44]. Ve druhém piipadé reaguje stejna vychozi latka
s thikoynatanem amonnym v kombinaci s bromdimetylsulfonium bromidem (BDSM) na
kone¢ny produkt (Schéma 13) [45].

NH
2 CH,COOH AN N\ Br, N
R + KSCN > R —] }NH2 — >R
Z Hs

Schéma 12: Piiprava 2-aminobenzthiazold.

3 eq. NH,SCN

NH, N
1.5 eq. BDSM X N
R + NH,SCN - R—l >7NH2
MeCN, = S

r.t., 25 - 40 min

Schéma 13: Ptiprava 2-aminobenzthiazold.
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2.2.3.3 Piiprava chiralnich substituovanych benzthiazolethanamini

Substituované  benzthiazolethanaminy se pfipravuji ve form¢ stabilni
hydrochloridové ¢i p-toluensulfonové soli. V prvnim reak¢nim stupni reaguje opticky Cisty
alanin s fosgenem v tetrahydrofuranu za vzniku opticky ¢istého 4-methyl-1,3-oxazolidin-
2,5-dionu (Schéma 14). Dalsim krokem je pfiprava substituovaného 2-aminofenylthiolatu
draselného. Ten se ziska reakci 2-aminobenzthiazolu s vodnym roztokem hydroxidu
draselného (Schéma 15). V dalSimreakénim stupnireaguje 2-aminothiofenolat draselny s 4-
methyl-1,3-oxazolidin-2,5-dionem za vznikusubstituovaného opticky ¢istého 1-(1,3-
benzthiazol-2-yl)ethanamin-hydrochloridu (Schéma 16). Hydrochloridovou sul 1ze ptevést
reakci s p-toluensulfonovou  kyselinou na  1-(1,3-benzthiazol-2-yl)ethanamin-p-
toluensulfonat (Schéma 17). Timto zpisobem lze pfipravit i jiné enantiomernil-(1,3-
benzthiazol-2-yl)-2-alkyl-1-aminy, kde je mozno jako vychozi aminokyselinu pouZit valin,

leucin nebo fenylalanin [46].

O

e o H
// fosgen O/\NH
: \ THF \_/
H,N OH Y/

o CH,

Schéma 14: Piiprava(4R)-4-methyl-1,3-oxazolidin-2,5-dionu.

N KOH NH,
R \>—CH3 — R
S SK

Schéma 15: Piiprava2-aminofenylthiolatu draselného.
I
NH
2 P N\ CHjy
R + O NH —> R >—< . HCl
SK Vam> S NH,

7

o CH,
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Schéma 16: Piiprava(1R)-1-(1,3-benzthiazol-2-yl)ethanamin-hydrochloridu.

N CH
\ 3 PTS N\ “Ha

R . HCI — = R >—< _PTS
S NH, S NH,

Schéma 17: Piiprava(1R)-1-(1,3-benzthiazol-2-yl)ethanamin-p-toluensulfonatu.
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2.3 Syntéza a biologické vlastnosti amidi na bazi benzthiazoli

Jak jiz bylo uvedeno, benzthiazolové derivaty vykazuji celou fadu biologickych
aktivit. Nize je uveden stru¢ny piehled amidt na bazi benzthiazolt, zahrnujici popis syntéz
nékolika vybranych zastupct téchto latek, jez vykazuji predevSim protirakovinné,

antimikrobialni, antidiabetické a protizanétlivéacéinky.

2.3.1 Amidy na bazi benzthiazoli s protirakovinnymi t¢inky

Rakovina nebo téZ nadorové onemocnéni je rtiznoroda skupina chorob, jejichz
spoleénym rysem je to, Ze nckterd populace vlastnich bunék organismu se vymkne
kontrole a zacne relativné autonomné rist, ackoli za normalnich okolnosti jsou buiky
schopny svou mutaci detekovat a opravit. Bujeni pak muze byt naprosto neSkodné (napf.
bradavice), ale také¢ mize v pomérn¢ kratké dobé postizeného zahubit (napf. nckteré
nadory krve — n€které leukemie) [47].

Rakovina tedy piedstavuje vazny celosvétovy problém, kvili kterému piijde ro¢né
0 zivot téméf sedm miliont lidit. Z tohoto divodu jsou globalni vyzkumna usili v této
oblasti zaméfena piedevs§im na vyvoj novych ucinnych protinadorovych 1ékt. Mezi vhodné
kandidaty patii i benzthiazolové derivaty naptiklad N-(6fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)acetamid (Obrazek 10), ktery patii mezi inhibitory enzymi PDKI. Tyto enzymy se
podili na rozvoji a progresi fady nadorovych bunck. Védci vénuji velkou pozornost tomuto
typu inhibitort pro jeho vyuziti v 1écbé rakoviny[48].N-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-
acetamid byl syntetizovan reakci 6-fluor-2-aminobenzthiazolu s acetanhydridem (Schéma
18) [49].
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IS8
F S >:O
HsC

Obrazek 10: Struktura N-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-acetamidu.

N
S ypg — 0
- CH; CHs . S >:o
HsC

Schéma 18: Syntéza N-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-acetamidu.

2.3.2 Amidy na bazi benzthiazolu s antimikrobidlnimi uc¢inky

Antimikrobidlni latky snizuji nebo blokuji rist a mnozeni bakterii [50]. Tyto latky
patii k nejcastéji pouzivanym terapeutickym 1éktim na celém svété [51], coz ma ale za
nasledek vznik rezistence téchto 1é¢iv vii€i patogenim. Bez ohledu na zna¢né pokroky
Vv oblasti antimikrobialni terapie, zlstavaji infekéni nemoci zpisobené bakteriemi nebo
houbami stale velkym problémem, a proto neustale roste potieba vyvinout nové molekuly
S lepSimi antimikrobidlnimi vlastnostmi. Za timto uc¢elem byly syntetizovany rizné BTA
derivaty, u nichz se prokazaly zvySené G¢inky proti bakteriim a houbam [52].

Proti riznym gram-pozitivnim (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) a gram-
negativnim (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli),
bakteriim se jako velice vhodna projevila nova fada 2-[4-(4-substituovanych benzamido/
fenylacetamido/ 3-fenylpropionamido) benzyl/ fenyl] benzthiazolti (Obrazek 11) [53].

Tyto latky lze ptipravit reakci thionylchloridu s pfisluSnou karboxylovou kyselinou
(1) v benzenu. Vznikly roztok chloridu (2) se poté piida k ledové chladné smési 2-(4-
aminobenzyl/ fenyl)benzthiazolu (3), hydrogenuhli¢itanu sodnému, diehtyletheru a vode¢.
Takto vznikla smes se zfiltruje vysledny produkt (4) v podob¢ krystalii se susi ve vakuu
(Schéma 19) [53].
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Q\N /@/NHTRl
\
S)\R ©

R= - CHz
R1=-, CHy, CoH,
R, =H, F, Cl, Br, NO,, CH3, C,Hs, OCH3, C(CHg3)3, OCH(CH3)C;Hs5

Obrazek 11: Struktura2-[4-(4-substituovanych benzamido/ fenylacetamido/ 3-
fenylpropionamido) benzyl/ fenyl] benzthiazolu.

R
: OH Q
/g " S| Benzen
- \
R2 o ¢
NaHCO,, Ether,
e
/k /k O

R= - CHZ
R1=-, CHy, CoH4
R, =H, F, Cl, Br, NO,, CH3, C,Hs, OCH3, C(CHg3)3, OCH(CH3)C;Hs5

Schéma 19: Syntéza 2-[4-(4-substituovanych benzamido/ fenylacetamido/ 3-
fenylpropionamido) benzyl/ fenyl] benzthiazola.
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V ramci studie byly dale popsany pfipravy substituovanych N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-
benzthiazol-2-yl)ethyl]-benzamidd. Jejich syntéza byla zalozena na kondenzaéni reakci
(R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanaminu se substituovanymi benzoylchloridy.
Reakce probihala ve smési toluen-voda, kde je (R)-1-(6-fluor-1,3benzthiazol-2-yl)-
ethanamin uvolnén z jeho p-toluensulfonové soli a nasledné reaguje se substituovanym
benzoylchloridem v prostiedi vodného roztoku hydroxidu sodného (Schéma 20) [54].

Vsechny popsané slouceniny byly testovany na antibakteridlni a antifungalni
aktivitu proti riznym kmenim bakterii a plisni. Ne&které slouceniny vykazuji
antibakterialni a antimykotickou aktivitu srovnatelnou nebo mirné lepsi nez je ucinnost

bézné pouzivanych antibiotik chloramfenikolu, cefoperazonu a amfotericinu B [54].

N CH, N\ CH,
 —
E S NH, F S NH

(@ Jommm

R= -2-Cl, -3-Cl, -4-Cl, -3-F, -2-methyl, -2-methoxy, -3-NO2, -4-NO2 nebo tyto
substituenty byly kombinovény.

Schéma 20: Syntéza substituovanych N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)ethyl]-

benzamidu.
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2.3.3 Diamidy na bazi benzthiazoli s antifungalnimi Gcinky

Mykodzy neboli plisnova onemocnéni, jsou lidskd onemocnéni vyvolana houbami,
mikromycetami. Povrchové mykdzy postihuji kizi a viditelné sliznice. Hluboké mykozy
jsou organové a systémové. Systémové mykotické infekce, které postihuji vnitini organy u
osob s tézkou poruchou imunitniho systému (u nemocnych AIDS), jsou velmi zavazné.

PocCet vzniku téchto onemocnéni stoupa diky pouzivani Sirokospektralnich
antibiotik, kortikosteroidl, cytostatik i chirurgickych vykont s naslednou imunosupresi
(napf. transplantace).

K1écbé se pouzivaji tzv. Antimykotika. Jedna se o antibiotika nebo
chemoterapeutika. Mezi nejbéznéjsi patii Ketonazol, Klotrimazol nebo Amfotericin B.
Bohuzel vSak, obdobné jako u bakterii a antibiotik, narista rezistence houbovych
organismi vuci témto 1¢ktm a 1é¢ba je pak téméf netcinn [55].

Nova fada 1 - [(IR) -I- (6-fluor-l, 3-benzthiazol-2-yl)-3-substituovanych fenyl
diamidt byla syntetizovana a testovana na antifungalni aktivitu proti riznym kmenim
Candida. Slou¢eniny 1le, 11g, 11h, 11j, 11n, 1lo, 11p a 11q vykazovaly antifungdlni
ucinky, proti patogennim C. albicans HE 169, C. tropicalis 31 / HK, C. tropicalis 14 / HK
a C. parapsilosis p69, srovnatelné nebo vyS$i nez bézné¢ pouzivané antibiotikum
amfotericin B.

Syntéza téchto latek spociva v kondenzaci L-amino kyseliny (1) se
substituovanymi benzoylchloridy (2) v toluenu. Vznikly intermediat (3) nasledné reaguje
s isobutyl chloroformiatem (4) na intermediat (5), ktery v kone¢ném kroku podléha
kondenzaci s R-1-(6-flourbenzthiazol-2-yl)ethanaminem (6), jez se vyskytuje ve formé

paratoluen sulfonové soli (PTS) na vysledny produkt (7) (Schéma 21) [56].
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Schéma 21: Syntéza 1 - [(IR) -I- (6-fluor-I, 3-benzthiazol-2-yl)-3-substituovanych fenyl

diamidu.

34



2.3.4 Amidy na bazi benzthiazolu s antidiabetickymi u¢inky

Diabetes mellitus patii mezi metabolické onemocnéni, které zpusobuje vysokou
hladinu glukézy v krvi. U diabetu typu 1 je produkce inzulinu, hormonu, jez snizuje
hladinu cukru v krvi a je produkovan B bunkami Langerhansovych ostruvku slinivky
btisni, nedostatecnd, zatimco v ptipad¢ diabetu typu 2 télesné bunky nereaguji na produkci
inzulinu (tzv. inzulinova rezistence). Pfiznaky tohoto onemocnéni se mohou vyznacovat
polyurii (Casté moceni), polydipsii (stila Zizen) a polyfagii (hlad) [57]. Prebytek cukru
v krvi mize také vést k vaznym zdravotnim problémim, jako jsou poskozeni ledvin, srdce,
nerva atd. [58].

Slouc¢enina N-(6-chlor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-morfolinacetamid (Obrazek 12)
vykazovala maximalni hypoglykemické u¢inky srovnatelné se standardné uzivanym lékem

Glibenclamidem (Obrazek 13) [59].

LI 3

S

Obrazek 12: StrukturaN-(6-chlor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-morfolinacetamidu.

Cl
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I (|) \/\©\ //O 0] /O
~ S /\_L
HaC O// SNHT ONH

Obrazek 13: Struktura 1é¢iva Glibenclamidu.
Syntéza N-(6-chlor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-morfolinacetamidu spociva v reakci 6-

chlor-2-aminobenzthiazolu (1) s chloracetyl chloridem (2) [60]. Vznikly 2-chloracetamid-

6-chlorbenzthiazol (3) reaguje s morfolinem (4) na vysledny produkt (5) [61].
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Schéma 22: Syntéza N-(6-chlor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-morfolinacetamidu.
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2.3.5 Amidy na bazi benzthiazolu s protizanétlivymi u¢inky

-----

analgeticky ucinek spociva v inhibici enzymu cyklooxygenazy (COX). Tento enzym
katalyzuje konverzi kyseliny arachidonové na latky, které se nazyvaji prostaglandiny (PG).
PG se ucastni imunitnich a zanétlivych procest a jejich nadmérna cinnost je tlumena
nékterymi léky, napf. jiz zminénymi nesteroidnimi antiflogistiky [62].

Derivaty 6-substituovanych-1,3-benzthiazol-2-amint (Obrazek 14) a 2-chlor-N-(6-
substituovanychbenzthiazol-2-yl) acetamidi  (Obrazek 15) vykazuji vyznamné

protizanétlivé ucinky [63].

R = H, CH3, OCH3, F, CI

Obrazek 14: Struktura 6-substituovaného-1,3-benzthiazol-2-aminu.

o) cl
N >\—/
\>7NH
R s
R = H, CH3, OCH3, F, CI

Obrazek 15: Struktura 2-chlor-N-(6-substituovanychbenzthiazol-2-yl)acetamid.

Syntéza 2-chlor-N-(6-substituovanychbenzthiazol-2-yl)acetamidi (3) spociva
Vv reakci 6-substituovaného-1,3-benzthiazol-2-aminu (1) s chloracetyl chloridem (2) [64].
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Schéma 23: Syntéza 2-chlor-N-(6-substituovanychbenzthiazol-2-yl)acetamidi.

