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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceutickd fakulta v Hradci Krdlové
Katedra anorganické a organické chemie

Kandiddt: Pavel Sychra
Skolitel: prof. PharmDr. Alexandr Hrabadlek, CSc.
Ndzev prdce: Péti€lenné dusikaté heterocykly jako potencialni antituberkulotika

Tuberkuléza je velice casté infekéni onemocnéni, jehoz plvodcem je predevsim
Mycobacterium tuberculosis. V roce 2015 bylo dle Svétové zdravotnické organizace
po celém svété registrovano 10,4 mil. novych pfipadd onemocnéni tuberkulézou

a 1,8 mil. umrti zpUsobenych timto onemocnénim.

V predchozi praci nasi skupiny bylo zjiSténo, Zze 2,5- a 1,5-disubstituované
tetrazoly a 2,5-disubstituované oxadiazoly nesouci 3,5-dinitrobenzylsulfanylovou
skupinu vykazuji vynikajici antimykobakterialni aktivitu in vitro. Cilem této prace bylo
modifikovat strukturu téchto latek odstranénim methylsulfanylového spojovaciho
fetézce a pfipravit tak sérii derivatll tetrazolu a oxadiazolu obsahujicich

3,5-dinitrofenylovou skupinu.

Het = tetrazol, 1,3,4-oxadiazol

Obradzek 1: Obecny vzorec latek zkoumanych v této prdci

Nejprve byla pfipravena série 2- a 1-benzyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazoll reakci
5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazolu s rizné substituovanym benzylhalogenidem. Dalsi ¢ast
prace se zabyvala pfipravou derivatd tetrazolu obsahujicich nasyceny dusikaty
heterocyklus. Nejdfive bylo nutné pripravit alkylacni cinidla, ktera byla nasledné
pouzita k alkylaci nasycenych dusikatych heterocykll. U sloucenin s nasycenym
dusikatym heterocyklem, které vykazovaly vysokou antimykobakteriadlni aktivitu, byly

pfipraveny jejich ve vodé rozpustné soli.



Dalsim ukolem bylo pripravit sérii 3,5-dinitrofenyl oxadiazoll. Byly pouzity dvé
metody pfipravy. Prvni metodou byla reakce chloridu kyseliny s 5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-
tetrazolem, ale produkt nebyl izolovan. Cilové oxadiazoly se podafilo ziskat reakci
hydrazidu s 3,5-dinitrobenzoylchloridem a naslednym uzavienim oxadiazolového

kruhu.

Z dvaceti pripravenych struktur byla u sedmnacti slou¢enin hodnocena jejich
antimykobakteriadlni aktivita a u vybranych latek jejich cytotoxicita. Nékteré z téchto
sloucenin vykazovaly srovnatelnou ¢i vyssi antimykobakteridlni aktivitu nez standardné

pouzivané antituberkulotikum isoniazid.



3. ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové
Department of Inorganic and Organic Chemistry

Candidate: Pavel Sychra
Supervisor: prof. PharmDr. Alexandr Hrabdlek, CSc.
Title of diploma thesis: ~ Five-members N-heterocycles as potential antituberculotics

Tuberculosis is widespread infectious disease predominantly caused by
Mycobacterium tuberculosis. According to World Health Organization, 10.4 million new
cases of tuberculosis and 1.8 million deaths from tuberculosis were registered

worldwide only in 2015.

In the previous work of our group it was found that 2,5- and 1,5-disubstituted
tetrazoles and 2,5-disubstituted oxadiazoles bearing 3,5-dinitrobenzylsulfanyl
fragment exhibited outstanding antimycobacterial activities. The aim of this work was
to modify these lead structures by removing the methylsulfanyl linker and to prepare

a series of 3,5-dinitrophenyl tetrazole and oxadiazole derivatives.

R/.@\S NO, R @ O NO,
| —

NO, NO,

Het = tetrazole, 1,3,4-oxadiazole

Figure 1: General formula of the compounds studied in this work

Firstly, we prepared a series of 2- and 1-benzyl-5-(3,5-dinitrophenyl)-1H-tetrazoles
by the reaction of 5-(3,5-dinitrophenyl)-1H-tetrazole with diversely substituted benzyl
halide. In another part, we dealt with the preparation of tetrazole derivatives
containing saturated nitrogen heterocycle. At first, it was necessary to prepare
alkylating agents, which have been subsequently used for alkylation of saturated
nitrogen heterocycles. Furthermore, several water-soluble analogs of compounds
with saturated nitrogen heterocycle and high antimycobacterial activity were

prepared.



The next task was to prepare a series of 3,5-dinitrophenyl oxadiazole
derivatives. Two pathways were used. The first method was the reaction of acid
chloride with 5-(3,5-dinitrophenyl)-1H-tetrazole, but the products were not isolated.
Target oxadiazoles were obtained by the reaction of hydrazide with

3,5-dinitrobenzoylchloride and by the subsequent closure of oxadiazole ring.

Seventeen of twenty prepared structures were evaluated for their
antimycobacterial activities and some of them for their effects on mammalian cell
viability. Some of these compounds showed comparable or higher antimycobacterial

activity than standard antitubercular drug isoniazid.
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4. UVOD

4.1 Tuberkuloza

Tuberkuléza (TB) je infekéni onemocnéni zplisobené mykobakteriemi Mycobacterium
tuberculosis complex (M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti
a M. canettii)." Nejéast&ji se jedna o plicni formu, kterd se prenasi kapénkami (k nakaze
sta¢i pouze nékolik vdechnutych kapének). V pocatecnim stadiu se TB projevuje
kaslem, hore¢kou a nocnim pocenim. V pokrocilém stadiu se vyskytuji symptomy,
jako je produktivni kasel s krvi ve sputu, bolest na hrudi, ubytek hmotnosti a celkova
vyCerpanost. Rizikovou skupinou jsou imunodeficientni pacienti (napf. pacienti s HIV
infekci, malnutrici, diabetici a kufaci). V roce 2015 zemfielo dle WHO (Svétova
zdravotnickd organizace) 35 % pacientl s infekci HIV v dasledku soucasné nakazy
tuberkuldzou. Existuje také latentni forma TB, kterou je nakazena az tretina svétové
populace. U pacientd s latentni formou TB nejsou pozorovdny symptomy typické
pro TB. Jedna se o neinfekéni stadium TB, avSak pfi oslabeni imunitniho systému
¢i u imunodeficientnich pacientd muize dojit k propuknuti akutni faze, ¢imz se zvysi

riziko pfenosu infekce do okoli.?

Pfestoze je TB lécitelnd a je moina jeji prevence, v roce 2015 onemocnélo
tuberkulézou 10,4 mil. lidi a bylo registrovano 1,8 mil. amrti v dlsledku TB, pficemz

95 % piipadC umrti bylo hldéeno v rozvojovych zemich.?

4.2 Lécbha tuberkulozy

4.2.1 Historie lécby tuberkuldzy

Jesté do poloviny dvacatého stoleti spocivala |écba tuberkulézy v chirurgickych
zakrocich a pobytech v sanatoriich. Zlomovym okamzikem bylo objeveni streptomycinu
v roce 1944, ktery pusobil baktericidné proti Mpycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis).®> Krétce po jeho objeveni bylo ale zjiSténo, Ze monoterapie
streptomycinem vede k castému selhani |éCby a také k rozvoji lékové rezistence.

Proto byla zavedena kombinace streptomycinu s kyselinou p-aminosalicylovou,
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coz vedlo k vyraznému snizeni téchto nezadoucich dlsledkli monoterapie. DaleZitym
zlomem v |écbé TB bylo také objeveni isoniazidu a jeho pridani k dvoukombinaci
streptomycinu a kyseliny p-aminosalicylové, coZ vedlo ke zvySeni poctu vylécenych
ze70 % na 95 %, ale |écba trvala 18-24 mésicG. Nakonec byla kyselina
p-aminosalicylova nahrazena ethambutolem, ktery se stal spole¢né s dalSim léCivem
pyrazinamidem dllezitym predevSim pro intenzivni fazi |écby. Ke zkraceni
farmakoterapie doSlo zavedenim rifampicinu do kombinacni lécby - u [éCby

bez pyrazinamidu na devét mésicl a s pyrazinamidem na $est mésicd.”