-----

ucinky  patii N-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-(4-fenylpiperazin-1-yl)acetamid(5).
Syntéza této latky probiha dvoustupiiovou syntézou (Schéma 24) [64]. 6-fluor-1,3-
benzthiazol-2-amin (1) reaguje v suchém benzenu s chloracetyl chloridem (2). Tento

meziprodukt (3) reaguje ve druhém stupni s fenylpiperazinem (4) v absolutnim etanolu
[65].

\ O\\ benzen \
Q\%““z N —— > N:“
3 ¢

F
1 2
N \
/@i \>7NH +ud Nl ethanol /@S%NH_
: s Jzo /) N/ — - F NJ_
3 C« 4 Q

Schéma 24: Syntéza N-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-2-(4-fenylpiperazin-1-yl)

acetamidu.
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2.4 Syntéza diamidi obsahujici Kkyselinu 4-aminobenzoovou a
benzthiazolovy blok

Syntézy diamidi obsahujici 4-aminobenzoovou kyselinu a benzthiazolovy
blok nebyly doposud publikovany (Obrazek 16) a jejich syntéza a studium

antimikrobialnich aktivit jsou pfedmétem této prace.

Obrazek 16: Obecna struktura diamidt obsahujici 4-aminobenzoovou kyselinu a

benzthiazolovy blok.
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2.5 Bakterie

Z davodu zaméieni této diplomové prace mimo jiné i na antibakterialni ucinky
ptipravenych diamidi na bazi benzthiazol a kyseliny 4-aminobenzoové, je tato cast
vénovana obecné charakteristice téchto mikroorganismi s nésledujicim podrobnéjSim

popisem Ctyt druhti bakterii, jez byly testovany v experimentalni ¢asti.

2.5.1 Obecna charakteristika bakterii

Bakterie jsou nejrozsitenéjsi skupinou prokaryotickych mikroorganismi na svéte.
Celkové se odhaduje, Ze na Zemi Zije asi 5x1030 (jedincti) bakterii. Celkovy pocet druht
se da jen tusit, odhady sahaji od 107 k 109 druhtim. Jejich velikost se pohybuje v fadech
mikrometrti. Vzhledové jsou velice rozmanité, nabyvaji tvard od kouli po tyCinky az
spiraly. Bakterie patii mezi prvni formy Zivota, které se objevily na Zemi a jsou pfitomny
ve vétsiné prostiedi. Obyvaji piidu, vodu, kyselé¢ horké prameny, radioaktivni odpady a
povrchu mnohobunéénych organismu (rostliny, zvitata, lidé) [66].

Bakterie jsou Zivotn& dillezité, ale i Zivotné nebezpeéné mikroorganismy. Clovék se
zjejich prospéchu muze t&Sit napt. V prumyslu, kde se jiz témé&f tisic let pouzivaji
k piipravé fermentovanych (kvasSenych) potravin, jako je syr, sojova omacka, nakladana
zelenina, kyselé zeli, ocet, vino, pivo a jugurt. Mlécnych bakterii se vyuziva pfi
primyslové produkci kyseliny mlécné. Ta totiz vznika kvasenim sacharidli. Fermentaci
sacharidll za pfitomnosti maselnych bakterii se zase vyuziva k produkci kyseliny octové a
maselné, kvasenim vzniklé kyseliny maselné se primyslové vyrabi butanol a aceton. Mezi
dalsi latky, které jsou produkovany bakteriemipatii xanthany, jezZ se pouzivaji jako maziva,
piisady do potravin, pfi vyrobé natérovych hmot, keramiky a riznych dalSich prostredki.
V primyslu se téz uplatiiuji enzymy ziskané z bakterii. N&které protézy se piidavaji do
nekterych pracich praskd, ke stépeni Skrobu se uziva amylaz, v mediciné nasly uplatnéni
streptokinazy [67].

Schopnost bakterii rozkladat mnohé latky se vyuzivad predevSim ve zpracovavani
(napt. toxického) odpadu, v Ccistirnach odpadnich vod a domacich septicich. Bakterie

schopné travit uhlovodiky v ropé€ jsou vyuzivany pii €isténi ropnych skvrn. V chemickém
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pramyslu se bakterie pouzivaji k produkci nejraznéjSich chemickych latek, piipadné 1€kt
¢i agrochemikalii. Bakterie se rovnéZz pouzivaji namisto pesticidi v biologickém boji proti
Skiideiim. V tomto ohledu je znama pudni bakterie Bacillus thuringiensis (BT). Pomoci
geneticky upravenych bakterii se také vyrabi inzulin a dal§i hormony, rstové faktory ¢i
protilatky [68].

Nicméné kromé prospésnych bakterii existuji i bakterie patogenni zpusobujici
choroby, nékdy souhrnné zvané bakteridzy ¢i bakteridlni infekce. Ty se neomezuji jen na
Cloveka, naopak rtizné bakterie napadaji Siroké spektrum hostitelskych druha vcetné hub,
rostlin a prvokii. Pfestoze nckteré bakterie mohou byt patogeny 1 na samotném povrchu
téla dan¢ho organismu, znacné mnozstvi jich vstupuje dovnitt riznymi télnimi otvory,
naptiklad u rostlin priduchy, skrz sliznicemi zivocichi, ranami, pfipadné ptes kuzi. V
misté, kde se usidli, mohou zpiisobit hnisani, nicit tkan ¢i pletiva (napf. nekrdza) ¢i skodit
svymi vlastnimi toxiny [69].

Mezi nejbéznéjsi lidské bakteridlni nemoci patii naptiklad zubni kaz, z vaznéjSich
nemoci je ve svété velmi Casta tuberkuldza. S potravou se do téla dostava napiiklad
bakteriemi rodu Salmonella (salmoneloza), Shigella (shigeloza provazena prijmy) nebo
Listeria (puvodce listeriozy), vzdusnou cestou napiiklad Mycobacterium spp. (TBC a
lepra) nebo Chlamydophila psittaci (ptivodce jedné z chlamydi6z). Ranami se do téla
dostane napiiklad ptivodce tetanu, Clostridium tetani. Specialni pfipad jsou pfenosy pies
¢lenovece, vyskytujici se napiiklad u bakterii Borrelia spp. (jeden druh ptvodcem
boreliozy), Rickettsia spp. (tyfus a jiné). Pies urogenitalni trakt se bakterie mohou dostat
do téla pohlavnim stykem, jako naptiklad Neisseria gonorrhoeae (kapavka) ¢i Treponema
pallidum (syfilis).

Lidské telo bojuje s bakteriemi pomoci nékterych slozek imunitniho systému. Proti
extracelularnim bakteriim (zijicim mimo lidské buiky, obvyklé infekce) v téle bojuji
hlavné bunky neutrofily — k tomu jim vSak pomaha i tzv. komplement a rizné protilatky.

Vnitrobuné¢né bakterie jsou cilem aktivovanych makrofagi a TC-lymfocyti [70].
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2.5.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus patii mezi grampozitivni bakterie vytvaiejici koky (0,5-1,5
um v praméru). Mohou se vyskytovat jednotlive, ve Etveticich, kratkych fetizcich, nebo se
shlukovat to tvaru pfipominajici hrozen (z fec. staphylé — hrozen) (Obrazek 17). Jsou
nepohyblivé a nevytvafeji spory. Produkuji katalasu. AZ na vyjimky jou fakultativné
anaerobni, pomérn¢ odolné vici podminkam zevniho prostiedi.

Zpusobuji velmi €asto rizné infekce v rozsahu od mirnych zanéti kiize a mekkych
tkani az po zivot ohrozujici sepse (,,otravy krve“, sméfujici az do septického Soku
spojené¢ho se selhdvanim orgénl), syndrom toxického Soku a nekrotizujici pneumonie.
Patogenita této bakterie je vysledkem produkce toxint (exfoliativni toxiny, enterotoXiny
atd.), které¢ zptsobuji niceni tkdn¢ nemocného. Tvoii Zluty pigment (od toho odvozeno
druhové jméno aureus - zlaty), zkvasuje mannitol a pfiblizn€ u tfetiny lidské populace je
pfirozené piitomen na kizi a sliznicich.

Lokalizované infekce se mohou fesit chirurgicky. Pfiblizné¢ 90% stafylokoki je
rezistentnich na bézny penicilin, v disledku produkce enzymu beta-laktamazy. Tudiz se
museji pouzivat tzv. peniciliny inhibujici beta-laktamazu (oxacilin/meticilin  nebo
cloxacilin s AMP). Dale se pouzivaji makrolidy, cefalosporiny 1. a IV. generace,
aminoglykosidy, linkosamidy, tetracykliny, glykopeptidy, chloramfenikol. Nicmén¢ i pies
zavedeni 1é¢by, peniciliny inhibujici beta-laktamazu, existuji i tzv. Methicilin-rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA) nebo oxacilin-rezistentni Staphylococcus aureus (ORSA),

jez zpusobuji obtizné 1é¢itelné infekce u lidi a zvifat [71].

Obrazek 17: Staphylococcus aureus.
https://phil.cdc.gov/PHIL_Images/7821/7821_lores.jpg
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2.5.2 Escherichia coli

Zastupci rodu Escherichia jsou rovné gramnegativni ty¢inky (0,5-0,8x2-3um), az
na vyjimky pohylivé. Mohou tvofit pouzdra polysacharidového charakteru.
Nejvyznaméjsim druhem je Escherichia coli (Obrazek 18), fakultativné anaerobni
bakterie.

Escherichia coli patii ke stfevni mikroflofe teplokrevnych Zzivocichl, vcetné
¢lovéka. Z tohoto diivodu je jeji pritomnost v pitné vod¢ indikatorem fekalniho znecisténi.
Clovéku je jako soudast pfirozené mikroflory prospéind, jelikoz produkuje fadu latek,
které brani rozSifeni patogennich bakterii (koliciny) a podili se 1 na tvorbé nékterych
vitaminu (napf. vitamin K) [72].

Patologicky se muze vyskytovat v krevnich vzorcich, a byt tak pavodcem
bakterémie. Casto zpUisobuje nosokomialni infekce tj. infekce ziskané v nemocnicich.

Bakteridlni infekce jsou léceny antibiotiky (beta-laktamova antibiotika,
fluorochinolony a aminoglykosidy). Jelikoz Escherichia coli ma kratkou genera¢ni dobu,
mize se u ni stejné¢ jako u ostatnich bakterii velice rychle vyvinout rezistence k

pouzivanému antibiotiku [73].
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Obrazek 18: Escherichia coli.

https://cs.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli#/media/File:Escherichia_coli_Gram.jpg
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2.5.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa patii mezi gramnegativni rovné az lehce zahnuté ty¢inky
(0,5-1x1,5-5 um) usporadané jednotlivé, ve dvojicich nebo kratkych fetizcich. Jsou
pohyblivé, nesporuluji. Jedna se o striktné acrobni bakterie (Obrazek 19)

Jako potencialni patogen vyvolava fadu onemocnéni, jako je zanét mocovych cest,
sttedniho ucha ¢i hnisani popalenin. U pacienti s cystickou fibrézou zplsobuje
pneumonie. U diabetikd a intravendznich narkomant je zodpovédna za osteomyelitidu. U
pacientd, ktefi maji dlouhodob¢ zavedeny katétr, miize vyustit v pyelonefritidu.

Je znacné rezistentni vaci antibiotikim a je peclivé sledovana v lékafstvi,
hygienick¢ a potravinarské mikrobiologii. Lé¢i se kombinaci piperacilinu (jeden z

ureidopenicilini) v kombinaci s inhibitory beta-laktamaz [74].
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Obrazek 19: Pseudomonas aeruginosa.

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2d/Pseudomonas_aeruginosa_Gram.jpg
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2.5.4 Enterococcus faecalis

Enterokoky jsou grampozitivni koky (0,8-1 um v priméru) uspotadané ve dvojicich
1 kratkych fetizcich. Jedna se o fakultativné anaerobni organismy - mohou zit v prostiedi
na kyslik jak chudém, tak bohatém.

Dva druhy enterokoki se bézné¢ vyskytuji v lidské stfevni mikroflofe -
Enterococcus faecalis (90-95 %) (Obrazek 20) a Enterococcus faecium (5-10%) [75].

Enterokoky mohou zpiisobit zanét mocovych cest, infekéni endokarditidu,
divertikulitidu a meningitidu. Tyto nemoci se 1éCi antibiotiky, nékteré enterokoky jsou
vSak vici antibiotikiim rezistentni. VetSina enterokokt je citliva na ampicilin, gentamycin
a vankomycin. U enterokoki rezistentnich k vankomycinu (VRE - vankomycin rezistentni

enterokoky) se podava linezolid [76].
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Obriazek 20: Enterococcus faecalis.

http://www.bacteriainphotos.com/Enterococcus%20faecalis%20light%20microscopy.html
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2.6 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity

Stanoveni mikrobidlni aktivity je klicovym ukazatelem pro testovani Uc¢innosti
antibiotik a jinych antimikrobidlnich latek v mikrobiologii. Pro toto testovani bylo
vyvinuto n¢kolik zakladnich metod, jak ziskat pfesné idaje, na zakladé kterych se voli
vhodna terapie. Hodnoty, které testovanim ziskavame, jsou smérodatnym ukazatelem pro
volbu vhodného 1é¢iva a jeho davkovani. Nedilnou soucasti kazdého testovani jsou

vysledky udavané ve zkratkach MIC a MBC [76,77].

MIC, je zkratka pro minimalni inhibi¢ni koncentrace, kterd viditeln¢ inhibuje rist
daného mikroorganismu po inkubaci pies noc. Konkrétni hodnota patii mezi zakladni
udaje udavané ke kazdé antimikrobialni latce. Metody stanoveni podléhaji pravidlim

referen¢nich organizaci jako je CLSI nebo EUCAST [78].

MBC je zkratka pro minimalni baktericidni koncentrace, znamena nejnizs$i mozna

koncentrace dané latky potiebna k usmrceni 99,9 % mikroorganismu [77].

Metody testovani antimikrobidlnich latek délime na:

1) Difazni metody
2) Dilu¢ni metody

2.6.1 Difazni metody

Jednd se pfevazné o testy kvalitativni, kdy vysledkem je citlivost ¢i rezistence
K vybrané antibakterialni latce. Principem této metody je v difzi antibiotika do agaru, ve
kterém je naockovany bakteridlni kmen. Pokud dochazi k inhibici, vytvoii se na agaru

viditelné inhibicni zony.

A) Diskova difizni metoda

Slouzi ke zjisténi, zda je antibiotikum uU¢inné ¢i je dany kmen rezistentni.
Hodnoceni probiha na zdklad€ méfeni velikosti inhibi¢nich zon vici retenénim hodnotam.
Metoda spociva v izolaci €isté kolonie a nasledném vytvoteni zakalu ve fyziologickém

roztoku o hodnoté 0,5 dle stupnice McFarlanda. Takto pfipravena mikrobidlni suspenze se
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rozetie po ploSe agaru, nejcastéji Miiller-Hintontiv. Nésledné se na to aplikuji pomoci
specialnich davkovaci disky, napusténé antibiotiky. Takto pfipravena miska se kultivuje
24 hodin pfi teploté 37°C.Po inkubaci se méfi velikosti inhibi¢nich zén a vysledky se
porovnavaji s retenénimi hodnotami dle CLSI (Clinical & laboratory standards institute).

Pokud je dany kmen rezistentni, tak difundujici antibiotikum z disku, nezastavi rist
a nedojde k tvorb¢ inhibi¢ni zoény. Rezistentni kmeny jsou i ty, které¢ dosahly velikosti
inhibi¢ni zo6ny mensi, nez je referencni hodnota.

V ptipadé citlivosti viici danému antibiotiku, okolo disku se vytvoii inhibi¢ni zona.
Pokud jeji velikost piekracuje referencni hodnoty, je bakterie na dany typ antibiotika

citliva (Obrazek 21).

Obrazek 24: Diskova diftizni metoda.

http://www.szu.cz/stafylokoky-indukovana-rezistence-ke-klindamycinu.

B) E-test

E-test, je také kvantitativni metoda, ktera poskytne informaci o koncentraci
antibiotika, kterd U¢inna na dany mikrobidlni kmen. Zjistuje se tedy MIC. K tomuto
testovani se vyuziva specidlné napustény prouzek s rostouci koncentraci antibiotika.
Aplikace je podobna jako v pfedchazejicim piipadé, az na to, Ze nyni aplikujeme prouzek.
Pokud je dany mikroorganismus citlivy, vytvoii se zéna inhibice ve tvaru elipsy, ktera

pietina prouzek v misté, udavajici hodnotu MIC (Obrazek 22).
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Obrazek 52: E-test. [51]

http://www.biomerieux-diagnostics.com/etest.

2.6.2 Dilu¢ni metody

Tyto testy slouzi ke zji$téni kvantitativni MIC. Tato metoda je mnohem piesnéjsi
nez difizni metody. Provadi se na mikrotitraéni desticce, kde do kazdé jamky se dava
tekuty bujon s klesajici koncentraci antibiotik. Nejcastéji se vyuziva dvojkového fedéni.
Do vsech jamek se poté ptida inokulum (bakterialni zékal dle stupnice McFarlanda) a na
zavér se piidavaji pozitivni kontroly — pouze Cist¢é médium (bujon) a inokulum, a
negativnich kontroly, pouze Cisty bujon, z diivodu kontroly kontaminace. Veskeré jamky
se delavaji v tripletech, aby byla zajisténa objektivnost vysledkii. Piipravend desticka se
necha kultivovat opét pii 37°C po dobu 24 hodin.

Vysledek se odectet pouhym okem, nebo spektrofotometrem. Hodnota minimalni
inhibi¢ni koncentrace je koncentrace jamky, ve které jako posledni doslo k zastaveni riistu

- inhibici, coz znameni neni zakalena (Obrazek 23).
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Obrazek 26: Schéma mikrodiluéni desticky, kde posledni nezakalena jamka ukazuje
hodnotu MIC. Jak je patrné fadky A-C jsou totozné, totéz D-F, v fadku G, jsou v tripletech

pozitivni kontroly a v fadku H negativni kontroly.

49



3  Experimentalni Cast

3.1 Komeréné dostupna chemicka ¢inidla
Toluen p.a. - Penta

NaOH pevny p.a.-Penta

n-Hexan 95% -SigmaAldrich

Kyselina chlorovodikova p.a. — Penta
N,N-dimethylformamid 99,8 % - Sigma Aldrich
Destilovana voda

Benzoylchlorid 99 % - Sigma Aldrich
4-methylbenzoylchlorid 98 % - Sigma Aldrich
4-methoxybenzoylchlorid99 % — Sigma Aldrich
4-chlorbenzoylchlorid 99 % — Sigma Aldrich
4-chlor-3-nitrobenzoylchlorid 98 % - Sigma Aldrich
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3.2 Charakteristika vychozich latek

3.2.1 (15)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin 4-toluensulfonat

Tato sloudenina byla pfipravena na pracovisti UOCHT. Latka byla pied pouzitim

analyzovana NMR spektrometrii.

4 CH,
5 N CH,

9 17 1°

SRS
8 . .
F76 S NH, . 2 2
7
O:?:O
OH

Vzhled: Bila pevna latka

Bod tani: 241 - 242 °C

[a]o? = - 18,8 (c = 1, methanol)

'H NMR (DMSO-ds,400.13 MHz,): &= 8,74 (s, 2H, NH,); 8,12 (dd, 1H,"J = 2,4 Hz,
3J(*°F, 'H) = 8,4 Hz, H7); 8.09 (dd, 1H, %3 = 9,2 Hz, “J(*°F, 'H) = 4,8 Hz, H4); 7,48 (d, 2H,
31 =8,0 Hz, H-1); 7,37 (dt, 1H, *J = 2,4 Hz, 3J = 9,2 Hz, 3J(*°F, 'H) = 9,2 Hz, H5); 7,10
(d, 2H, %J=8,0 Hz, H2"); 5,01 (kv, 1H, % = 6,8 Hz, H8); 2,28 (s, 3H, CHs); 1,66 (d, 3H,
%) =6,8 Hz, H-9).

B3C NMR (DMS0O-ds,100.62 MHz,): & = 169,1 (d, “J(*°F, *°C) = 3,4 Hz); 159,9 (d, *J(*°F,
3C) = 2435 Hz); 148,8; 144,9; 138,5; 136,4 (d, 2J(*°F, 1*C) = 11,9); 128,5; 125,7; 124,3
(d, 33(°F, 3C) = 9,6 Hz); 115,5 (d, 2J(*°F, *3C) = 24,9 Hz); 109,0 (d, 2J(*°F, **C) =274
Hz); 48,4; 20,9; 19,9.

“F NMR (DMSO-dg, 376.46 MHz,): & = -115,2.
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3.2.2 (1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin 4-toluensulfonat

Tato sloudenina byla piipravena na pracovisti UOCHT. Latka byla pied pouZitim

analyzovana NMR spektrometrii.

4 CH,4
5 N CH,
9 1
JOBE “
8
F76 S NH, 2 2
7
o:?:o
OH

Vzhled: Bila pevna latka

Bod tani: 241 - 242 °C

[a]o® = + 18,5 (¢ = 1, methanol)

'H NMR (DMSO-dg,400.13 MHz,): &= 8,75 (s, 2H, NH,); 8,12 (dd, 1H, *J = 2,5 Hz,
33(*°F, *H) = 8,4 Hz, H7); 8.09 (dd, 1H, %3 = 9,1 Hz, “J(*°F, *H) = 4,9 Hz, H4); 7,48 (d, 2H,
31 =8,0 Hz, H-1"); 7,37 (dt, 1H, *J = 2,6 Hz, 3J = 9,1 Hz, 3J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 7,10
(d, 2H, 3J =8,0 Hz, H2'); 5,01 (kv, 1H, 3J = 6,8 Hz, H8); 2,28 (s, 3H, CHs); 1,66 (d, 3H,
%) =6,8 Hz, H-9).

3C NMR (DMSO-ds,100.62 MHz,): & = 169,1 (d, “J(*°F, *C) = 3,2 Hz); 159,9 (d, *J(*°F,
13C) = 2432 Hz); 148,8; 144,9; 138,5; 136,4 (d, *J(*°F, 1*C) = 11,8); 128,5; 125,7; 124,3
(d, 33(°F, 3C) = 9,6 Hz); 115,5 (d, 2J(*°F, *3C) = 25,0 Hz); 109,0 (d, 2J(*°F, *C) =271
Hz); 48,4; 20,9; 19,9.

“F NMR (DMSO-dg, 376.46 MHz,): & = -115,2.
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3.3 Syntéza diamidi obsahujici Kkyselinu 4-aminobenzoovou a
benzthiazolovy blok

Syntéza vyslednych diamidi na bazikyseliny 4-aminobenzoové a benzthiazolového
bloku zahrnuje tifi reakéni kroky. V prvnim kroku syntézy vznika 4-[(4-
substituovandbenzoyl)amino]benzoova kyselina, ktera podléha fosgenaci a poskytuje
produkt druhého reak¢éniho kroku a tim je 4-[(4-
substituovanybenzoyl)amino]benzoylchlorid, jez reaguje s 1-(6-fluoro-1,3-benzthiazol-2-
yl)-ethanamin-PTS na vysledny diamid. Jednotlivé reak¢ni kroky jsou podrobnéji popsany

a znazornény v nasledujicich kapitolach.

3.3.1 Priprava 4-[(4-substituovanychbenzoyl)amino]benzoovych kyselin

3.3.1.1 Piiprava 4-[(4-methylbenzoyl)amino]benzoové Kyseliny

Reak¢ni schéma:

CH, NH,
OH
+ Dioxan NH@—\<
HC—<: :>—’ @)
i \\O 255,27
Cl \O HO \O

154,59 137,14
Nasada:
4-aminobenzoova kyselina 6 g (0,044 mol)
4-methylbenzoylchlorid 5,9 ml (0,045 mol)
Dioxan 140 ml

53



Pracovni postup:

Do 250 ml Erlenmeyerovy banky bylo piedlozeno 6 g (0,044 mol) 4-
aminobenzoové kyseliny a 140 ml diooxanu. Reakéni smés byla nasledné michana, dokud
nebyl vSechen obsah rozpustén. Do této reakeni smési bylo postupné ptidano 5,9 ml (0,045
mol) 4-methylbenzoylchloridu rozpusténého v 10 ml dioxanu. Nasledn¢ byla reakéni smés
michana 3 hodiny. Poté byl vylouceny produkt izolovan filtraci. Produkt by nasledné
promyt 2 x 20 ml vody a poté byl suSen stanim na vzduchu. Bylo ptipraveno 4,85 g (80 %
vytézek) produktu.

3.3.1.2 Piiprava 4-[(4-methoxybenzoyl)amino]benzoové kyseliny

Reak¢ni schéma:

CH
o~ 3 NH,
OH
Dioxan
@] (@]
/ N\
HsC (@]
=
N
Cl 0 HO (@]

271,27
170,59 137,14
Nasada:
4-aminobenzoova kyselina 6 g (0,044 mol)
4-methoxybenzoylchlorid 5,9 ml (0,045 mol)
Dioxan 140 ml

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.1.1. Bylo piipraveno 4,98
g (83 % vytezek) produktu.
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3.3.1.3 Piiprava 4-[(2-methylbenzoyl)amino]benzoové Kkyseliny

Reak¢ni schéma:

NH,
+ Dioxan
> NH
CHj I \©\/
CH O OH
o No  Ho Yo 3 ||
O

255,27
154,59 137,14

Nasada:

4-aminobenzoova kyselina 6 g (0,044 mol)
2-methylbenzoylchlorid 5,9 ml (0,045 mol)
Dioxan 140 ml

Pracovni postup:

Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.1.1. Bylo piipraveno 5,12
g (85 % vytézek) produktu.
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3.3.1.4 Piiprava 4-[(4-chlorbenzoyl)amino]benzoové kyseliny
Reak¢ni schéma:

Cl NH,

OH
+ Dioxan NH@—\<
CIO—\< )

@)
Cl \O HO \O 275,69
175,01 137,14
Nasada:
4-aminobenzoova kyselina 6 g (0,044 mol)
4-chlorbenzoylchlorid 5,9 ml (0,045 mol)
Dioxan 140 ml

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.1.1. Bylo pfipraveno 4,94
g (82 % vytézek) produktu.
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3.3.1.5 Piiprava 4-[(4-chlor-3-nitrobenzoyl)amino]benzoové Kkyseliny

Reak¢ni schéma:

o NH,

| .
OﬁN

+
N ™
Cl @) HO @)
220,01 137,14

Nasada:

4-aminobenzoova kyselina
4-chlor-3-nitrobenzoylchlorid

Dioxan

Pracovni postup:

Dioxan

0O
Cl OH

N\
O
o—n* 320,68
\
O

6 g (0,044 mol)
5,9 ml (0,045 mol)
140 ml

Produkt byl piipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.1.1. Bylo pfipraveno 5 g

(83 % vyteézek) produktu.
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3.3.1.6 Piiprava 4-(benzoylamino)benzoové Kyseliny

Reak¢ni schéma:

NH,
(@]
+ Dioxan NH@—{
OH
< > A\
(@)
Cl \O HO O

241,24
140,57 137,14

Nasada:

4-aminobenzoova kyselina 6 g (0,044 mol)

benzoylchlorid 5,9 ml (0,045 mol)

Dioxan 140 ml

Pracovni postup:

Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.1.1. Bylo pfipraveno 4,80
g (80 % vytézek) produktu.
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3.3.2 Priprava 4-[(4-substituovanychbenzoyl)amino]benzoylchloridi

3.3.2.1 Piiprava 4-[(4-methylbenzoyl)amino]benzoylchloridu

Reak¢ni schéma:

o 273,71
255,27
Nasada:
4-[(4-methylbenzoyl)amino]benzoova kyselina 2 g (0,008 mol)
N,N-dimethylformamid Kat. mnozstvi
Toluen 80 ml
Fosgen 5 g (0,05 mol)

Pracovni postup:

Do 250 ml kulaté banky bylo predlozeno 2 g 4-[(4-methylbenzoyl)amino]benzoové
kyseliny a 80 ml toluenu. Z reakéni smési bylo nasledné azeotropickou destilaci
oddestilovano cca 10 ml smési voda-toluen. Reakéni smés byl nasledné ochlazena na
teplotu 95 °C. Do reakéni smési piidano katalytické mnozstvi N,N-dimethylformamidu a
dale bylo do reak¢ni smési postupné nadavkovano 59 plynného fosgenu. Vznikajici CO; a
HCI byly likvidovany v absorpéni koloné s 15 % NaOH. Po ukonéeni fosgenace, byla
reakéni smés cca 1 hodinu refluxovana. Nasledné¢ byla reakéni smés ochlazena za
soucasného zavadeéni suchého dusiku na laboratorni teplotu. Vakuovou destilaci (50 °C/
100-110 mbar) bylo z reakéni smési oddestilovan veskery toluen. Nasledné byl produkt
krystalizovan z hexanu. Vylouceny produkt byl odfiltrovan a promyt 10 ml hexanu. Bylo

piipraveno 1,8 g (90 % vytézek) produktu.
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3.3.2.2 Piiprava 4-[(4-methoxybenzoyl)amino]benzoylchloridu