4.2.2 Standardni |écba tuberkulézy

Dnesni standardni |é¢ba TB spociva obvykle v Sestimési¢ni terapii, kterd je rozdélena
do dvou fazi. V intenzivni fazi, trvajici dva mésice, se vyuziva ¢tytkombinace isoniazidu,
rifampicinu, pyrazinamidu a ethambutolu (Obrdazek 2). Poté nasleduje pokracovaci faze
trvajici obvykle ¢tyfi mésice, pti které je poddvana pouze dvoukombinace isoniazidu

s rifampicinem.’

N
| N
=
NH
07N 2
H
isoniazid
rifampicin
(0]
N H H \\—OH
N NH N Q
[ _ 2 /Y \/\H>\/
N H —OH
pyrazinamid ethambutol

Obradzek 2: Zakladni pouZivana antituberkulotika
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4.2.3 Lékoveé rezistentni tuberkuldzy a jejich Iécba

V posledni dobé predstavuji problém Iékové rezistentni formy tuberkuldzy, jejichz
narlist je urychlen nevhodnym uZivanim antituberkulotik - nespravna preskripce,
uzivani léciv nizké kvality Ci predcasné ukonceni |écby. Mezi |ékové rezistentni formy
tuberkuldzy patti MDR-TB (multirezistentni tuberkuldza), ktera je rezistentni ke dvéma
nejsilnéjsim antituberkulotiklim prvni volby: isoniazidu a rifampicinu. V roce 2015 bylo
po celém svété registrovano 480 000 pripadd MDR-TB, pficemZ polovinu pfipadu

tvotila Cina, Indie a Ruska federace.’

MDR-TB je lécitelnd pomoci |éCiv druhé volby a v nezbytnych pfipadech také
doplriikovymi léCivy. K témto [éCivim byla postupné ziskavana data o jejich ucinnosti
a bezpecnosti, coz vedlo k tomu, Ze v roce 2016 byla provedena jejich reklasifikace
do téchto skupin: léCiva druhé volby (skupina A, B a C) a doplriikova léciva (skupina D).
Nové rozvrieni léCiv do jednotlivych skupin je zndzornéno v nasledujici tabulce

(Tabulka 1).

Tabulka 1: Prehled Iéciv doporucovanych pro lIécbu MDR-TB

Skupina A: fluorochinolony levofloxacin, moxifloxacin, gatifloxacin

Skupina B: injekcni 1éCiva amikacin, capreomycin, kanamycin, (streptomycin)

ethionamid/protionamid, cykloserin/terizidon, linezolid,

Skupina C: dalsi Ié¢iva druhé volby Klofazimin

D1: pyrazinamid, ethambutol, vysoké davky isoniazidu

Skupina D: doplrikova léCiva D2: bedaquilin, delamanid

D3: kyselina p-aminosalicylovd, imipenem-cilastatin,
meropenem, amoxicilin-klavulanat, thioacetazon

Zdroj: World Health Organization, 2016 (prevzato)

Zatimco latky linezolid a klofazimin jsou prefazeny ze skupiny doplikovych léciv
do skupiny Ié¢iv druhé volby, u kyseliny p-aminosalicylové je tomu naopak. Dalsi
vyraznou zménou je, ze klarithromycin a dalsi makrolidova antibiotika jiz nejsou
doporucovany pro lIéébu MDR-TB. Naopak uZziti streptomycinu je mozné, avsak pouze
jako ndhrada zaostatni injekéni léc¢iva druhé volby - tedy v pfipadé,
Ze aminoglykosidova antibiotika acapreomycin nemohou byt pouzity. Léciva

ze skupiny D1 jsou pridavana k IéCivim druhé volby v pripadé, Ze riziko interakci,
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rezistence a intolerance u latek druhé volby prevazuje nad jejich benefity. Skupina D2
se skladd ze dvou nové zavedenych |éCiv, pficemZ bedaquilin je doporucovan pouze
pro dospélé, avsak delamanid lze pouzit i u déti a mladistvych ve véku 6-17 let. LéCiva
skupiny D3 mohou byt pouzita pouze v pfipadé, kdy nedokdzeme vybrat jind IéCiva

do kombinace péti lé¢iv v intenzivni fazi lé¢by MDR-TB (viz ddle).®

U pacient(, u nichz byla MDR-TB diagnostikovana poprvé, trva konvencni lécba
obvykle dvacet mésici. V osmimési¢ni intenzivni fazi konvencni 1é¢by je doporucovana
kombinace pyrazinamidu a ¢tyf lé¢iv druhé volby - jedno léCivo ze skupiny A, dalsi
ze skupiny B a alespon dvé léCiva ze skupiny C. Jestlize neni moZné takto vytvofit
pétikombinaci léCiv, Ize pro doplnéni poctu pouZit |éCiva ze skupin D2 a D3. Konvencni
lé&ba muze byt dale posilena vysokymi davkami isoniazidu s/bez ethambutolu.® Vybér
IéCiv je empiricky a pfi jejich vybéru hraji roli tyto faktory: vyskyt rezistenci v daném

. . v/ v IRV evs s ve sve 7
regionu, pacientem dfive uzivana léciva a vedlejsi ucinky léciv.

V roce 2016 WHO schvdlila pouZiti zkracené Ié¢by MDR-TB v délce 9-12 mésic,
a to u pacientd, u kterych je mozné vyloucit rezistenci k fluorochinolondm a injekénim
[é¢ivim druhé volby.6 Toto doporuceni se opird o nékolik observacnich studii,
provedenych v poslednich letech napfiklad v Bangladési, Kamerunu ¢&i Nigérii.>*° Také
byla zahajena multicentrickd randomizovana kontrolovana studie, srovnavajici vysledky
konvencni a zkracené [éCby MDR-TB.' Zkracena létba je rozdélena do dvou fazi.
Vintenzivni fazi, trvajici obvykle c¢tyfi mésice, mohou byt pouzita tato léciva:
gatifloxacin ¢i moxifloxacin, kanamycin, protionamid, klofazimin, wvysoké davky
isoniazidu, pyrazinamid a ethambutol. Nasleduje pokracovaci faze, obvykle trvajici pét
mésiclt, ktera zahrnuje |é¢iva jako: gatifloxacin nebo moxifloxacin, klofazimin,
pyrazinamid a ethambutol.® Zkracend |é&ba neni pouze levnéjsi, ale dalii jeji vyhodou je

mozné snizeni poctu umrti diky lepsi adherenci pacientl k této lé¢be.

Vainéjsi formu MDR-TB predstavuje tzv. XDR-TB (extenzivné rezistentni
tuberkuldéza), kterd je rezistentni k rifampicinu a isoniazidu, ale také
k fluorochinolondm a nejméné k jednomu injekénimu lécivu druhé volby (amikacin,
capreomycin, kanamycin).” V roce 2015 ptedstavovala XDR-TB 9,5 % pfipadt MDR-TB.?
XDR-TB vyZaduje podstatné delsi 1é¢bu nez MDR-TB a je zapotfebi uzit |éCiva jako

linezolid, klofazimin nebo kombinaci amoxicilin-klavulanat ¢i imipenem-cilastatin.
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Tato |éCba je financné narocnéjsi a pouzita lécCiva mohou vykazovat vétSi mnozstvi

nezadoucich a&inka.’

4.3 Vyvoj novych potencidlnich antituberkulotik

Vzhledem k narustajicimu poctu rezistentnich forem TB je zapotfebi vyvijet nova
antituberkulotika, ktera by méla naplnit tyto pozadavky:
e Vvetsi ucinnost nez soucasna antituberkulotika nebo schopnost zkratit nynéjsi
[écbu TB,
e novy mechanismus ucinku umoznujici Ié€bu Iékové rezistentnich forem TB,
e Ucinnost proti latentnim formam TB,
e moznost zkombinovat tato Iéciva s antivirotiky (kvlli ¢asté koinfekci TB a HIV),

e kompatibilita s dalSimi antituberkulotiky.

Nékolik potencidlnich antituberkulotik se nyni nachazi v klinickém testovani. Prvni
skupinou jsou latky, které byly vyvinuty pro [é€bu jiného onemocnéni, avsak byla u nich
zjiSténa i schopnost pUsobit proti mykobakteriim zpUsobujicich TB (fluorochinolony,
rifamyciny, oxazolidinony). DalSi skupinou jsou léciva s antimykobakteridlnim G¢inkem
pfimo vyvijena jako potencialni antituberkulotika (bedaquilin, nitroimidazoly, SQ109,

benzothiazinony).’