Reak¢ni schéma:

cl
OH cggglz H4C NH@—\/\
A (LA TS0
\ o
o

271,27

Nasada:

4-[(4-methoxybenzoyl)amino]benzoova kyselina 2 g (0,008 mol)

N,N-dimethylformamid kat. mnozstvi
Toluen 60 ml
COCl;, 5 g (0,05 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.2.1. Bylo pfipraveno 1,75
g (vytézek 87,5 %) produktu.
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3.3.2.3 Piiprava 4-[(2-methylbenzoyl)amino]benzoylchloridu

Reak¢ni schéma:

0]
OH cocl, //
98 9
\ CI
O
273,71
255,27
Nasada:
4-[(2-methylbenzoyl)amino]benzoova kyselina 2 g (0,008 mol)
N,N-dimethylformamid Kat. mnozstvi
Toluen 60 ml
COCl;, 5 g (0,05 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.2.1. Bylo pfipraveno 1,94
g (vytézek 97 %) produktu.
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3.3.2.4 Piiprava 4-[(4-chlorbenzoyl)amino]benzoylchloridu

Reak¢ni schéma:

294,13

OH o
cocl
NH B9 NH‘@%
< > N —= ¢ cl
cl § o A\

. O

275,69

Nasada:

4-[(4-chlorbenzoyl)amino]benzoova kyseliny 2 g (0,008 mol)
N,N-dimethylformamid Kat. mnozstvi
Toluen 60 ml

COCl;, 5 g (0,05 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.2.1. Bylo pfipraveno 1,83
g (vytézek 91,5 %) produktu.
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3.3.2.5 Piiprava 4-[(4-chlor-3-nitrobenzoyl)amino]benzoylchloridu

Reak¢ni schéma:

OH /O
Cl \\ o 98.9 Cl \\ Cl
O o
0—N’
\

320,68 o—N" 339,13
A\Y

@) O
Nasada:
4-[(4-chlor-3-nitrobenzoyl)amino]benzoova kyselina 2 g (0,008 mol)
N,N-dimethylformamid Kat. mnozstvi
Toluen 60 ml
COCl;, 5 g (0,05 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v Kapitole 3.3.2.1. Bylo pfipraveno 1,77
g (vytézek 88,5 %) produktu.
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3.3.2.6 Piiprava 4-(benzoylamino)benzoylchloridu
Reak¢éni schéma:

o 0
NH q Cigb NH_<<:::>>__<Z
< > < — < >—/ cl

®_\/\o " \\O

259,69
241,24

Nasada:

4-(benzoylamino]benzoova kyselina 2 g (0,008 mol)
N,N-dimethylformamid Kat. mnozstvi
Toluen 60 ml

COCl;, 5 g (0,05 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.2.1. Bylo pfipraveno 1,86
g (vytézek 93 %) produktu.
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3.3.3 Priprava vyslednych diamidii

3.3.3.1 Priprava 4-metyl-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]karbamoyl}fenyl)benzamidu

Reak¢ni schéma:

Toluen

Cl N CH, H,0
NH \ + \ R E——
A\ > < NaOH
HC \ o F S NH, . pPTS
O 27371 232,71
CHy
JORSeL ||
= S NH 0
(|)| 433,50
Nasada:
Destilovana voda 60 ml
Toluen 60 ml
4-[(4-metylbenzoyl)amino]benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)

(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:

Do 250 ml banky bylo piedlozeno 1,47 g (1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-
etanamin ve formé 4-toluensulfonové soli a 40 ml toluenu. Do této reakéni smési byl za
michani nasledné piidan roztok 1,1 g 4-[(4-metylbenzoyl)amino]benzoylchloridu v 20 ml
toluenu. Do rekéni smési bylo dale ptidano 60 ml destilované vody. Dale bylo v reakéni
smési pridavkem 10 % NaOH upraveno pH na hodnotu 10-11. Reakéni smés byla michana
3 hodiny. Vylou€eny produkt byl zfiltrovan a usuSen na vzduchu. Po ususeni byl produkt
ptredlozen do 250 ml bariky a bylo k nému ptidano 70 ml vody. Reakéni smés byla vyhrata
na teplotu 70 °C a byla dale pfi této teploté¢ 30 minut michana. Produkt byl nasledné
odfiltrovan a promyt 40 ml vody. Izolovany produkt byl susen stanim na vzduchu. Bylo

ptipraveno 1,91 g (74 % vytezek) produktu.
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3.3.3.2 Priprava 4-metyl-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]lkarbamoyl}fenyl)benzamidu

Reakéni schéma:

o Toluen
N CHg H,0
O+ OO o
NaOH
H304©—\< Cl = S NH, . PTS
O 27371 232,71
CHg
N CH, NHQ/
JORSE n
= S NH o}
O 433,50
Nasada:
Destilovana voda 60 ml
Toluen 20 ml
4-[(4-metylbenzoyl)amino]benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)

(15)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.3.1. Bylo ptipraveno 1,89
g (73 % vytezek) produktu.
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3.3.3.3 Piiprava 4-metoxy-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]lkarbamoyl}fenyl)benzamidu

Reak¢ni schéma:

Toluen
Cl N CHj H,0
e o« ) A
o \ y s W NaOH
/ \N = > . PTS
HsC O 28971 232,71
o)
\)©/ \CH3
N CH, NH
JOR ||
E S NH (@)
o) 449,50
Nasada:
Destilovana voda 60 ml
Toluen 20 ml
4-[(4-metoxybenzoyl)amino]benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)

(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.3.1. Bylo pfipraveno 1,97
g (76 % vytezek) produktu.
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3.3.3.4 Piiprava 4-metoxy-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]lkarbamoyl}fenyl)benzamidu

Reakéni schéma:

Toluen
H,0
—_—
.PTS
289,71 232,71
o)
\CH3
\ 7/©/ H
449,50

Nasada:

Destilovana voda 60 ml

Toluen 20 ml
4-[(4-metoxybenzoyl)amino]benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)

(15)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.3.1. Bylo pfipraveno 1,96
g (76 % vytézek) produktu.
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3.3.3.5 Piiprava 2-metyl-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)ehyl]karbamoyl}fenyl)benzamidu

Reak¢ni schéma:

Toluen

cl N CH, H,0
O 273,71 232,71
CH,4
/@N\>—<RC'43 NH I j
= S NH ﬁ l)| CH,
(|)| 433,50
Nasada:
Destilovana voda 60 ml
Toluen 20 ml
4-[(2-metylbenzoyl)amino]benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)

(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.3.1. Bylo pfipraveno 2,01
g (78 % vytézek) produktu.
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3.3.3.6 Piiprava 2-metyl-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]lkarbamoyl}fenyl)benzamidu

Reak¢ni schéma:

cl N CHy
NH‘@_\/\ + H —_
o) S NH NaOH
N\ F 2 . PTS
o)
CHj

273,71 232,71
F/©is NH @) CH,
(|3| 433,50
Nasada:
Destilovana voda 60 ml
Toluen 20 ml
4-[(2-metylbenzoyl)amino]benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)

(15)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl pfipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.3.1. Bylo pfipraveno 1,98
g (77 % vytézek) produktu.
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3.3.3.7 Piiprava 4-chlor-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]lkarbamoyl}fenyl)benzamidu

Reak¢ni schéma:

Cl N CHy
NH + \>—<R e
\\ NaOH
Cl \ o} E S NH, . PTS

O 29413 232,71

Cl
Q\H R ||
F S NH 0
|cl 453,92

Nasada:
Destilovana voda 60 ml
Toluen 20 ml
4-[(4-chlorbenzoyl)amino]benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)

(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.4.3.1. Bylo pfipraveno 1,93
g (75 % vytézek) produktu.
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3.3.3.8 Piiprava 4-chlor-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]karbamoyl}fenyl)-3-nitrobenzamidu

Reak¢ni schéma:

Toluen
Cl N \CH3 H,0
NH \ + \>—\S —_—
\ NaOH
Cl QA o = S NH, . PTS
O 29413 232,71
Cl
/©:N\>— ‘\\CHS NH\/O/
E S NH\Q/ O
|Cl 453,92
Nasada:
Destilovana voda 60 ml
Toluen 20 ml
4-[(4-chlorbenzoyl)amino]benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)

(15)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:

Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.3.1. Bylo pfipraveno 1,95
g (76 % vytézek) produktu.
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3.3.3.9 Piiprava 4-chlor-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]karbamoyl}fenyl)-3-nitrobenzamidu

Reak¢ni schéma:

cl + N\ CHs Toluen
H,0
Cl o F S NH
AN
o}
O—N’
\

232,71 NaOH
339,13

cl
el
N ~Hs NH .0
JORS Y
E S NH o o}

| | 498,91
@)

Nasada:
Destilovana voda 60 ml
Toluen 20 ml

4-[(4-chlor-3-nitrobenzoyl)amino]benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)
(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.3.1. Bylo ptipraveno 1,96
g (76 % vytézek) produktu.

73



3.3.3.10 Priprava 4-chlor-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]karbamoyl}fenyl)-3-nitrobenzamidu

Reak¢ni schéma:

Toluen
cl N CH, H,0
NH + \>—\s _
N\ NaOH
Cl N\ o F S NH, . PTS
(@) 339,13 232,71
O_—N\:
O Cl
N CHs NH .0
JC[\H H \
F S NH O o}
O 498,91
Nasada:
Destilovana voda 60 ml
Toluen 20 ml

4-[(4-chlor-3-nitrobenzoyl)amino]benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)
(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl pfipraven postupem popsanym v Kapitole 3.3.3.1. Bylo pfipraveno 1,
94 g (75 % vytézek) produktu.

74



3.3.3.11 Priprava 4-(benzoylamino)-N-[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]benzamidu

Reak¢ni schéma:

Toluen
0 N CHs H,0
NH q + \>—€e B ——
Cl S NH PTS NaOH
\\ F 2 .
O 259,69 232,71
Q > ||
F S NH 0
(@] 419,47
Nasada:
Destilovana voda 60 ml
Toluen 20 ml
4-(benzoylamino)benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)

(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v Kapitole 3.3.3.1. Bylo ptipraveno 1,89
g (73 % vytézek) produktu.
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3.3.3.12 Priprava 4-(benzoylamino)-N-[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]benzamidu

Reak¢ni schéma:

Toluen
/O N LHs H,0
NH + \>—\S —_— >
Cl S NH, . PTS NaoH
\\ F 2
o 259,69 232,71
N e
= S NH o)
(|)| 419,47
Nasada:
Destilovana voda 60 ml
Toluen 20 ml
4-(aminobenzoyl)benzoylchlorid 1,1 g (0,004 mol)

(15)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanamin-PTS 1,47 g (0,004 mol)

Pracovni postup:
Produkt byl ptipraven postupem popsanym v kapitole 3.3.3.1. Bylo pfipraveno 1,85
g (72 % vytézek) produktu.
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3.4 Metody charakterizace

Bod tani
Teplota tani byla stanovena pomoci bodotavkuBiichiMelting Point B -540. U bodotavku je
moznost sledovat proces tani ptes zvétSovaci sklo a pribéh reakce je viditelny na LCD

displeji.

NMR spektroskopie

NMR spektra byla méfena v deuteriochloroformu a hexadeuteriodimethylsulfoxidu
pfi teploté¢ 300 K na pfistroji BrukerAvance 400 MHz v pulznim modu s Fourierovou
transformaci. Spektra byla méfena v 5-ti milimetrové Sirokopasmové laditelné sondé
a frekvence pouZité pfi mé&feni byly u *H spekter 400,13 MHz, pro **C spektra pak 100,62
MHz, a *F spektra 376,46 MHz. Viechna NMR spektra (*H, *C a '°F) byla mé&fena
standardnim zptsobem. Hodnoty *H a *3C chemickych posuni byly vztaZeny viigi signalu
rozpoustddla (8(*H) = 7,25 ppm (8(**C) = 77,0 ppm (CDCls), (8(*H) = 2,5 ppm (8(**C) =
39,5 ppm (DMSO) a ptepocteny do d-stupnice.

Opticka otacivost
K meéfeni byl pouzit Polarimetr M341 Perkin-Elmer. Polarimetr méa zabudovanou

sodikovou vybojku (Na 589 nm) a rtutovou vybojku (Hg 578, 546, 436 a 365 nm). Pfistroj

byl kalibrovan na methanol.

a-100
Wozs = =7

=1
¢ = ¢/100ml

Stanoveni elementarni analyzy

Elementarni analyza byla provedena na pfistroji FLASH 2000 CHNS Organic elemental

analyser.
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3.5  Charakterizace  4-[(substituovanychbenzoyl)amino]benzoovych

kyselin

3.5.1 4-[(4-metylbenzoyl)amino]benzooova Kkyselina

5 4
6 /o 2 1
HsC o)
S 4 3

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 80%

Bod tani: 279,5-281,3 °C

'H NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 12,78 (1H, s, OH);10,45 (1H, s, NH 3); 7,93 (6H,
m, H1, H2, H4); 7,34 (2H, d,%J = 8,3 Hz, H5); 2,38 (3H, s, H6).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO-d):8 = 168,5; 167,2; 144,9; 143,4; 133,2; 131,7, 130,4;
129,3; 126,8; 120,9; 22,5.

Elementarni analyza:C;sH13NO3; (M, = 255,27)

Vypocteno: C(71,50 %), H(5,19 %), N(5,66 %)

Stanoveno: C(71,53 %), H(5,21 %), N(5,68 %)
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3.5.2 4-[(4-metoxybenzoyl)amino]benzooova Kkyselina

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 83%

Bod tani: 309,4 — 312,2 °C

'H NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 12,64 (1H, s, OH); 10,37 (1H, s, NH 3); 7,98
(2H, d, 3J = 8,9 Hz, H1); 7,92 (4H, m,H2, H4): 7,07 (2H, d,%J = 8,9 Hz, H5); 3,84 (3H, s,
CHa)

BC NMR (100.62 MHz, DMSO-dg):6 = 167,6; 165,9; 162,8; 144,2; 130,8; 130,4; 127,2;
125,9; 120,1; 114,3; 56,1.