4.3.1 Znamé molekuly, u nichz byla zjisténa antimykobakterialni aktivita

4.3.1.1 Fluorochinolony

Jak jiz bylo feéeno, fluorochinolony jsou mimo jiné vyuzivany jako léciva druhé volby
k Iéébé MDR-TB. Avsak v poslednich letech jsou provadény klinické zkousky
na potencidlni vyuZiti fluorochinolont misto ethambutolu proti senzitivnim kmenim
TB. Vyhodou je predevsim zkraceni standardni Sestimési¢ni |écby TB na CEtyfi mésice
pti zdméné ethambutolu za gatifloxacin & ethambutolu/isoniazidu za moxifloxacin.*®
Problémem je vSak rozvoj rezistenci k fluorochinolondm kvdli jejich ¢astému uzivani

v jinych indikacich.’
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4.3.1.2 Rifamyciny

Kromé rifampicinu, ktery patfi jiz nékolik desitek let mezi lé¢iva prvni volby v |1é¢bé TB,
do rifamycin( patti také rifapentin, ktery md ve srovnani s rifampicinem delsi polocas

a¢inku'* a v kombinaci s isoniazidem je vhodny k [é¢bé latentni formy TB.*

4.3.1.3 Oxazolidinony

Mechanismus ucinku oxazolidinon spocivda v inhibici proteosyntézy vazbou
na podjednotku 50S ribozom( bakterii.” Linezolid, oxazolidinon prvni generace,
je vyvijen pouze pro tézké formy MDR-TB'® a XDR-TBY. Jeho nevyhodou jsou pomérné
Casté a vyznamné vedlejsi UcCinky jako anémie, trombocytopenie, laktdtovd aciddza,
periferni a optickd neuropatie.® V druhé fazi klinického testovani se nachazi analog

18,19

linezolidu - sutezolid, ktery vykazuje vyssi baktericidni aktivitu. Do druhé faze také

postoupil dalsi zastupce oxazolidinonli - AZD5847, u néhoZz byla v porovnani

s linezolidem rovné? zjisténa vyssi baktericidni aktivita.’®*
o o
o N N>\\O H S N N>¥o H
__/ \)\/N __/ \/\/N
F ) g F )
O O
linezolid sutezolid
F 0]
VAR e
HO: - Q\/O N
F LO
HO =

AZD5847

Obrazek 3: Struktura linezolidu, sutezolidu a AZD5847

16



4.3.2 Nové chemické struktury s antimykobakteridlni aktivitou

4.3.2.1 Bedagquilin

V roce 2012 schvalil FDA (Ufad pro kontrolu potravin a lé¢iv, USA) uziti bedaquilinu
v terapii dospélych s lékové rezistentni TB. Jednalo se tak o prvni latku po 40 letech,
ktera byla schvalena vyhradné pro lé¢bu TB. Mechanismus Uc¢inku bedaquilinu spociva
v inhibici mykobakterialni ATP syntdzy, coZ vede k poklesu intracelularni hladiny ATP
(adenosintrifosfat) a nasledné k zaniku mykobakterie.”” Dlouhy polo¢as G&inku
je vwhodny pro davkové schéma bedaquilinu®®, aviak miZe také dochézet kjeho
uklddani do tkani.?* Nezadoucim uGtinkem bedaquilinu je jeho schopnost vyvolat

arytmii.25

Obrazek 4: Struktura bedaquilinu

4.3.2.2 Nitroimidazoly

Hlavnimi zastupci nitroimidazolovych derivatl jsou PA-824 a delamanid. Jedna
se o proléciva, kterd jsou pomoci deazaflavin-dependentnich enzym( redukovana
na produkty, které inhibuji napfiklad cytochrom c oxidazu ¢&i syntézu mykolovych
kyselin.’® Obé latky jsou testovany v klinickych studiich pro Ié¢bu MDR-TB. PA-824
se nachazi ve druhé fazi, zatimco delamanid postoupil jiz do treti faze a od roku 2016

je mozné jeho vyuZiti v 16¢bé MDR-TB a to i u pacientd ve véku 6-17 let.”®

N~—-O  CHs;

N._©O ST
OZN‘Q\/\I\(\J\ ON—_n \)\/O
O, oy

PA-824 delamanid

Obrdzek 5: Struktura PA-824 a delamanidu
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4.3.2.3 5Q109

Tato latka se nachazi ve druhé fazi klinického testovani’ a jednd se o mozného
nastupce ethambutolu, ktery je nejslabSim clankem soucasné cEtyrkombinace léciv
uzivané pfi standardni lé¢bé TB. SQ109 i ethambutol obsahuji ve své strukture
1,2-ethylendiaminovou skupinu.?’ Obé latky zasahuji do biosyntézy bunééné stény,
ale kazda jinym zplGsobem. Ethambutol je inhibitorem arabinosyltransferdzy, coz vede
k inhibici biosyntézy arabinogalaktanu. SQ109 inhibuje MmpL3 (transportér trehal6za

monomykolatu), co? vede k inhibici biosyntézy mykolové kyseliny. ’

SQ109 ethambutol

Obrdzek 6: Struktura SQ109 a ethambutolu

4.3.2.4 Benzothiazinony

Benzothiazinony vykazuji vysokou antimykobakteridlni aktivitu jak proti kmenlim
citlivym k soucasné 1écbé, tak i proti kmenlm rezistentnim (MDR-TB a XDR-TB). Jejich
mechanismus Ucinku spociva v inhibici enzymu DprE1l (dekaprenylfosforyl- 3 -D-ribosa
2'-oxidaza), ¢imZ dochazi k zabranéni vzniku arabindzy z ribdzy a tim i k inhibici syntézy
arabinand - nezbytnych sloZzek bunécné stény mykobakteril'.28 V preklinickém
testovani’ se nachazi hlavni zastupce benzothiazinonti - BTZ043, ktery vykazuje

proti klinickému izoldtu M. tuberculosis H37Rv vyrazné vyssi antimykobakteridlni

0
FsC ;
S)\N o
NO, \)ACH3
o)

Obrazek 7: Struktura BTZ043

.. v . )
aktivitu ne? isoniazid.?
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Vzhledem k rostoucimu vyskytu l|ékové rezistentnich forem TB je vyvoj novych
potencialnich antituberkulotik velice dulezity. Vyvoj a zavadéni novych antituberkulotik
do praxe znesnadnuje dlraz na bezpecnostni profil |éCiv a také poZzadavky na jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti: |é¢ivo musi byt tak rozpustné ve vodé, aby bylo schopné
se pohybovat v krevnim rtecisti, avSak poté musi projit granulomem vytvorenym
imunitnimi burfikami a ndsledné lipidovou vrstvou bunécéné stény mykobakterii.

Hledanim molekuly, kterd by splfiovala tyto poZadavky, se zabyva i tato prace.

4.4 Zdkladni struktury latek pripravenych na Katedre
anorganické a organické chemie FaF UK a jejich zdakladni
charakteristika

V této prdci jsme navdzali na predchozi praci nasi skupiny na katedfe anorganické
a organické chemie, ktera byla zamérena na ptipravu derivatl tetrazolu a oxadiazolu.
Zakladni struktury dfive pfipravenych a studovanych latek se staly predlohovymi

strukturami pro tuto praci.

4.4.1 1-substituované 5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1H-tetrazoly a
jejich izosterni analogy

N—N -
{ ) R X=55050,050
‘N7 X R' = alkyl, aryl
R
R? =

Obrazek 8: Zakladni struktury drive pFipravenych derivati tetrazolu
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VétSina téchto pfipravenych latek vykazovala v porovnani s isoniazidem vysokou
antimykobakteridlni aktivitu in vitro. Pro zachovani vysoké ucinnosti je nutnd
pfitomnost dvou nitroskupin vazanych na benzyl, pficemZz nejlepSich vysledkd
dosahovaly derivaty s nitroskupinami vdzanymi na benzyl v polohach 3 a 5. Naopak typ
heteroatomu mezi dinitrobenzylem a tetrazolovym kruhem nemél zdsadni vliv
na antimykobakterialni aktivitu téchto slou¢enin. Také substituent R' moZe byt
zaménén bez vyrazné ztraty antituberkulotickych vlastnosti a navic jej lze vyuZit
k optimalizaci farmakokinetickych vlastnosti a poméru aktivita/toxicita. Déle bylo
zjisténo, Ze tetrazolovy kruh je dilezity strukturdlni prvek pro zachovani vysoké

antimykobakterialni aktivity in vitro.

Pro zjisténi selektivity ucéinku studovanych sloudenin proti TB byla také
hodnocena jejich aktivita proti osmi kmenim bakterii a osmi kmenlm vlaknitych
hub. Jejich selektivni antimykobakterialni ucéinek byl potvrzen, jelikoz tyto latky
vétSinou nevykazovaly vyraznou antibakteridlni ¢i antimykotickou aktivitu. Kromé
toho byla také studovdna cytotoxicita vybranych sloucenin. Vysledky ukazaly,
Ze 3,5-dinitrobenzylsulfanylové derivaty maji jen maly vliv na Zivotaschopnost savcich

bunék.*°

4.4.2 2,5- a 1,5-disubstituované tetrazoly nesouci
dinitrobenzylsulfanylovou skupinu a jejich izosterni selenové
analogy

R
\NNE_SJ)\ \/NO2
N X \‘/

NO,

X =S8, Se

Obrdzek 9: Obecnd struktura 2,5- a 1,5-disubstituovanych tetrazoli

5-substituované tetrazoly (5-ST) mohou existovat ve dvou tautomernich
formach : 1H- a 2H-tautomery, a proto pfri substituci vznika ve vétsiné pripadd smés
obou izomer(l, pro které plati charakteristiky uvedené v kapitole 4.4.1. Ddle bylo
ale zapotrebi porovnat vlastnosti téchto 1- a 2-regioizomer( mezi sebou. Bylo zjisténo,

Ze 2-regioizomery v porovnani s 1-regioizemry vykazuji vyssi antimykobakteridlni
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evvs

byla také hodnocena jejich mutagenni aktivita. Vysledky ukdzaly, Ze tyto derivaty

s 3,5-dinitrobenzylovou skupinou mutagenni aktivitu nevykazuji.31

4.4.3 2,5-disubstituované 1,3,4-oxadiazoly a 1,3,4-thiadiazoly nesouci
3,5-dinitrobenzylsulfanylovou skupinu

NO,
RYX
| :<<
N )—S
N NO,
X=0,8
R = alkyl, aryl

Obradzek 10: Obecnd struktura 2,5-disubstituovanych oxadiazoli a thiadiazoli

Dale se pracovnici katedry anorganické a organické chemie zaméfili na pfipravu
derivatl 1,3,4-oxadiazolu (popf. 1,3,4-thiadiazolu), které predstavuji mozné
bioizosterni analogy 2,5-disubstituovanych tetrazol(. VétSina pfipravenych latek
vykazovala vynikajici antimykobakteridlni aktivitu. Nékteré latky byly ucinné i proti
klinicky izolovanym MDR kmenlm M. tuberculosis. Potvrdilo se, Ze pro zachovani
vysoké  antimykobakteridlni  aktivity in  vitro je d0lezitd  pritomnost
3,5-dinitrobenzylsulfanylové skupiny. Naopak substituent R ma zanedbatelny vliv
na antimykobakteridlni aktivitu, ale lze jej vyuzit k ovlivnéni fyzikalné-chemickych
vlastnosti zkoumanych latek. Pripravené derivaty oxadiazolu a thiadiazolu
nevykazovaly stejné jako derivaty tetrazolu vyrazné antibakteridlni a antimykotické
ucinky, a tak byla potvrzena selektivita jejich antimykobakteridlniho Uc&inku. Testy
cytotoxicity potvrdily, Ze derivaty s 3,5-dinitrobenzylsulfanylovou skupinou maji pouze
minimalni vliv na Zivotaschopnost savéich bunék. Déle bylo zjisténo, Ze tato skupina
neni nositelem mutagenity. Hlavni nevyhodou pfipravenych latek
s 3,5-dinitrobenzylsulfanylovou skupinou je jejich nizkd rozpustnost ve vodném

prostiedi a pomérné rychld metabolickd degradace.32
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5. CILPRACE

Tato prdce navazuje na predchozi praci nasi skupiny na Katedfe anorganické
a organické chemie FaF UK, pfi které bylo zjisténo, Ze 2,5- a 1,5-disubstituované
tetrazoly a 2,5-disubstituované 1,3,4-oxadiazoly, nesouci 3,5-dinitrobenzylsulfanylovou

303132 yizhledem ke zndmym

skupinu, vykazuji vysokou antimykobakteridlni aktivitu.
a popsanym skute¢nostem bylo rozhodnuto pfipravit derivaty bez methylsulfanylového
spojovaciho fetézce, na zakladé jejichZz biologickych vlastnosti bude moZzno stanovit

zdkladni vztah struktura/ucinek (Obrazek 11).

NN NO, NO,
l\ll >—S N-N
N — |
R NN
NO, R NO,
NO, NO,
R RYO
@) — L,
s
"N NO, NO,

R = aryl

Obrdzek 11: Odvozeni zdakladni struktury pFipravovanych Ilatek

Nejprve budou pfipraveny substituované 2- a 1-benzyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazoly
(Obrazek 12). U téchto regioizomerl bude hodnocena a porovnana jejich

antimykobakterialni aktivita in vitro.

NO,
-N
Y N=N N
| / N02
Q\/N\N
X NO,
Y X
X =H;F; Cl; OCH3
Y = H; CH,

Obrazek 12: Obecna struktura pripravovanych 2,5- a 1,5-disubstituovanych tetrazoli
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Vzhledem k predpokladané velmi nizké rozpustnosti pripravenych latek ve vodé bylo
dalsim cilem pfipravit slouceniny svys$si rozpustnosti. V prvnim kroku budou

pfipraveny a otestovany derivaty tetrazolu nesouci nasyceny dusikaty heterocyklus

(Obrazek 13).

X =NCHg; O; NBn
n=2 3,4

Obrazek 13: Obecny vzorec pripravovanych derivati
tetrazolu s nasycenym dusikatym heterocyklem

V druhém kroku budou od vybranych derivatl tetrazolu s nasycenym dusikatym
heterockylem pfipraveny jejich ve vodé rozpustné soli (Obrdzek 14). Pro srovnani

s jejich neprotonizovanou formou bude taktéz hodnocena antimykobakterialni aktivita

in vitro.

n=1,2
Obradzek 14: Struktura ve vodé rozpustnych dihydrochloridi

Dalsi ¢ast prace bude zamérena na syntézu derivatd oxadiazolu (Obrazek 15), u kterych

bude snaha zjistit, zda je i pres nepfitomnost siry zachovana vysoka

antimykobakterialni aktivita in vitro.

R =H; OCHg; CI; CH4
n=1,2

Obrazek 15: Obecny vzorec pripravovanych derivati oxadiazolu
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Nakonec bude pripraven derivat oxadiazolu se sirou ve spojovacim retézci
mezi oxadiazolem a nasycenym dusikatym heterocyklem. Nasyceny dusikaty
heterocyklus umozZni ptipravu ve vodé rozpustného dihydrochloridu. Obé latky budou

otestovany na jejich antimykobateridlni aktivitu in vitro (Obrazek 16).