Elementarni analyza:CisH13NO4 (M, = 271,27)

Vypoéteno: C(66,43 %), H(4,79 %), N(5,03 %)

Stanoveno: C(66,45 %), H(4,82 %), N(5,08 %)
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3.5.3 4-[(2-metylbenzoyl)amino]benzooova Kkyselina

4
/O 2 1
6 o)
NH {
7 3
CHj OH

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 85%

Bod tani: 314,2 - 316 °C

'H NMR (400.13 MHz, CDCls): § = 12,78 (1H, s, OH);10,62 (1H, s, NH3); 7,93 (1H,d, 3J
= 8,9 Hz, H1);7,69 (1H,d, *J = 8,9 Hz, H2); 7,48 (1H,d, 3J = 7,6 Hz, H4);7,40 (1H,dt, 3J
=7,0Hz,*J = 1,3 Hz H6);7,31 (2H, m, H5, H7); 2,39 (3H, 5,CHs).

BC NMR (100.62 MHz, CDCl3):6 = 168,5; 167,2; 144,9; 143,4; 133,2; 131,7, 130,4;
129,3; 126,8; 120,9; 22,5.

Elementarni analyza: C;5H;13NO3; (M, = 255,27)

Vypodteno: C(70,65 %), H(5,01 %), N(5,50 %)

Stanoveno: C(70,69 %), H(5,04 %), N(5,53 %)
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3.5.4 4-[(4-chlorbenzoyl)amino]benzooova Kkyselina

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 82 %

Bod tani: 327,1 - 331,2 °C

'H NMR (400.13 MHz, DMSO-de): & = 12,78 (LH, s, OH);10,59 (1H, s, NH 3): 7,99 (2H,
d, 2J = 8,7 Hz, H1); 7,93 (4H, m,H2, H4); 7,62 (2H, d,%J = 8,7 Hz, H5).

B¢ NMR (100.62 MHz, DMSO-dg):6 = 167,0; 164,9; 143,1; 136,7; 133,3; 130,3; 129,8;
128,6;125,7; 119,6.

Elementarni analyza:Cy4H1CINO3 (M, = 275,69)

Vypoéteno: C(60,99 %), H(3,66 %), N(5,08 %)

Stanoveno: C(61,24 %), H(3,68 %), N(5,03 %)
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3.5.5 4-[(4-chlor-3-nitrobenzoyl)amino]benzooova kyselina

2 1
. 3 OH
5 < > <
NH
cl \o
\O 2 1
) 4
O—N
\\
o)

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 83%

Bod tani: 328,7 — 330,8 °C

'H NMR (400.13 MHz, DMSO-de): & = 12,78 (1H, s, OH);10,78 (1H, s, NH3); 8,63 (H,
d, 3 = 2,1 Hz, H4); 8,25 (H, dd, % = 8,4 Hz,J = 2,1 Hz, H6); 7,95 (3H, m,H2, H5); 7,88
(2H, d,%J = 8,9 Hz, H1).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO-ds):8 = 166,9; 162,9; 147.3; 142,7; 134,6; 133,0; 132,0;
130,3; 128,4; 126,1; 125,0; 119,7.

Elementarni analyza: C;4HoCIN,Os (M, = 320,68)

Vypoéteno: C(52,46 %), H(2,73 %), N(8,81 %)

Stanoveno: C(52,49 %), H(2,74 %), N(8,83 %)

82



3.5.6 4-(fenylbenzoyl)benzooova kyselina

5 4
0
54N3H@_/\/

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 80%

Bod tani: 289,1 — 291,3 °C

'H NMR (400.13 MHz, DMSO-dg): & = 12,77 (1H, s, OH);10,55 (1H, s, NH 3); 7,95 (6H,
m, H1, H2, H4); 7,57 (3H, m, H5, H6).

3C NMR (100.62 MHz, DMSO-dg):8 = 167.0; 166,0; 143,3; 134,7; 131,9; 130,3; 128,5;
127,8;125,5;119,5.

Elementarni analyza:Cy4H1;NO3; (M, = 241,24)

Vypocéteno: C(69,70 %), H(4,60 %), N(5,81 %)

Stanoveno: C(70,01 %), H(4,58 %), N(6,03 %)
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3.6 Charakterizace 4-[(substituovanychbenzoyl)amino]benzoylchloridu

3.6.1 4-[(4-metylbenzoyl)amino]benzoylchlorid

S 4
° o2
H3C4®—/< 0
NH q

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 90%

Bod tani: 77,5 78,9 °C

'H NMR (400.13 MHz, CDCls): 8= 8,15 (2H, d,J = 8,7 Hz, H1); 8,03 (2H, d, *J = 8,4Hz,
H4): 7,28 (2H, d, %3 = 8,2 Hz, H5); 7,05 (2H, d, 3J = 8,7 Hz, H2); 2,4 (3H, s, H6)

3C NMR (100.62 MHz, CDCls):6= 167,6; 154,2; 145,5; 143.6; 132,8; 131,9; 129,6;
129,4; 129,3; 120,7; 21,5.
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3.6.2 4-[(4-metoxybenzoyl)amino]benzoylchlorid

5 4
o 2 1
HaC NH q
5 4 3

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 87,5%

Bod tani: 105,6 — 109,2 °C

'H NMR (400.13 MHz, CDCls): 8= 8,15 (2H, d,*J = 8,7 Hz, H1); 8,09 (2H, d, *J = 8,9
Hz, H4); 7,04 (2H, d, *J = 8,7 Hz, H5);6,96 (2H, d, *J = 8,9 Hz, H2); 3,88 (3H, s, CHs)
3C NMR (100.62 MHz, CDCls):6= 167,8; 163,6; 154,5; 145,1; 133,0; 131,8; 129,4;
127,2;121,1; 114,1; 55 8.
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3.6.3 4-[(2-metylbenzoyl)amino]benzoylchlorid

5 4
/O 2 1
6 0
T tny 8 cl

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 97%

Bod tani: 51,9 — 54,3 °C

'H NMR (400.13 MHz, v): = 8,17 (2H, d,%J = 8,6 Hz, H1); 7,80 (1H, d, 3J = 7,9 Hz, H4);
7,40 (1H, t, 33 = 7,4 Hz, H6); 7,30 (2H, m,H5, H7);7,06 (2H, d, *J = 8,5 Hz, H2); 2,59 (3H,
s, CHa)

3C NMR (100.62 MHz, CDCl5):167,8; 153,7; 137,6; 135,6; 133,4; 133,1; 131,6; 131,4;
130,2; 129,8; 126,3; 120,6; 119,2; 21,4.
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3.6.4 4-[(4-chlorbenzoyl)amino]benzoylchlorid

5 4
o 1
CI@—{ o)
NH 4

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 91,5%

Bod tani: 115 — 116,2 °C

'H NMR (400.13 MHz, CDCls): 8= 8,17 (2H, d,*J = 8,7 Hz, H1); 8,08 (2H, d, *J = 8,9
Hz, H4); 7,47 (1H, t, *J = 8,9 Hz, H5);7,05 (1H, d, *J = 8,7 Hz, H2).

3C NMR (100.62 MHz, CDCls):6= 167,6; 154,0; 144,7; 139,3; 133,4; 133,0; 131,0;
129,7; 129,1;120,8.
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3.6.5 4-[(4-chlor-3-nitrobenzoyl)amino]benzoyichlorid

2 1
3 0
5 4
CI—<: >—< cl
N\
vo2 1
o—N" 6
\\
o

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 88,5%

Bod tani: 154,3 — 157,0 °C

'H NMR (400.13 MHz, CDCl5): & = 8,53 (H, d, “J = 2,3 Hz, H4); 8,34 (H, dd, 3J = 8,6
Hz,*J = 2,4 Hz, H6); 8,9¢ (3H, m,H2, H5); 7,88 (2H, d,%J = 8,9 Hz, H1).

3C NMR (100.62 MHz, CDCls):8 = 166,9; 162,9; 148,3; 144,7; 135,6; 133,0; 132,0;
130,3; 128,4; 127,1; 125,0; 119,7.
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3.6.6 4-(benzoylamino)benzoylchlorid

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 93%

Bod tani: 81,3 — 85,4 °C

'H NMR (400.13 MHz, CDCls): 8= 8,16 (4H, m, H1, H4); 7,57 (1H, t, 3J = 7,2 Hz,
H6):7,48 (2H, d, 3J = 7,2 Hz, H2);7,05 (1H, d, *J = 8,5 Hz, H2);

3C NMR (100.62 MHz, CDCls):6= 167,6; 154,0; 145.6; 134,6; 132,8; 132.7; 129,5;
129,4; 128,6;120,6.
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3.7 Charakterizace vyslednych diamidi

3.7.1 4-metyl-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yDetyl]karbamoyl}fenyl)benzamid

15
14 CHj
4 9 Lo 13
N CH
5 N\_8% 511 NH 15
6 >_\ | | 14
F S NH o)
7 10 12

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek:74%

Bod tani: 270,1 — 275,9 °C

Vzhled: Bila pevna lat

[a]o® = -71,0 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):6= 10,42 (1H, s, NH13); 9,21 (1H, d, *J = 7,6 Hz, NH
10); 7,99(1H, dd, 23 = 9,0 Hz, “J(*°F, 'H) = 4,9 Hz, H4); 7,98 — 7,92 (5H, m, H7, H11,
H12); 7,90 (2H, d, 3J = 8,2 Hz, H14);7,37 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, %= 9,1 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,1
Hz, H5); 7,35 (2H, d, 3J = 8,2 Hz, H15);5,51 (1H, kv, 3J = 7,2 Hz, H8); 2,39 (3H, s, CH3);
1,70 (3H, d, %3 = 7,2 Hz, HY).

C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 176,3 (d, *J(°F,**C) = 3,0 Hz); 165,8; 165,7;
159,5 (d, YJ(*°F,°C) = 242,3 Hz); 149,7(d, *J(*°F,**C) = 1,4 Hz); 142,4; 142,0; 135,8 (d,
3I(*°F,BC) = 11,8 Hz); 131,7; 128,4; 128,3; 127,8; 128,4; 123,7 (d, *J(*°F,*C) = 9,5 Hz);
119,5; 114,5 (d, 23(*°F,°C) = 24,9 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,**C) = 27,1 Hz);48,0; 21,1; 19,9.
YFE NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): = -116,6

Elementarni analyza:C;4H,0FN3O,S (M, = 43350)

Vypotteno: C(66,50 %), H(4,65 %), N(6,96 %), S(7,40 %),.

Stanoveno: C(66,68 %), H(4,60 %), N(6,83 %), S(7,57 %)
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3.7.2 4-metyl-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyllkarbamoyl}fenyl)benzamid

15
14 CHs
4 N 13
12
° N\ g /% 11 NHﬁ
R
6 I 14
F s NH o)
7 10 12
| n
o)

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek:73%

Bod tani: 267,2 — 272,3 °C

[a]o? = +71,6 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):6= 10,42 (1H, s, NH13); 9,21 (1H, d, 3J = 7,6 Hz, NH
10); 7,99(1H, dd, 3J = 9,0 Hz, “J(°F, *H) = 4,9 Hz, H4); 7,98 — 7,92 (5H, m, H7, H11,
H12); 7,90 (2H, d, 3J = 8,2 Hz, H14);7,37 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, %= 9,1 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,1
Hz, H5); 7,35 (2H, d, 3J = 8,2 Hz, H15);5,51 (1H, kv, 3J = 7,2 Hz, H8); 2,39 (3H, s, CH3);
1,70 (3H, d, 33 = 7,2 Hz, H9).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):8= 176,3 (d, *J(**F,*C) = 3,0 Hz); 165,8; 165,7;
159,5 (d, YJ(*°F,°C) = 242,3 Hz); 149,7(d, *J(*°F,**C) = 1,4 Hz); 142,4; 142,0; 135,8 (d,
33(*°F,BC) = 11,8 Hz); 131,7; 128,4; 128,3; 127,8; 128,4; 123,7 (d, *J(*°F,**C) = 9,5 Hz);
119,5; 114,5 (d, 2J(*°F,°C) = 24,9 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,**C) = 27,1 Hz);48,0; 21,1; 19,9.
F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 5= -116,6

Elementarni analyza:C;,H,0FN30,S (M, = 43350)

Vypoéteno: C(66,50 %), H(4,65 %), N(6,96 %), S(7,40 %),.

Stanoveno: C(66,66 %), H(4,57 %), N(6,80 %), S(7,54 %)

91



3.7.3 4-metoxy-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyllkarbamoyl}fenyl)benzamid

15
14 O\CH
- N (?H 12 13 i
> \_83 11 NH 15
6 >_\ I 14
F S NH o)
0 12

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek:76%

Bod tani: 272,6 — 274,9 °C

[a]o® = - 52,0 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):6= 10,35 (1H, s, NH13); 9,20 (1H, d, *J = 7,5 Hz, NH
10); 8,00 - 7,90 (8H, m, H4, H7, H11, H12, H14);7,37 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, %)= 9,1 Hz,
3J(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5); 7,07 (2H, d, 3J = 8,8 Hz, H15);5,51 (1H, kv, %] = 7,2 Hz, H8);
2,84 (3H, s, OCHs); 1,69 (3H, d, 3J = 7,2 Hz, H9).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):8= 176,2 (d, *J(**F,°C) = 3,2 Hz); 165,8; 165,2;
162,1; 159,5 (d, 2J(*°F,*3C) = 241,9 Hz); 149,7(d, *J(**F,**C) = 1,5 Hz); 142,5; 135,8 (d,
3J(*°F,B°C) = 11,8 Hz); 129,8; 128,3; 126,6; 123,7 (d, *J(*°F,**C) = 9,7 Hz); 119,4; 114,5
(d, 23(*°F,°C) = 25,1 Hz); 113,7; 108,6 (d, 2J(**F,**C) = 26,9 Hz); 55,5; 47,9; 19,9.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 5= -116,6

Elementarni analyza:C;4H;0FN3O03S (M, = 449,50)

Vypoéteno: C(64,13 %), H(4,48 %), N(6,35 %), S(7,13 %),.

Stanoveno: C(64,00 %), H(4,55 %), N(6,60 %), S(7,07 %)
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3.7.4 4-metoxy-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyllkarbamoyl}fenyl)benzamid

15
14
4 9 \CH3
’ 1, 13
° YT NH 15
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7 10 12
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Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek:76%

Bod tani: 268,7 — 275,8 °C

[a]o® = + 52,3 (¢ = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-d):6= 10,34 (1H, s, NH13); 9,20 (1H, d, *J = 7,6 Hz, NH
10); 8,00 - 7,90 (8H, m, H4, H7, H11, H12, H14);7,37 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, *J= 9,0 Hz,
33(*°F, *H) = 9,0 Hz, H5); 7,07 (2H, d, *J = 8,87Hz, H15);5,51 (1H, kv, 3J = 7,2 Hz, H8);
2,84 (3H, s, OCHs); 1,69 (3H, d, 3J = 7,2 Hz, H9).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 176,2 (d, *J(*°F,**C) = 3,0 Hz); 165,8; 165,2;
162,1; 159,5 (d, 2J(*°F,®3C) = 242,2 Hz); 149,7(d, *J(**F,**C) = 1,3 Hz); 142,5; 135,8 (d,
3I(*°F,BC) = 11,9 Hz); 129,8; 128,3; 126,6; 123,7 (d, *J(*°F,©°C) = 9,7 Hz); 119,4; 114,5
(d, 23(*°F,°C) = 25,1 Hz); 113,7; 108,6 (d, 2J(**F,**C) = 27,0 Hz); 55,5; 47,9; 19,9.

YF NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): = -116,6

Elementarni analyza:C;4H;0FN3O03S (M, = 449,50)

Vypotteno: C(64,13 %), H(4,48 %), N(6,35 %), S(7,13 %),.

Stanoveno: C(64,03 %), H(4,54 %), N(6,57 %), S(7,02 %)
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3.7.5 2-metyl-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyllkarbamoyl}fenyl)benzamid

14
H;C 15
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Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek:78%

Bod tani: 266,8 — 270,5 °C

[a]o? = - 77,7 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):6= 10,57 (1H, s, NH13): 9,20 (1H, d, *J = 7,6 Hz, NH
10); 7,99(1H, dd, 23 = 9,0 Hz, “J(*°F, *H) = 5,0 Hz, H4); 7,97 — 7,94 (3H, m, H7, H12,
H17); 7,86 (2H, d, % = 8,6 Hz, H11); 7,49 — 7,29 (5H, m, H5, H14, H15, H16); 5,51 (1H,
kv, 33 = 7,2 Hz, H8); 2,39 (3H, s, CH3); 1,70 (3H, d, % = 7,2 Hz, H9).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):8= 176,2 (d, *J(*°F,**C) = 3,2 Hz); 168,2; 165,6;
159,5 (d, Y2J(*°F,**C) = 242,3 Hz); 149,7; 142,3; 136,8; 135,8 (d, *J(*°F,**C) = 11,6 Hz);
135,3; 130,6; 129,9; 128,4; 128,3; 127,3:125,7; 123,7 (d, *J(**F,©°C) = 9,6 Hz); 118,8;
1145 (d, 2J(*°F,*C) = 24,8 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,°C) = 27,1 Hz); 48,0; 19,9; 19,3.

YFE NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): = -116,6

Elementarni analyza: Cy4H20FN30,S (M, = 43350)

Vypotteno: C(66,50 %), H(4,65 %), N(6,96 %), S(7,40 %),.

Stanoveno: C(66,62 %), H(4,60 %), N(6,81 %), S(7,52 %)
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3.7.6 2-metyl-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyllkarbamoyl}fenyl)benzamid

14
H5;C 15
4 9
\ 8 4 11 16
S NH |C|) 17
F" 6
7 10 || 12
11
(@]

Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek:77%

Bod tani: 255,5 — 259,0 °C

[a]p? = + 78,1 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):6= 10,56 (1H, s, NH13): 9,20 (1H, d, *J = 7,8 Hz, NH
10); 7,99(1H, dd, 23 = 9,0 Hz, “J(*°F, *H) = 4,8 Hz, H4); 7,97 — 7,94 (3H, m, H7, H12,
H17); 7,86 (2H, d, %] = 8,8 Hz, H11); 7,49 — 7,29 (5H, m, H5, H14, H15, H16); 5,51 (1H,
kv, 33 = 7,2 Hz, H8); 2,39 (3H, s, CH3); 1,70 (3H, d, % = 7,2 Hz, H9).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):8= 176,2 (d, *J(*°F,**C) = 3,0 Hz); 168,2; 165,6;
159,5 (d, YI(*°F,°C) = 242,2 Hz); 149,; 142,3; 136,8; 135,8 (d, 3J(*°F,°C) = 11,8 Hz);
135,3; 130,6; 129,9; 128,4; 128,3; 127,3;125,7; 123,7 (d, 3J(*°F,**C) = 9,6 Hz); 118,8;
1145 (d, 2J(*°F,1*C) = 25,0 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,*C) = 27,0 Hz); 48,0; 19,9; 19,3.

YFE NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): = -116,6

Elementarni analyza: Cy4H20FN30,S (M, = 43350)

Vypotteno: C(66,50 %), H(4,65 %), N(6,96 %), S(7,40 %),.

Stanoveno: C(66,65 %), H(4,60 %), N(6,83 %), S(7,55 %)
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3.7.7 4-chlor-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyllkarbamoyl}fenyl)benzamid

15
14 cl
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| 14
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7 10 12
I 11
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Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek: 75%

Bod tani: 272,5 — 277,0 °C

[a]o® = - 64,2 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):6= 10,58 (1H, s, NH13); 9,23 (1H, d, *J = 7,6 Hz, NH
10);8,02 — 7,89 (8H, m,H4,H7, H11,H12,H14); 7,62 (2H, d, 3J = 8,6 Hz, H15);7,37
(1H,dt,*J= 2,5 Hz, 3J= 9,0 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,0 Hz, H5); 5,51 (1H, kv, 3J = 7,2 Hz, H8);
1,69 (3H, d, %3 = 7,2 Hz, HY).

¥3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 176,2 (d, *J(°F,**C) = 3,3 Hz); 165,8; 164,8;
159,5 (d, Y3(*°F,2*C) = 241,9 Hz); 149,8; 142,1; 136,7; 135,8 (d, *J(*°F,**C) = 11,8 Hz);
133,3; 129,8; 128,7; 128,6; 128,4; 123,7 (d, *J(*°F,**C) = 9,6 Hz); 119,6; 1145 (d,
2J(*°F,BC) = 24,8 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,°C) = 27,1 Hz);48,0; 19,9.

YF NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): = -116,6

Elementarni analyza:C,3H17CIFN30,S (M, = 453,92)

Vypotteno: C(60,86 %), H(3,77 %), N(9,26 %), S(7,06 %),.

Stanoveno: C(60,73 %), H(3,83 %), N(9,38 %), S(6,97 %)
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3.7.8 4-chlor-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyllkarbamoyl}fenyl)benzamid

15
14 cl
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Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek:76%

Bod tani: 269,1 — 274,0 °C

[a]o® = + 64,7 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):6= 10,59 (1H, s, NH13); 9,23 (1H, d, *J = 7,6 Hz, NH
10);8,02 — 7,89 (8H, m,H4,H7, H11,H12,H14); 7,62 (2H, d, 3J = 8,5 Hz, H15);7,37
(1H,dt,*J= 2,6 Hz, 3J= 9,1 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5); 5,51 (1H, kv, 3J = 7,2 Hz, H8);
1,69 (3H, d, %3 = 7,2 Hz, HY).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 176,2 (d, *J(°F,**C) = 3,1 Hz); 165,8; 164,8;
159,5 (d, Y3(*°F,2*C) = 242,1 Hz); 149,8; 142,1; 136,7; 135,8 (d, *J(*°F,**C) = 11,7 Hz);
133,3; 129,8; 128,7; 128,6; 128,4; 123,7 (d, *J(*°F,**C) = 9,6 Hz); 119,6; 1145 (d,
2J(*F,BC) = 25,0 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,°C) = 27,0 Hz);48,0; 19,9.

YF NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): = -116,6

Elementarni analyza:C,3H17CIFN30,S (M, = 453,92)

Vypotteno: C(60,86 %), H(3,77 %), N(9,26 %), S(7,06 %),.

Stanoveno: C(60,70 %), H(3,81 %), N(9,36 %), S(6,94 %)
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3.7.9 4-chlor-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]lkarbamoyl}fenyl)-3-nitrobenzamid

15
14 Cl
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6 S | 16 |
S NH o) o)
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Vzhled: Nazloutla pevna latka

Vytézek:76%

Bod tani: 181,7 — 183,9 °C

[a]o® = - 44,3 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-d):6= 10,81 (1H, s, NH13): 9,26 (1H, d, *J = 7,6 Hz, NH
10); 8,66 (1H, d, “J = 2,1 Hz, H14); 8,29 (1H,dd,%J= 8,4 Hz,"J= 2,1 Hz, H5);

8,01 - 7,94 (5H, m, H12, H15, H16); 7,90 (2H, d, *J = 8,8 Hz, H12);7,37 (1H,dt,*J= 2,6
Hz, J= 9,1 Hz, 3J(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5); 5,51 (1H, kv, *J = 7,2 Hz, H8); 1,70 (3H, d, 3J =
7,2 Hz, HO).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):6= 176,8;176,2 (d, *J(*°F,**C) = 3,1 Hz); 165,8;
162,8; 159,5 (d, *J(*°F,*C) = 242,2 Hz); 149,7; 147,4; 141,6;135,8 (d, *J(*°F,°C) = 11,4
Hz); 134,6; 133,0; 132,0; 129,1; 128,4; 128,3;125,0; 123,7 (d, *J(**F,**C) = 9,6 Hz); 119,7;
114,5 (d, 2J(*°F,°C) = 24,3 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,3C) = 27,0 Hz); 45,0; 19,9.

YF NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): = -116,6

Elementarni analyza:C,3H1CIFN,O,S (M, = 498,91)

Vypoéteno: C(55,37 %), H(3,23 %), N(11,23 %), S(6,43 %),.

Stanoveno: C(55,50 %), H(3,30 %), N(11,05 %), S(6,32 %)
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3.7.10 4-chlor-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]lkarbamoyl}fenyl)-3-nitrobenzamid

15
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Vzhled: Nazloutla pevna latka

Vytézek:75%

Bod tani: 210,5 - 216,9 °C

[a]o? = + 44,6 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):6= 10,80 (1H, s, NH13); 9,26 (1H, d, *J = 7,8 Hz, NH
10); 8,66 (1H, d, *J = 2,0 Hz, H14); 8,29 (1H,dd,%J= 8,5 Hz,%J= 2,0 Hz, H5);

8,01 - 7,94 (5H, m, H12, H15, H16); 7,90 (2H, d, *J = 8,7 Hz, H12);7,37 (1H,dt,*J= 2,6
Hz, J= 9,1 Hz, 3J(*°F, 'H) = 9,1 Hz, H5); 5,51 (1H, kv, *J = 7,2 Hz, H8); 1,70 (3H, d, *J =
7,2 Hz, HO).

C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 176,8;176,2 (d, “J(*°F,**C) = 3,3 Hz); 165,8;
162,8; 159,5 (d, *J(*°F,*C) = 242,0 Hz); 149,7; 147,4; 141,6;135,8 (d, *J(*°F,°C) = 11,6
Hz); 134,6; 133,0; 132,0; 129,1; 128,4; 128,3:125,0; 123,7 (d, 2J(**F,**C) = 9,8 Hz); 119,7;
1145 (d, 2J(*°F,°C) = 24,7 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,"*C) = 27,2 Hz); 45,0; 19,9.

F NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): 5= -116,6

Elementarni analyza:C,3H;6CIFN4O,S (M, = 498,91)

Vypoéteno: C(55,37 %), H(3,23 %), N(11,23 %), S(6,43 %),.

Stanoveno: C(55,47 %), H(3,30 %), N(11,01 %), S(6,30 %)
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3.7.11 N-(4-{[(1S)-1-(6-fluoro-1,3-benzthiazol-2-
yl)ethyl]carbamoyl}phenyl)benzamid
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Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek:73%

Bod tani: 231,6 - 235,5

[a]o? = - 48,0 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):6= 10,51 (1H, s, NH13); 9,22 (1H, d, 3J = 7,6 Hz, NH
10);7,96 (8H, m,H4,H7, H11,H12,H14); 7,62 (1H, t, %1 = 7,2 Hz, H16); 7,55 (2H, 131 = 7,2
Hz, H15); 7,37 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, %= 9,1 Hz, *J(*°F, *H) = 9,1 Hz, H5); 5,52 (1H, kv, 3J =
7,2 Hz, H8); 1,69 (3H, d, *J = 7,2 Hz, H9).

3C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):8= 176,2 (d, *J(°F,**C) = 3,1 Hz); 165,8; 165,7;
159,5 (d, YI(*°F,BC) = 2425 Hz); 149,7(d, *I(*°F,2C) = 1,2 Hz); 142,3; 13538 (d,
3J(F,°C) = 11,7 Hz); 134,6; 131,8; 128,5; 128,4; 128,3; 127,8; 123,7 (d, *J(F,"°C) = 9,4
Hz); 119,5; 114,5 (d, 2J(°F,"°C) = 24,8 Hz); 108,6 (d, “J(*°F,°C) = 27,0 Hz);47,9; 19,9.
YFE NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): = -116,6

Elementarni analyza:C,3H1gFN30,S (M, = 419,47)

Vypotteno: C(65,86 %), H(4,33 %), N(10,02 %), S(7,64 %),.

Stanoveno: C(65,70 %), H(4,28 %), N(10,13 %), S(7,52 %)
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3.7.12 N-(4-{[(1R)-1-(6-fluoro-1,3-benzthiazol-2-
yl)ethyl]carbamoyl}phenyl)benzamid
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Vzhled: Bila pevna latka

Vytézek:72%

Bod tani: 241,3 — 244,7

[a]p? = + 48,8 (c = 1, methanol)

'H NMR (400,13 MHz, DMSO-dg):6= 10,51 (1H, s, NH13); 9,22 (1H, d, 3J = 7,6 Hz, NH
10);7,96 (8H, m,H4,H7, H11,H12,H14); 7,62 (1H, t, %1 = 7,3 Hz, H16); 7,55 (2H, ,21 = 7,0
Hz, H15); 7,37 (1H,dt,*J= 2,6 Hz, %= 9,0 Hz, *J(*°F, *H) = 9,0 Hz, H5); 5,52 (1H, kv, 3J =
7,2 Hz, H8); 1,70 (3H, d, *J = 7,2 Hz, H9).