Ph\\N — NO, \\H/\\

N NH* NO
s ol [ 2
0 -
N-N \ NO

Obradzek 16: Struktura 2-((3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl)sulfanyl)-
5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazolu a jeho dihydrochloridu
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6. METODICKA CAST

6.1 Strucny prehled biologicky aktivnich tetrazolii

Za prvni slouceninu obsahujici tetrazolovy kruh se povaZiuje 2-fenyl-2H-tetrazol-5-
karbonitril (Obrazek 17), ktery byl p¥ipraven a charakterizovdn v roce 1885.%
Od té doby se tetrazoly zacaly postupné objevovat ve vsech oblastech organické
chemie. Své uplatnéni nasly i ve farmaceutické chemii. Tetrazolovy kruh lze najit
ve skupiné inhibitorl receptori pro angiotenzin Il (tzv. "sartany"), jejichz prvnim
reprezentativnim zastupcem byl losartan (Obrazek 17).>* Daléim pouzivanym lé¢ivem
obsahujicim tetrazol ve své struktufe je tomelukast ze skupiny antileukotriend.®
Dalsi biologicky aktivni latky obsahujici tetrazolovy kruh spadaji naptiklad do téchto
skupin: antibiotika, antimykotika, antidiabetika, inhibitory NO-syntazy, nesteroidni

antiflogistika, antivirotika a latky ovliviiujici glutamatové receptory.*®

Cl
\
!\l:N N)\BU

Obrazek 17: Struktura 2-fenyl-2H-tetrazol-5-karbonitrilu a losartanu

6.2 Chemické vlastnosti 5-substituovanych tetrazoli

Tetrazoly obsahuji volnou vazbu N-H, ktera je zodpovédna za jejich kysely charakter.
Po deprotonizaci jsou schopné stabilizovat negativni naboj delokalizaci elektron
v aromatickém kruhu. Jejich pK; je velice podobné pK, karboxylovych kyselin a jsou
povazovany za relativné silné N-H kyseliny. Z toho také vyplyva, Ze tetrazoly jsou
rozpustné ve vodnych roztocich zasad. Vzhledem k jejich fyzikdlné-chemickym
vlastnostem a prostorovému usporadani se vyuZivaji jako metabolicky stabilni

bioizosterni analogy karboxylovych kyselin (Obrazek 18).
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0] N<p 3 N<pn 2
_ N =N
OH 1”’ 2 1N/ )
(1H) (2H)

Obrazek 18: 5-ST jako bioizosterni nahrada karboxylovych kyselin a jejich tautomery

5-ST existuji ve dvou tautomernich formach : 1H- a 2H-tautomery (Obrazek 18).
S tim také souvisi problém pfi substituci 5-ST, pti které vznika ve vétsiné pripadd smés
obou izomer(l. Vzhledem k vyraznéjsi delokalizaci elektronl u 2H-tautomerni formy
je tato forma stabilnéjsi v plynném stavu, v roztocich je pak pomér tautomer( silné

ovlivnén polaritou rozpoustédla.?’

6.3 Syntéza 5-substituovanych tetrazolii

V roce 1958 Finnegan publikoval pfevratny zplsob syntézy 5-ST vyuzZivajici reakci nitrilu
a anorganického azidu. Jak je uvedeno ve schématu nize (Schéma 1), reakce se ucastnil

azid sodny s chloridem amonnym v prostfedi N,N-dimethylformamidu (DMF).®

N NaN;, NH,CI HN-N,
2T — N
R DMF, 100-125°C g~ SN

Schéma 1: Finneganova metoda pfFipravy 5-ST

Tento zpUsob ptipravy pfinesl zkraceni reakéni doby, zvyseni vytézku a stal se zakladem

novych metod a modifikaci p¥ipravy 5-ST, které Ize rozdélit do t¥i skupin:*
e reakce v kyselém prostiedi nebo kysele katalyzované,
e reakce s vyuZzitim Lewisovych kyselin,

e reakce s vyuzitim azidl organokovovych a organokremicitych sloucenin.

6.3.1 Reakce v kyselém prostredi nebo kysele katalyzované

Do této skupiny Ize zahrnout samotnou Finneganovu reakci, pfi které molekula azidu
napada atom uhliku v molekule nitrilu. S nejvétsi pravdépodobnosti dochazi nejdrive

ke vzniku meziproduktu imidoylazidu, ktery nasledné cyklizuje a vznika tak tetrazolovy
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kruh (Schéma 2).3 Kladny parcidlni ndboj na atomu uhliku nitrilu je pro reakci velice
dllezity. Elektronakceptorové substituenty nitrilu snizuji aktivacni energii a zvySuji
tak reaktivitu nitril( vic¢i aziddm. Nevyhodou této metody pfipravy je vznik toxického

a vybuéného azoimidu v reakéni smési.*

N NaN;, NH,CI NH HN-N,
oz T TR gy CEN| — N
R DMF R AN sy

Schéma 2: Pravdépodobny mechanismus Finneganovy reakce

Vyznamnd modifikace Finneganovy metody pfisla v roce 1998, kdy Koguro provedl|
reakci nitrilu s azidem sodnym a triethylamoniumchloridem za pouZiti toluenu jako
rozpou$tédla (Schéma 3).*° Vyhodou této modifikace je snadna izolace produkt(

extrakei do vody nebo do vodnych roztoka alkalii.*

N NaN, Et;N.HCI HN’N\N
R toluen, 30-100 °C g~ N’

Schéma 3: Kogurova metoda pripravy 5-ST

Také Kogurova metoda byla modifikovana a vylepSena napfiklad pouzitim mikrovinné
iradiace. Pro tento zpUsob pripravy bylo nutné nahradit toluen nitrobenzenem,
ktery vykazuje vyssi dipélovy moment, a proto je vhodnym rozpoustédlem
pro mikrovinny ohfev (Schéma 4). Tato metoda byla vyvinuta jiz dfive nasi pracovni
skupinou41 a spojuje vyhody predeslych postupl, jako je: dobrd vytéZnost reakce,

kratky reakéni ¢as a jednoduchd izolace.

N NaNs, Et;N.HCI H/I\[l\"\f\N
R PhNO,, MW RSN

Schéma 4: Modifikace Kogurovy metody za pouZiti mikrovinné iradiace

27



6.3.2 Reakce s vyuzitim Lewisovych kyselin

Jiz v roce 1958 pouzil Finnegan ve své praci fluorid bority jako Lewisovu kyselinu.
Vysledky vSak byly horsi nez pti pouziti chloridu amonného a Finnegan se ddle
Lewisovymi kyselinami nezabyval.?® Jako Lewisovu kyselinu Ize pouZit také slougeniny

hliniku (Schéma 5). V obou pfipadech je nutna prace v bezvodém prostiedi.*

N AI(N) HN-N,
oz B g N
R THF, 80 °C RSN

Schéma 5: Priprava 5-ST s vyuZitim azidu hlinitého jako Lewisovy kyseliny

Pralomova byla prace Sharplesse®, ktery zvolil jako Lewisovu kyselinu bromid
zineCnaty a jako rozpoustédlo pouZil vodu (Schéma 6). Béhem reakce vznikaji
komplexni slou¢eniny zinku s danym nitrilem, ¢imz dochazi k vyraznéjsi polarizaci
nitrilové skupiny a ke snizeni aktivacni energie. Vyhodou této metody je jednoducha

izolace produktu okyselenim reakcni smési a naslednou filtraci. Nevyhodou je nutnost

pouziti vysokého tlaku a vysokych teplot u méné reaktivnich nitrila. >
NaNj, ZnBr. -N,
AN TR H/NL\ "N
R H,0, 100-170 °C R7SN

Schéma 6: Sharplessova metoda pripravy 5-ST

6.3.3 Reakce s vyuzitim azidd organokovovych a organokiemicitych
sloucenin

V roce 1968 byla popsana schopnost trimethylsilylazidu reagovat s nitrily za vzniku

5-ST. Vyhodou byla jeho stabilita, rozpustnost v organickych rozpoustédlech a relativné

vysoka teplota varu (95-96 °C). Nicméné bud' tyto reakce vedly k malym vytézkim

nebo v pripadé méné reaktivnich nitrill reakce s trimethylsilylazidem prakticky

neprobéhly.*?

Ve vyssich vytéZcich Ize ziskat 5-ST vyuZitim trialkylcinazidu (Schéma 7).***°

Vytéznost téchto reakci je zachovana i v pripadé nitrild se stericky naro¢nou substituci.
Nevyhodou je pouZiti vysoce toxickych reaktant( cinu, které je nutné z produktu

dGsledné odstranit.®
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Schéma 7: Priprava 5-ST s vyuZitim trialkylcinazidu

6.4 Funkcionalizace 5-substituovanych tetrazolii

Diky svym chemickym vlastnostem jsou 5-ST schopné reagovat s celou fadou
elektrofilnich sloucenin. Pfi substituci 5-ST vznika témér vidy smés 1- a 2-regioizomera
v rlizném poméru (Schéma 8). Tyto produkty je obvykle zapotfebi chromatograficky

oddélit.

R
“N-N

N
R/L\N

—>
_N
N —
)\%,N R—X
R -X
4>

Schéma 8: Alkylace 5-ST

Pomér izomerQ vzniklych béhem reakce zdlezi na reakcni teploté a vlastnostech
substituentu tetrazolu v poloze 5. Zatimco vyssi teploty vedou ke zvySenému vytézku
1-regioizomer(, vyraznéjsi elektronakceptorové vlastnosti substituentu v poloze 5
zvysSuji podil 2-regioizomeru. Objemné substituenty Fidi substituci do polohy 2

tetrazolového kruhu.*®

Bylo zjiSténo, Ze pfi substitucnich reakcich provadénych v aprotickych
rozpoustédlech dochazi ke vzniku amoniovych soli 5-ST, ve kterych je atom dusiku
v poloze 1 tetrazolového kruhu vdzan vodikovou vazbou k atomu dusiku pouzité baze

(Obrazek 19).

Obrdzek 19: Struktura amoniové soli 5-ST
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Predpokladalo se, Ze existence takového komplexu orientuje substituci do polohy 2
tetrazolového kruhu a tuto hypotézu potvrdila i reakce triethylamoniové soli 5-ST
s methylvinylketonem (Schéma 9).*’ Nicméné tato hypotéza byla pozdéji popiena,
protoze pfi substituci tetrazolu obsahujiciho méné objemny substituent v poloze 5

dochazelo ke vzniku obou regioizomer( ve srovnatelném poméru.*®

Et;N-HN-N S /NCNN o N"N\NWJZ
/’\\N/N+j —>R\N'“\\/<+ N:<
R

R

Schéma 9: Reakce triethylamoniové soli 5-ST s methylvinylketonem

Pro selektivni pfipravu 2,5-disubstituovanych tetrazol( lze provést substituci 5-ST
v silné kyselém prostfedi. V tomto prostfedi se totiz tetrazoly chovaji jako baze a vazi
vodikovy proton na atom dusiku v poloze 4 za vzniku tetrazoliové soli. V této chvili
se mlze elektrofil vazat na atom dusiku tetrazolu v poloze 2 nebo 3, a tak vznikaji

48a-c

2,5-disubstituované tetrazoly. Konkrétnim prikladem muze byt reakce 5-ST

se sekundarnimi/terciarnimi alkoholy v kyseliné sirové (Schéma 10).*

HN’N\N R'OH, 96% H,S0, N=N

. > N-R'
pu 2

R” N R

Schéma 10: Priprava 2,5-disubstituovanych tetrazolii v silné kyselém prostredi

Jelikoz vétsina substituci vede ke vzniku smési 1- a 2-regioizomer(, je zapotrebi tyto
produkty rozlisit. Pro to je moiné vyuZit nizsi retence 2-regioizomerl na silikagelu.
Tyto izomery tedy vykazuji vyssi hodnoty R¢ (retencni faktor), coz také potvrzuje jejich
nizsi polaritu ve srovnani s 1-regioizomery. Jednotlivé regioizomery lze jednoznacné
hodnotami chemickych posunt tetrazolového uhliku a methylenové skupiny vazané
na atom dusiku tetrazolu v poloze 1 nebo 2. Hodnoty chemickych posunt
u 2-regioizomerll odpovidaji nizSimu poli (okolo 160 ppm pro uhlik tetrazolu)

ve srovnani s 1-regioizomery (okolo 150 ppm pro uhlik tetrazolu).
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6.5 Priprava antituberkuloticky aktivnich derivata tetrazolu

6.5.1 Priprava substituovanych 2- a 1-benzyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-
tetrazolii

Latky tohoto typu budou pfipraveny substituci 5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazolu (1),
ktery byl pfipraven na katedfe anorganické a organické chemie v minulych letech.
Jako alkylaéni ¢inidlo bude pouzit rGzné substituovany benzylchlorid (Schéma 11).
Reakce budou probihat v prostfedi acetonitrilu za pouziti triethylaminu jako baze
a reakéni smés bude zahfivdana k varu pod zpétnym chladi¢em. Pfi substitucnich
reakcich budou vyuzity kyselé vlastnosti tetrazolu a moznost vytvoreni tetrazolatového

aniontu, ktery je schopen reagovat s elektrofilnimi slou¢eninami.

R Cl

N NO,

— _N

NO, NO, E' \>_Q

N-N Et;N y n=N N

,\'ll > \ ,\Il / + N02
~N CH4CN / ~N J
H NO, . NO, \{
| R

Schéma 11: Priprava substituovanych 2- a 1-benzyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazol

6.5.2 Priprava derivatu tetrazolu obsahujicich nasyceny dusikaty
heterocyklus

Vzhledem k chemickym vlastnostem 5-ST bude vhodné i v tomto pripadé wvyuzit

substituéni reakce. V prvni fazi bude provedena alkylace vychoziho tetrazolu | podle

nasledujiciho obecného schématu (Schéma 12). Pfi alkylaci 1,2-dichlorethanem

nebude pouZit acetonitril jako rozpoustédlo. V této reakéni smési bude

1,2-dichlorethan plnit funkci alkylaéniho cinidla i rozpoustédla. Pfi této reakci hrozi

spontanni eliminace na vinyl derivat.
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N02 N02

N _N
Qe e i Q
N n CH4CN X NN

N02 N02

X =Cl, Br
n=2,3,4

Schéma 12: Alkylace vychoziho tetrazolu |

Takto pfipravend alkylacni cinidla bude mozné dale pouzit k alkylaci rlznych
nasycenych dusikatych heterocykld (Schéma 13). Reakce probéhnou v prostiedi
acetonitrilu za pouziti K,CO3 nebo triethylaminu jako baze. Reakéni smés bude

zahtivana k varu. U chlorethyltetrazolu opét hrozi spontanni eliminace na vinyl derivat.

NO, Y NO,
N’fN N K2003/ Et3N NﬁN
X "Ij / * [ j CH4CN Y/\l\\l ’\I‘ 7
N y 3 LN NN
NO, NO,
X =Cl, Br
Y = NCHj3; O; NBn
n=2 3,4

Schéma 13: Alkylace nasycenych dusikatych heterocyklii
pripravenymi alkylacnimi cinidly

6.5.3 Prevedeni pfipravenych derivatl tetrazolu obsahujicich N-
benzylpiperazin na jejich dihydrochloridy

Dva derivaty tetrazolu obsahujici N-benzylpiperazin a pripravené podle postupu

uvedeného v kapitole 6.5.2 budou prevedeny na jejich ve vodé rozpustné

dihydrochloridy (Schéma 14). Reakce bude provedena pomoci 1M kyseliny

chlorovodikové, pricemz reakéni smés bude za stalého michani zahfivdna

az do Uplného rozpusténi vychozi latky. Je pfedpokladan kvantitativni priibéh reakce.

Ph NO: Ph NOz
q _N ag. HCI H =N
N N — N N
- . -
\\/NW N " Cl- \\/NHJ(/\)E/ N "
2 Cl- 2
n=1
n=2

Schéma 14: Priprava dihydrochloridii derivadtii tetrazolu
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6.6 Charakteristika oxadiazoli

V poslednich letech vyznam oxadiazol( ve farmaceutické chemii stale roste. Prikladem
mohou byt dvé latky ve fazi klinického testovani - zibotentan pro |écbu karcinomu
prostaty®® a ataluren pro lé¢bu cystické fibrézy>* (Obrazek 20). Na trh byl jiz uveden
raltegravir.”” Jednd se o antiretroviralni latku uréenou k 16¢bé HIV infekce. VyuZitim
oxadiazolll ve farmaceutické chemii se zabyvda mnoho laboratofi po celém svété
za UCelem 1é¢by raznych onemocnéni zahrnujici diabetes™, obezitu®, zanétliva™

a infek&ni onemocnéni®.

N-N o~ F
</ ! C)\\ H\(j\ O\N
_Q” N
=
X
| OH
N~
zibotentan ataluren
O
N- ~ OH F
< LI T
YR
O (0]
raltegravir

Obrazek 20: Struktury latek obsahujicich oxadiazolovy kruh

Oxadiazolovy kruh muze existovat v nékolika rliznych regioizomernich formach: dva
1,2,4-regioizomery (v  pripadé asymetrické substituce); 1,3,4-regioizomer
a1,2,5-regioizomer (Obrazek 21), pficemZz posledni jmenovany je méné casty.
1,3,4-regioizomer vykazuje ve srovnani s 1,2,4-regioizomery nizsi lipofilitu, lepsi
rozpustnost ve vodé a priznivéjsi ADME vlastnosti (absorpce, distribuce, metabolismus

a exkrece).”’