®C NMR (100,62 MHz, DMSO-d6):5= 176,2 (d, “J(**F,"*C) = 3,0 Hz); 165,8; 165,7;
159,5 (d, N(*°F,°C) = 242,5 Hz); 149,7(d, *J(°F,°C) = 1,3 Hz); 142,3; 1358 (d,
3J(F,°C) = 11,8 Hz); 134,6; 131,8; 128,5; 128,4; 128,3; 127,8; 123,7 (d, *J(F,"°C) = 9,4
Hz); 119,5; 114,5 (d, 2J(*°F,**C) = 25,0 Hz); 108,6 (d, 2J(*°F,*C) = 27,0 Hz);47,9; 19,9.
YFE NMR (376,46 MHz, DMSO-dg): = -116,6

Elementarni analyza:C,3H1gFN30,S (M, = 419,47)

Vypodteno: C(65,86 %), H(4,33 %), N(10,02 %), S(7,64 %)..

Stanoveno: C(65,73 %), H(4,26 %), N(10,17 %), S(7,50 %)
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3.8 Antimikrobialni testovani

3.8.1 Bakterialni kmeny

Testovany byly celkem 4 druhy bakterii Staphylococcus aureus, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa (Tabulka 1).

Tabulka 1:Prehled referencnich kmenii pouzitych pro testovani antibakteridlnich ucinki

diamidu na bazi benzhiazolii.

Bakterie Reff,r snent Piivod
cislo
Escherichia coli CCM 4517 Ceska sbirka mlhoorga?lsmu pfi Masarykové
univerzité v Brné
Staphylococcus CCM 4223 Ceska sbirka mlhoorga?lsmu pri Masarykové
aureus univerzité v Brné
Enteroco_ccus CCM 4224 Ceska sbirka mlhoorga?lsmu pfi Masarykovée
faecalis univerzité v Brné
Pseudo_monas CCM 3955 Ceska sbirka mlkroorgajllsmu pfi Masarykové
aeruginosa univerzité v Brné

Bakterie byly inkubovany za aerobnich podminek na TSA agaru pfi teploté 37°C,
24 hodin. Podminky inkubace byly po celou dobu experimentu neménné. VSechny
mikroorganismy byly uchovavany v lednici pro mikrobiologické kultury a byly pravidelné

kazdych 24 hodin pifeockovany na vhodna zivna média [79].

102




3.8.2 Testované latky

Obecna struktura testovanych diamidii na bazi benzthiazoli a kyseliny 4-
aminobenzoové je vyobrazena na obrazku 24. V Tabulce 2 jsou pichledné zobrazeny
pouzité diamidy, typ postranniho fetezce navdzaného na benzenovém jadru a také

systematicky nazev jednotlivych latek.

Obriazek 24: Obecna struktura diamidii na bazi benzthiazola a kyseliny

4-aminobenzoove.

Oznaceni R Systematicky nazev
1a 4-Chl-3- | 4-chlor-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
NO; yl)etyl]karbamoyl}fenyl)-3-nitrobenzamid
1b 4-Chl-3- | 4-chlor-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
NO; yl)etyl]karbamoyl}fenyl)-3-nitrobenzamid
1c 2-CHs 2-methyl-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)ethyl]carbamoyl}phenyl)benzamid
1d 2-CHs 2-methyl-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)ethyl]carbamoyl}phenyl)benzamid
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3.8.3 Kultivaéni média

TSA agar
HiMedia, Indie

Slozeni:

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 15 ¢/l

Sojovy pepton 59/l
Chlorid sodny 59/l
Agar 15 g/l
Ptiprava:

40 g ptipravku v 1000 ml destilované vody bylo zahtivano do tiplného rozpusténi a

sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Mueller-Hintoniiv Bujon
HiMedia, Indie

Slozeni:

Hovézi masova infuse 300 g/l
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 17,5 g/l
Skrob 1,5 g/l

Piiprava:
21 g ptipravku v 1000 ml destilované vody bylo zahtfivano do Gplného rozpusténi,

rozplnéno dle pozadavki a sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.
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BHI Bujon

HiMedia, Indie

SloZeni:

Teleci mozkova infuse 200 g/l
Infuse z hovéziho srdce 250 g/l
Proteosovy pepton 109
Chlorid sodny 59/l
Hydrogenfosfore¢nan (di)sodny 2,50/l
Dextrosa 29/l
Ptiprava:

37 g ptipravku v 1000 ml destilované vody bylo zahtivano do uplného rozpusténi,

rozplnéno do zkumavek a sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

3.8.4 Reagencia

Fyziologicky roztok

SloZeni:
Chlorid sodny 8549

Destilovana voda 1000 ml

Piiprava:
8,5 g chloridu sodného bylo navazeno a rozpusténo v 1000 ml destilované vody. Pii
teploté 121°C byl roztok sterilizovan po dobu 15 minut v autoklavu. Dale byl skladovan

pfi chladnickové teploté (2-5 °C).
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3.8.5 Chemikalie

Sulfamethoxazol, SIGMA-ALDRICH
Ampicilin, SIGMA-ALDRICH

Ethanol 96 %, PENTA, CR

Chlorid sodny, LACHEMA, CR
Dimethylsulfoxid 99,99 %, DMSO, SIGMA, CR
NaOH

3.8.6 Bakteridlni kultury

Vsechny kultury pochazeji z Ceské sbirky mikroorganismii pfi Masarykové

univerité v Brn¢.

Escherichia coli CCM 3954
Staphylococcus aureus CCM 4223
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Enterococcus faecalis CCM 4224

3.8.7 Pomiicky a pristroje

- Pristroje a zafFizeni:analytické a laboratroni vahy (Kern), plynovy kahan,
chladnicka, termostat, vertex (IKA Vortex Genius 3), nefelometr (Densi-La-Meter
II, Erba Lachema), jednokdnalové pipety (Biohit), horkovzdusny sterilizator (BMT,
Sterimat 51042), autoklav.

- Jednorazové sterilni pomiicky: bakteriologické klicky, kalibrované Spicky,
mikrotitra¢ni 96ti-jamkové desticky, plastové Petriho misky, plastové zkumavky.

- Dalsi pomicky: Odmérné valce, Erlenmeyerovy banky, plastové a kovové

stojanky.
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3.9 Pracovni postup

3.9.1 Priprava bakteridlni suspenze

Kultury testovanych mikroorganisma Staphylococcus aureus, Escherichia coli a
Pseudomonas aeruginosa, Enteroccocus faecalis byly inkubovany v médiu BHI 24 h pfi
37 °C v mikrozkumavkach typu eppendorf. Po inkubaci byly zkumavky odstfedény v
centrifuze, supernatant byl odstranén a piidanim fyziologického roztoku byla vytvofena
bakterialni suspenze, ktera odpovidala 0,5 stupni MCFarlandovy zakalové stupnice. Stupenl
zékalu bakterialni suspenze tak odpovidal 1,5 *10° KTJ/I ml. Stupei zékalu byl

kontrolovan laboratornim denzitometrem.

3.9.2 Priprava zasobnich roztoki antibiotik a diamidu

Zasobni roztoky antibiotik tvofily dvé zkumavky. V jedné zkumavce bylo
rozpusténo 51,2 g antibiotika Ampicilinu v 10 ml fosfatovéhp pufru (pH = 8). Ve druhé
zkumavce bylo rozpusténo 102,4 g antibiotika Sulfamethoxazolu v 10 ml 2M NaOH.

Zasobni roztoky diamidl tvofily celkem 4 zkumavky. Do kazdé zkumavky bylo
navazeno 51,2 g testované latky a nasledné toto mnozstvi bylo rozpusténo v 10 ml DMSO.
Z takto ptipravenych zasobnich roztokt jak antibiotik, tak diamidi byly pfipraveny fedici

fady.
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3.9.3 Priprava redici Fady jednotlivych latek

3.9.3.1 Priprava redici rady antibiotik

Ze zasobnich roztoka antibiotik byly pfipraveny fedici fady (Tabulka 3 a Tabulka

4). Bylo pouzito dvojkového fedéni.

Tabulka 3: Redici Fada Ampicilinu.

Redici Fada antibiotika Ampicilinu ( AMP)

Zkumavka | Koncentrace [pg/ml] Zdroj vychoziho roztoku g\S j-(l)_ln celkovrzlp()éet
1 512 1 ml ze zasob. roztoku AMP 9ml 10
2 256 1 ml ze zkumavky ¢. 1 (512) 1ml 2
3 128 1 ml ze zkumavky ¢. 1 (512) 3ml 4
4 64 1 ml ze zkumavky ¢. 1 (512) 7 ml 8
5 32 1 ml ze zkumavky €. 4 (64) 1ml 2
6 16 1 ml ze zkumavky €. 4 (64) 3ml 4
7 8 1 ml ze zkumavky ¢. 4 (64) 7ml 8
8 4 1 ml ze zkumavky €. 7 (8) 1ml 2
9 2 1 ml ze zkumavky ¢. 7 (8) 3ml 4
10 1 1 ml ze zkumavky ¢. 7 (8) 7 ml 8
11 0,5 1 ml ze zkumavky ¢. 10 (1) 1mil 2
12 0,25 1 ml ze zkumavky €. 10 (1) 3ml 4
Tabulka 4: Redici Fada Sulfamethoxazolu.
Redici Fada antibiotika Sulfomethoxazolu ( SULF.)
Zkumavka | Koncentrace [pg/ml] Zdroj vychoziho roztoku l‘:\L/JI j-?n celkovn}]'flpoéet
1 1024 1 ml ze zasob. roztoku SULF. 9ml 10
2 512 1 ml ze zkumavky ¢. 1 (1024) 1mil 2
3 256 1 ml ze zkumavky €. 2 (512) 1ml 4
4 128 1 ml ze zkumavky ¢. 1 (512) 3ml 8
5 64 1 ml ze zkumavky ¢. 1 (512) 7 ml 2
6 32 1 ml ze zkumavky €. 5 (64) 1ml 4
7 16 1 ml ze zkumavky €. 5 (64) 3ml 8
8 8 1 ml ze zkumavky €. 5 (64) 7 ml 2
9 4 1 ml ze zkumavky €. 8 (8) 1ml 4
10 2 1 ml ze zkumavky €. 8 (8) 3mi 8
11 1 1 ml ze zkumavky €. 8 (8) 7 ml 2
12 0,5 1 ml ze zkumavky ¢. 11 (1) 1ml 4
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3.9.3.2 Priprava redici fady diamida

Ptiprava fedicich fad diamidl vychazely z fedici fady antibiotika Ampicilinu

(Tabulka 3). Celkem tedy byly piipraveny 4 fedici fady po 12 zkumavkach.

3.10 Mikrodilu¢ni metoda v bujonu

Pro stanoveni antibakterialni aktivity testovanych latek (Tabulka 2) byla pouzita
mikrodiluéni metoda v bujonu. Jednd se o metodu, kdy jsou plnény malé objemy do sterilni
mikrotitracni desti¢ky s jamkami s okrouhle koénickym dnem. V nasem piipadé byly
pouzity mikrotitraéni desticky s 96 jamkami (Obrazek 25). Desticky byly rozdéleny na
Ctyfi Casti. Prvni a druhou ¢ast tvorily vzdy triplety jamek. Tteti ¢ast zahrnovala pozitivni

kontrolu (PK) a posledni ¢ast tvotila negativni kontrolu (NK) (Obrazek 26).

Obrazek 25: Mikrotitrac¢ni desti¢ka.

http://ecomed.cz/katalog/Standardne_96_miestne_259/3056_Standardne_96_miestne_
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Obrazek 26: Model mikrotitracni desticky a jeji rozdéleni.

Bakterialni
kmen ¢.2

Postup napipetovani mikrotitracni desticky byl nasledujici. Do kazdé jamky Al-
F12 bylo aplikovano 5 pl piislusného inokula (bakterialni suspenze). Dale do jamek Al-
F12 bylo pipetou piidano 95 pl z tedici fady testované latky a to vzdy tak, Ze obsah ze
zkumavky €. 1 o koncentraci 512 byl nepipetovan do jamek A1-F1, obsah zkumavky ¢. 2 o
koncentraci 256 byl nepipetovan do jamek A2-F2 atd. (Tabulka 3). Pozitivni kontrola
(PK) obsahovala 5 pl pfislusného inokula a 95 pl zivné pidy konkrétné M-H bujonu.
Negativni kontrola (NK) obsahovala pouze M-H bujon (Obrazek 27).
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Obrazek 27: Nazorny popis rozpipetovani mikrotitracni desticky.

111



4 Vysledky a diskuse

Vysledné diamidy byly syntetizované tfistupiiovou syntézou. V prvnim reakénim
stupni reagovala 4-aminobenzoova kyselina se substituovanymi-benzoylchloridy za vzniku
substituovanych-[(fenyl)karbamoyl]benzoovych kyselin, které ve druhém reakénim stupni
reagovaly s fosgenem za vzniku piislusnych chloridi. Tyto chloridy reagovalz ve tietim
reak¢énim stupni, jeZ reagovaly s R nebo S 1-(6-fluoro-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanaminem
za vzniku kone¢nych produkti. Jednotlivé reakéni stupné jsou diskutovany v nasledujicich

kapitolach.

4.1 Priprava vychozi kyselin

V prvnim reakénim stupni reagovala 4-aminobenzoova kyselina se substituovanymi
benzoylchloridy za vzniku substituovanych-[(benzoyl)amino]benzoovych kyselin. Jako
rozpoustédlo byl pouzit dioxan. Piedlozend 4-aminobenzoova kyselina byla nejprve
rozpusténa v dioxanu a do tohoto roztoku byl postupné nadavkovan roztok vybraného
chloridu kyselin v dioxanu. Dioxanu bylo pouzito jednak jako rozpoustédla a dale dioxan
reaguje s reakci vzniklym chlorovodikem za vzniku solvatu. Béhem déavkovani chloridu
dochazelo k vylu€ovani pozadovaného produktu, ktery byl izolovan filtraci. Nasledné byl
produkt promyvan vodou, ¢imz byl z produktu odstranén dioxan a v ném rozpusténé
necistoty. Produkt byl suSen stanim na vzduchu pfi laboratorni teploté (Schéma 25).

V tomto reakénim stupni bylo dosazeno vytézkt 80 — 85 %.

NH,
O
\—R + Dioxan / \ NH Y,
g L~ Vgt
O
N N
@] HO O

R = H, 4-CH3, 4-OCH3, 2-CH3, 4-C|, 4-C|-3-N02.