N-O
R1 /« N/)\ R2 N=N R2 R1
o-N R~ Rz NN
R1/<\N»\R2
1,3,4-oxadiazoly 1,2,5-oxadiazoly

1,2,4-oxadiazoly

Obrazek 21: MozZné regioizomerni formy oxadiazolového kruhu
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6.7 Priprava derivati oxadiazolu reakci chloridu kyseliny s
tetrazolem |

Ve snaze nalézt dalsi antituberkuloticky aktivni latky bude dalsi ¢ast prace zamérena
na 1,3,4-oxadiazol jako moZnou bioizosterni ndhradu za 2,5-disubstituovany tetrazol.
Jednou z mozZnosti jak pfipravit derivaty 1,3,4-oxadiazolu je preména tetrazolového
cyklu na oxadiazolovy dle nasledujiciho schématu (Schéma 15).°® Nejdfive bude nutné
pfipravit halogenidy karboxylovych kyselin reakci chloridu thionylu s vychozimi
karboxylovymi kyselinami. Nasleduje reakce pripravenych halogenidl s vychozim
tetrazolem |, pficemz by mélo dochazet k eliminaci dusiku a uzavieni oxadiazolového
kruhu. Tato reakce bude provedena v prostfedi bezvodého toluenu za pouziti

triethylaminu jako baze za podminek konvenéniho ohfevu pod zpétnym chladi¢em.

O,N H O,N Qy
N<p O N- )\\ R
1 + //< —_— 7 N)
\ R |
-N .
N N=
O2N O,N
| \
OoN
,/\O_
N2 + (-:F//N N Nék
R
O,5N

Schéma 15: Priprava oxadiazolového kruhu z tetrazolu
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6.8 Priprava derivati oxadiazolu reakci hydrazidu s 3,5-
dinitrobenzoylchloridem a ndslednym uzavienim
oxadiazolového kruhu

Dalsi mozZnosti jak pfipravit derivaty 1,3,4-oxadiazolu je pouZiti ¢tyf po sobé

nasledujicich reakci, jak je uvedeno v nasledujicim schématu (Schéma 16).

(a) H,SOy4, EtOH; (b) monohydrat hydrazinu, EtOH;
(c) 3,5-dinitrobenzoylchlorid, N,N-diisopropylethylaminu (DIPEA)/triethylamin, CH,Cl,;
(dq) SOCI,, THF / (d,) triethylamin, p-toluensulfonylchlorid, CH,Cl,

Schéma 16: Ctyikrokovd syntéza derivdtii 1,3,4-oxadiazolu

Prvnim krokem syntézy bude esterifikace vychozich kyselin. Tyto kyseliny budou
rozpustény v ethanolu, nasledné bude pridano katalytické mnozstvi kyseliny sirové
a reakéni smés bude zahfivana k varu. Pfipravené estery reaguji s monohydratem
hydrazinu v prostfedi ethanolu za vzniku hydrazid( vychozich kyselin. Po izolaci
hydrazid bude provedena jejich acylace 3,5-dinitrobenzoylchloridem v prostifedi
dichlormethanu za pouziti N,N-diisopropylethylaminu (DIPEA) nebo triethylaminu
jako baze. Poslednim krokem syntézy bude uzavieni oxadiazolového kruhu.
Pro pfipravu téchto cilovych produktl budou pouzity dvé metody. Prvni metodou bude
reakce v prostitedi chloridu thionylu za pouziti tetrahydrofuranu (THF)
jako rozpoustédl|a. Pti druhém postupu budou zvoleny mirnéjsi podminky. Reakce bude
provadéna v bezvodych podminkach Vv prostredi triethylaminu

a p-toluensulfonylchloridu za pouziti dichlormethanu jako rozpoustédla.
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6.9 Priprava oxadiazolu 19a a jeho dihydrochloridu 19b

NO, ¥ Ph\\N NO,
N
BrWSWOVQ L
N=N N CH4CN S%O ; NO,
NO; gy N-N
Il 19a
Ph NO Ph
\\N/\\N 2 \\H/\\NH NO
.HCI N 2
_/ 29 [ \\\
- Cl-
S ° NO, Cl- o
Y S
N-N \T\\l ] NO,
19a 19b

Schéma 17: Priprava oxadiazolu 19a a jeho dihydrochloridu 19b

Nakonec bude jesté pripraven oxadiazolovy derivat obsahujici siru ve spojovacim
fetézci mezi oxadiazolovym kruhem a nasycenym dusikatym heterocyklem. K alkylaci
nasyceného dusikatého heterocyklu bude pouzito alkylaéni cinidlo Il pfipravené
jiz dfive na katedre anorganické a organické chemie Janem Némeckem. Pro reakci
budou pouzity 2 molarni ekvivalenty N-benzylpiperazinu, pficemZ druhy moldrni
ekvivalent bude plnit funkci baze. Ve vodé rozpustny dihydrochlorid pfipraveného
oxadiazolového derivatu bude pfipraven stejnym postupem jako v pripadé pfipravy

dihydrochloridt tetrazolovych derivata (viz kapitola 6.5.3).
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Chemikdlie a pristroje

Chemikalie, které jsme pouzili pti praci, byly zakoupeny od spole¢nosti Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Némecko) a nebyly dale ciStény. Rozpoustédla, kterd jsme pouzili
pfi reakcich ¢i jako soucast mobilni faze, byla zakoupena od spole¢nosti Sigma-Aldrich

a Lach-Ner Neratovice (Ceska republika).

Vychozi 5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazol (I) a oxadiazolovy derivat Il byly

pfipraveny na Katedfe anorganické a organické chemie FaF UK v minulych letech.

Pti sloupcové chromatografii jsme jako staciondrni fazi pouzili Kieselgel 60
(0,040-0,063 mm) spolecnosti Merck (Darmstadt, Germany). Pro tenkovrstvou
chromatografii jsme pouZili desky od spolecnosti Merck (Silica gel 60 F254, aluminium

back). Detekci jsme provadéli pod UV lampou a to pfi vinové délce 254 nm.

U pfipravenych latek byla méfena NMR spektra na pfistroji Varian pracujicim
pFi 500 MHz pro *H a 126 MHz pro C (Varian, Palo Alto, CA, USA). Elementérni analyza
(C, H, N, S) byla provedena pomoci pfistroje Fisons EA 1110 CHNS-O (Fisons

Instruments S.p.A., Mildn, Italie).

Teploty tani pfipravenych pevnych latek jsme méfili pomoci Koflerova bloku.
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7.2 Priprava substituovanych 2- a 1-benzyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-
1H-tetrazolu

Obecné schéma:

[¢]]

v NO,

N/N

NO, N NO, U

n-N Et;N Y. n=N N
N - N7 + NO,

N CH,CN, 82 °C ~N
H X

NO, NO,
I
YooX

X=F,Y=H 1a 1b
X=H,Y =CH, 2a 2b
X=Cl,Y=H 3a 3b
X = OCHg, Y = H 4a 4b

Obecny postup pripravy ldtek série 1-4:

Vychozi tetrazol | jsme nechali reagovat se substituovanym benzylchloridem

v prostfedi acetonitrilu a triethylaminu. Reakéni smés jsme zahfivali k varu
pod zpétnym chladi¢em po dobu 1,5-9 hodin a monitorovali pomoci TLC (tenkovrstvé
chromatografie). Po ukonceni reakce jsme odpafili acetonitril na vakuové odparce
a odparek jsme rozpustili v ethyl-acetatu (40-50 ml). Ethyl-acetat jsme vytrepali
s10% roztokem Na,CO3z; (2 x 25 ml) a s20% roztokem NaCl (1 x 20 ml).
Ethyl-acetatovou fazi jsme vysusili pomoci bezvodého siranu sodného a zahustili

na vakuové odparce. Produkty jsme rozdélili pomoci sloupcové chromatografie.

7.2.1 Priprava 2- a 1-(3-fluorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazoll 1a

alb
NO,
_N
NO, E' \
N=N N
Ly NO,
NN
F NO,
1a

1b

Obrazek 22: Struktura pripravovanych 3-fluorbenzyl derivati 1a a 1b
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Latky jsme pripravili dle obecného postupu 7.2.:

— Poutili jsme 0,5 g vychoziho tetrazolu 1 (2,12 mmol);
0,23 ml 3-fluorbenzylchloridu (1,91 mmol); 0,29 ml triethylaminu (2,12 mmol).
— Reakéni smés jsme zahfivali k varu po dobu 1,5 hodiny.
— PrUbéh reakce jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze: hexan : ethyl-acetat,
4:1).
— Produkty jsme ziskali pomoci sloupcové chromatografie (mob. faze: hexan :

ethyl-acetat, 6:1).