Cl

Schéma 25: Ptiprava substituovanych-[(benzoyl)amino]benzoovych kyselin.
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4.2 Priprava chloridi

Ve druhém reak¢énim stupni byly reakci s fosgenem syntetizovany chloridy kyselin,
které byly syntetizovany v piedchozim reakénim stupni. Predlozena substituovana-
[(benzoyl)amino]benzoova  kyselina  byla  nejprve  vysuSena  azeotropickym
odddestilovanim smési toluen- voda. Destilace byla ukonéena pfi dosaZeni teploty 110 °C
na prestupniku. Reakce byla katalyzovana N,N-dimethylformamidem. Do reak¢éni smési
byl nasledn¢ nadavkovan pynny fosgen. Teplota reakéni smési byla béhem fosgenace
udrzovéana v rozmezi 95 — 105 °C. Vyvijejici se CO, a HCI byly likvidovany v absorpéni
kolon¢ 15 % NaOH. Po ukonceni zavadéni fosgenu byla reakéni smés jeste 1 hodinu
refluxovdna. Béhem této doby doslo k dokonceni chloridaéni reakce a k naslednému
odstranéni toxického fosgenu z reakéni smési. Reakéni smés byla nasledné ochlazena na
laboratorni teplotu. Reakéni smés byla béhem chlazeni inertizovana suchym dusikem
z diivodu zamezeni mozné hydrolyzy chloridi vlivem vzdusné vlhkosti. Nasledné byl z
reakéni smési destilaci za snizeného tlaku (50 °C/100-110 mbar) oddestilovan toluen.
Vylouceny produkt byl dale krystalizovan z n-hexanu a byl izolovan filtraci (Schéma 26).

V tomto reakénim stupni bylo dosazeno vytézkt 87 — 97 %.

NH CocCl, / \

R = H, 4-CH3, 4-OCH3, 2-CH3, 4-C|, 4-C|-3-N02.

Schéma 26: Ptiprava substituovanych-[(benzoyl)amino]benzoylchlorid.
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4.3 Priprava vychozich diamidi

Ve tretim reakénim stupni reagoval prislusny substituovany-
[(benzoyl)amino]benzoylchlorid s opticky ¢&istym  1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-

ethanaminem za vzniku kone¢ného diamidu (Schéma 27).

Toluen
cl N\ CHa H,0
— NH + >_<? o
\\O < " NaOH
/) .
\ /\R \\o F » . PTS

\/@
—R
N CH, NH _
Q\HR ||
. S NH o)
||
(@]

R = H, 4-CH3, 4-OCH3, 2-CH3, 4-C|, 4-C|-3-N02.
Schéma 27: Piiprava kone¢ného produktu.

Chiralni 1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)-ethanaminy vstupuji do reakce ve formé
stabilni 4-toluensulfonové soli. Ztéto soli byl amin ve formé& baze uvolnén reakci
svodnym 10 % roztokem hydroxidu piimo vreakéni smési za piitomnosti
substituovaného-[(benzoyl)amino]benzoylchloridu. Reakce probihala ve heterogeni smési
toluen — voda. Takto uvolnény amin ihned reagoval Vv toluenové vrstvé s prislusnym
substituovanym chloridem za vzniku pozadovaného diamidu. Hydroxid sodny, ktery byl do
reakéni smési pfidavan, jednak uvolioval vlastni amin z 4-toluensulfonové soli a dale
reagoval s reakci vzniklym chlorovodikem za vzniku chloridu sodného. Chlord sodny a 4-
toluensulfonan sodny byly rozpustény ve vodné vrstvé. Reakce probihala v heterogenni
smési toluen — voda. Béhem piidavani 10 % roztoku hydroxidu sodného dochézelo
K vylu¢ovani produktu. Béhem reakce bylo nutné kontrolovat hodnotu pH a pfipadné ji
dal§im pifidavkem hydroxidu sodného udrzovat v rozmezi hodnot pH 10 — 11. Nasledné
byla reakéni smés michana tii hodiny pfi laboratorni teploté a poté zfiltrovana. Vysledny

produkt byl usuSen na vzduchu. Kone¢ny produkt byl vzhledem ke své velmi nizké
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rozpustnosti v toluenu (a to i pii teploté 70 °C) filtrovan ze smési toluen — voda a byl
kontaminovan anorganickymi necistotami vcetné sodné soli karboxylové kyseliny, ktera
vznikla reakci chloridu kyseliny s hydroxidem sodnym. Tyto necistoty byly z produktu
odstranény rozmichanim produktu ve vodé a néaslednym ohievem na teplotu 70 °C. Po
nasledné filtraci a promyti vodou jiz izolované produkty tyto necistoty neobsahovaly.
Vybrané diamidy byly pfipraveny ve vytézku 70 — 78 % a nasledn¢ charakterizovany

pomoci bodu tdni, NMR spektrometrie, méteni optické otacivosti a elementdrni analyzy.

115



4.4 NMR analyza

Pripravené slouc€eniny obsahuji dvé amidové skupiny CONH. Signal protoni
amidové skupiny NH1 je ve 'H NMR spektrech zobrazen jako singlet, amidové skupiny
NH2 vliven interakce s protonem CH skupiny jako dublet s odpovidajici integralnimi
hodnotami. Signal protonu 7 (CH — CHg) je vlivem interakce protond methylové skupiny a
protonu amidové NH skupiny zobrazen jako kvintet s pfislusnymi interakénimi
konstantami.

Pritomnost fluoru navazaného v poloze 6 v benzthiazolovém bloku dokazuji signaly
protont 3, 4 a 6. Signal protonu H3 je zobrazen jako dublet dubletu. Proton H3 interaguje
pies tfi vazby s protonem H4 (d, 3J(*H,*H) = cca 9 Hz) a zaroveti s fluorem v poloze 5 pies
Styfi vazby (d, *J(*H,*°F) = cca 4,9 Hz). Proton H4 interaguje pies tii vazby s protonem H3
CI(H,'H) = cca 9 Hz), pies &tyfi vazby s protonem H6 “J(*H,'H) = cca 2,6 Hz) a také pies
tii vazby s fluorem vazaném v poloze 5 3J(*H'F) = cca 9 Hz). Tento signal by mé&l byt
zobrazen jako dublet dubletu dubletu. ProtoZe interakéni konstanty H — H a H — F pfes tfi
vazby jsou shodné, je tento signal zobrazen jako dublet tripletu. Signal protonu H6 je
zobrazen jako dublet dubletu. Proton H6 interaguje pies Ctyti vazby s protonem H4 (d,
*J(*H,*H) = cca 2,6 Hz) a zaroven s fluorem v poloze 5 pies tfi vazby (d, 2J(*H,*°F) = cca 9
Hz).
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Obrazek 28: "THNMR spektrum slougeniny 2-methyl-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-

benzthiazol-2-yl)ethyl]karbamoyl}fenyl)benzamid.
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Obrazek 29: *C NMR spektrum slougeniny 2-methyl-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-
benzthiazol-2-yl)ethyl]karbamoyl}fenyl)benzamid.

V uhlikovém “C NMR spektru jsou pfitomny dva signaly odpovidajici amidovym
skupindam CONH. Ddle jsou v uhlikovém NMR spektru pfitomny signdly odpovidajici
jednotlivym uhlikiim benzthiazolového bloku a substituovaného benzenového jadra.
Jelikoz jaderny spin fluorového isotopu g je %2 a ma pfirodni zastoupeni 100 % jsou
vSechny signaly vlivem interakce fluor — uhlik zobrazeny jako dublety s riznou velikosti
interakéni konstanty C-F, kterd zavisi na poloze uhliku v molekule vii¢i fluoru. Jsou zde
zaznamenany i fluorové interakce pies pét vazeb u uhliku C1 (SJ(13C, 19F) = cca 1,5 Hz).

S rostouci vzdalenosti atomu uhliku od fluoru hodnota interakéni konstanty klesa.
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4.5 Stanoveni antibakterialni aktivity

U vybranych diamidi byl dale testovan antibakteridlni ucinek na kmeny
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Enterococcus
faecalis. UrCovani antibakterialniho u¢inku diamidd a zjist'ovani jejich minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) bylo provadéno mikrodiluéni metodou Vv bujéonu dle normy CSN EN
ISO 20776-1 zroku 2007. Vysledkem tohoto testu byla MIC udavana nejCastéji
antibakterialni latky, kterd inhibuje viditelny rist testovaného mikroorganismu ve
zkumavkach makrodiluéniho provedeni nebo jamkach desticky u mikrodiluéniho
provedeni testu.

Jako prvni byly stanoveny MIC antibiotik Ampicilinu a Sulfamethoxazolu proti
vybranym kmeniim bakterii. Za standard byly pak pouZity nami zjist€éné hodnoty MIC
antibiotika Ampicilinu, a to proto, ze tedici fady testovanych diamidi byly pfipraveny
obdobné jako fedici fada AMP. Vysledky MIC antibiotik a testovanych diamidd vuci

vybranym kmentim bakterii jsou zndzornény v Tabulkach 5 a 6.
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Tabulka 5: MIC Antibiotik.

pol\l/;:gch Staphylococcus | Escherichia | Pseudomonas | Enterococcus
ATB [ug/ml] aureus coli aeruginosa faecalis
AMP 256 2 256 512
SULF. 512 128 256 >512
Tabulka 6: MIC testovanych diamidii.
MIC [pg/ml]
Diamidy | Staphylococcus | Escherichia | Pseudomonas | Enterococcus
aureus coli aeruginosa faecalis
la 512 512 512 16
1b 512 512 512 4
1c 512 512 512 8
1d 512 512 512 8
la  4-chlor-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)etyl]karbamoyl}fenyl)-3-

nitrobenzamid

1b  4-chlor-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-yl)etyl]karbamoyl}fenyl)-3-
nitrobenzamid

1c  2-methyl-N-(4-{[(1S)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)ethyl]carbamoyl}phenyl)benzamid

1d  2-methyl-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-

yl)ethyl]carbamoyl}phenyl)benzamid

Vsechny testované diamidy vykazovaly ur€ity inhibi¢ni Gi€inek na vybrané
kmeny bakterii. Nicméné hodnoty MIC testovanych diamidi pro kmeny Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa byly vysoké V porovnani se
stadardnimi hodnotami MIC u Ampicilinu. Nejlepsi vysledek byl pozorovan pii stanoveni
inhibice ristu u bakterie Enterococcus faecalis, kde byla vyhodnocena minimalni inhibi¢ni
koncentrace 4 pg/ml u slouceniny 4-chlor-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-benzthiazol-2-
yl)etyl]karbamoyl}fenyl)-3-nitrobenzamidu.

Enterokoky jsou grampozitivni bakterie, znacné odolné k zevnimu prostiedi a
pfirozené rezistentni k mnoha antimikrobnim pfipravkiim a dezinfekénim prosttedkim.
Uplatnuji se jako etiologickd agens komunitnich infekci, nej€astéji mocového traktu,

infekci bficha a panve. Hraji vyznamnou roli i jako pivodci nozokomidlnich infekci
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mocového a respiracniho traktu, chirurgickych ran a méné Casto infekci krevniho feciste,
zejména u pacientl dlouhodobé hospitalizovanych, s tézZkym zakladnim onemocnénim a po
pfedchozi terapii Sirokospektrymi antibiotiky. VétSina enterokokovych infekei je
zpusobena druhem Enterococcus faecalis a faecium. V ptipad¢ izolace téchto kmend z
biologického materialu, které jsou casto rezistentni k aminopenicilinim, je nutno v terapii
pouzit glykopeptidy — vankomycin nebo teikoplanin. V poslednich letech jsou vSak nekteré
infekce vyvolany VRE, jejichz 1é¢ba muze predstavovat velky problém [80, 81, 82, 83].

Nadmérné aplikace vankomycinu a mnoha Sirokospektrych antimikrobnich
pripravki, ke kterym jsou enterokoky pfirozené rezistentni — cefalosporiny,
fluorochinolony, aztreonam, klindamycin, metronidazol maze vést k naruseni pfirozené
sttevni flory s naslednym pomnozenim kmeni VRE, které stfevo vétSinou jen kolonizuji
[84, 85]. Pti zanétlivé zménéné stievni sliznici nasledkem chemoterapie mize vSak dojit k
jejich prestupu do krve a dale do riznych organii, kde mohou zptsobit zdvazné endogenni
nozokomialni infekce [86].

Proto je v dnesni dobé, velka snaha vyvinout 1é¢iva, kterd by prokazala maximalni
inhibi¢ni u€inky proti bakteriim a minimalni vedlejsi i€¢inky na lidsky organismus.

Vysledky MIC ziskané mikrodiluéni metodou v bujonu v této diplomové praci maji
pouze informativni vyznam, pro presnéjsi stanoveni MIC testovanych diamidd je nutné
provést opakovana méfeni, nicméné mohou byt odrazovym mustkem pro testovani novych

antibakterialnich 1é¢iv.
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5 Zavér

Tato diplomova prace byla zamétena na ptipravu vybranych diamidii, obsahujici 4-
aminobenzoovou kyselinu a benzthiazolovy blok. Cilem prace bylo provést literarni resersi
a nalézt vhodné postupy ptipravy amidi obsahujici benzthiazolovy blok a pfipadné nalézt
jejich popsané biologické aktivity. Dalsi soucasti literarni reSerSe bylo zpracovat znamé
poznatky o syntéze diamidii obsahujici kyselinu 4-aminobenzoovou a benzthiazolovy blok.

V ramci diplomové prace bylo piipraveno dvanact novych nepopsanych diamida
obsahujicich 4-aminobenzoovou kyselinu a benzthiazolovy blok. Ptipravené slouceniny
byly charakterizovany bodem tani, optickou otacivosti a NMR spektrometrii a elementarni
analyzou.

V dalsi ¢asti bylo u vybranych syntetizovanych diamidt na Katedie biologickych a
biochemickych véd provedeno Stanoveni antibakterialni aktivity na kmenech
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Enterococcus
faecalis. Antibakterialni aktivita byla stanovena mikrodilu¢ni metodou v bujonu. Bylo
zjisténo, ze vybrané diamidy vykazuji antibakterialni aktivitu vici testovanym kmendm
bakterii. Nicméné¢ MIC kmentu Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosabyly prokazatelné horsi nez MIC Ampicilinu. Nejlepsi vysledek byl pozorovan
pfi stanoveni inhibice rastu u bakterie Enterococcus faecalis, kde byla vyhodnocena
minimalni inhibi¢ni koncentrace 4 pug/ml u slouceniny 4-chlor-N-(4-{[(1R)-1-(6-fluor-1,3-
benzthiazol-2-yl)etyl]lkarbamoyl}fenyl)-3-nitrobenzamidu.
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