2-izomer: 5-(3,5-dinitrofenyl)-2-(3-fluorbenzyl)-2H-tetrazol (1a)

Vzhled: biloSeda krystalicka latka
Molarni hmotnost: 344,26 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 0,655 g

Prakticky vytéZek: 0,168 g (26 %)

'H NMR (500 MHz, CD3COCDs): 6 9,20 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 9,05 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 7,53 —
7,45 (m, 1H), 7,38 — 7,35 (m, 1H), 7,34 — 7,30 (m, 1H), 7,20 — 7,15 (m, 1H), 6,12 (s, 2H)

13C NMR (126 MHz, CD;COCDs): & 163,66 (d, J = 245,3 Hz), 162,93, 150,14, 137,14 (d, J
= 7,8 Hz), 131,85 (d, J = 8,3 Hz), 131,47, 127,06, 125,45 (d, J = 3,1 Hz), 120,66, 116,58
(d,J=21,1 Hz), 116,32 (d, J = 22,7 Hz), 57,10

Elementarni analyza:
= vypocteno: C, 48,84; H, 2,64; N, 24,41
* nalezeno: C, 48,97; H, 2,80; N, 24,49

Teplota tani: 145-148 °C

1-izomer: 5-(3,5-dinitrofenyl)-1-(3-fluorbenzyl)-1H-tetrazol (1b)

Vzhled: biloSeda krystalickd latka
Molarni hmotnost: 344,26 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,655 g
Prakticky vytézek: 0,024 g (4 %)
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7.2.2 Priprava 2- a 1-(4-methylbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazoll

2aa2b
NO,
NO, N’N\: <:§
/N 1]
N~= N\N
R
\QVN‘N :<< NO,
NO,

2a
2b

Obradzek 23: Struktura pripravovanych 4-methylbenzyl derivatii 2a a 2b

Ldatky jsme pripravili dle obecného postupu 7.2.:

— Pro reakci jsme pouzili 0,5 g vychoziho tetrazolu | (2,12 mmol); 0,25 ml
4-methylbenzylchloridu (1,91 mmol); 0,29 ml triethylaminu (2,12 mmol).

— Reakéni smés jsme zahtivali k varu po dobu 4 hodin.

— Prlbéh reakce jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze: hexan : ethyl-acetat,
6:1).

— Dva vznikajici regioizomery jsme oddélili pomoci sloupcové chromatografie.
Pro ziskani regioizomeru 2a jsme pouzili mob. fazi: hexan : ethyl-acetat, 15:1
a poté jsme pro ziskani regioizomeru 2b mobilni fazi zménili na: hexan : ethyl-

acetat, 4:1.

2-izomer: 5-(3,5-dinitrofenyl)-2-(4-methylbenzyl)-2H-tetrazol (2a)

Vzhled: biloSeda krystalicka latka
Molarni hmotnost: 340,30 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,649 g

Prakticky vytéZek: 0,563 g (87 %)

'H NMR (500 MHz, CD3COCD3): 6 9,18 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 9,04 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 7,41 (d,
J=8,1Hz,2H), 7,23 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,00 (s, 2H), 2,31 (s, 3H)

3¢ NMR (126 MHz, CD;COCD;): 6 162,74, 150,09, 139,64, 131,62, 131,54, 130,38,
129,49, 126,96, 120,55, 57,67, 21,09
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Elementarni analyza:
= vypocteno: C, 52,94; H, 3,55; N, 24,70
* nalezeno: C, 53,17; H, 3,19; N, 24,50

Teplota tani: 109-110 °C

1-izomer: 5-(3,5-dinitrofenyl)-1-(4-methylbenzyl)-1H-tetrazol (2b)

Vzhled: bild az nazloutla krystalickd latka
Molarni hmotnost: 340,30 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,649 g

Prakticky vytéZzek: 0,066 g (10 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 8,99 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,86 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 7,14 (d, J =
8,3 Hz, 2H), 7,11 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 5,76 (s, 3H), 2,24 (s, 3H)

C NMR (126 MHz, DMSO): & 151,66, 148,54, 138,08, 131,08, 129,78, 129,57, 128,16,
126,77, 120,87, 51,29, 20,81

Elementdrni analyza:
= vypocteno: C, 52,94; H, 3,55; N, 24,70
* nalezeno: C, 52,76; H, 3,38; N, 24,94

Teplota tani: 160-163 °C

7.2.3 Priprava 2- a 1-(3-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazol( 3a

a3b
NO,
NO, N’N\
N I
'\Iji N\N
3a
Cl
3b

Obrazek 24: Struktura pripravovanych 3-chlorbenzyl derivati 3a a 3b
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Latky jsme pripravili dle obecného postupu 7.2.:

Pouzili jsme 0,2 g vychoziho tetrazolu I (0,85 mmol);

97 ul 3-chlorbenzylchloridu (0,76 mmol); 0,12 ml triethylaminu (0,85 mmol).

— Reakéni smés jsme zahfivali k varu po dobu 9 hodin.

— V prubéhu reakce jsme reakéni smés monitorovali pomoci TLC (mob. faze:
hexan : ethyl-acetat, 6:1).

— K izolaci obou regioizomerd 3a a 3b jsme vyuzili sloupcovou chromatografii.

Pro oddéleni 2-regioizomeru 3a jsme pouzili mob. fazi: hexan : ethyl-acetat, 8:1.

Nasledné jsme pro izolaci 1-regioizomeru 3b tuto mobilni fazi zménili

na mobilni fazi: hexan : ethyl-acetat, 4:1.

2-izomer: 2-(3-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol (3a)

Vzhled: biloseda krystalicka latka
Molarni hmotnost: 360,71 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,275 g

Prakticky vytézek: 0,133 g (48 %)

'H NMR (500 MHz, CD;COCDs): 6 9,19 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 9,05 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 7,60 —
7,59 (m, 1H), 7,51 — 7,42 (m, 3H), 6,11 (s, 2H)

3¢ NMR (126 MHz, CD;COCD;): 6 162,94, 150,13, 136,82, 135,06, 131,58, 131,44,
129,84, 129,49, 128,09, 127,06, 120,66, 57,03

Elementdrni analyza:
= vypocteno: C, 46,62; H, 2,52; N, 23,30
* nalezeno: C, 46,92; H, 2,29; N, 23,15

Teplota tani: 140-143 °C

1-izomer: 1-(3-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazol (3b)

Vzhled: biloSeda krystalicka latka
Molarni hmotnost: 360,71 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,275 g
Prakticky vytézek: 0,012 g (4 %)
Teplota tani: 139-141 °C
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7.2.4 Priprava 2- a 1-(3-methoxybenzyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-
tetrazol( 4a a 4b

-N
NO, NN
,\FN NN
/
O NO, O
4a

4b

Obradzek 25: Struktura pripravovanych 3-methoxybenzyl derivati 4a a 4b

Latky jsme pripravili dle obecného postupu 7.2.:

— Poutili jsme 0,2 g vychoziho tetrazolu I (0,85 mmol);
0,11 ml 3-methoxybenzylchloridu (0,76 mmol); 0,12 ml triethylaminu
(0,85 mmol).
— Reakéni smés jsme zahtivali k varu po dobu 9 hodin.
— Reakci jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze: hexan : ethyl-acetat, 6:1).
— 2 vznikajici regioizomery jsme oddélili pomoci sloupcové chromatografie.
Pro oddéleni 2-regioizomeru 4a jsme pouzili mob. fazi: hexan : ethyl-acetat, 8:1.
Pro izolaci 1-regioizomeru 4b jsme tuto mobilni fazi nasledné zaménili

za mobilni fazi: hexan : ethyl-acetat, 4:1.

2-izomer: 5-(3,5-dinitrofenyl)-2-(3-methoxybenzyl)-2H-tetrazol (4a)

Vzhled: béZova krystalickd latka
Molarni hmotnost: 356,30 g/mol
Teoreticky vytéiek: 0,272 g
Prakticky vytézek: 0,183 g (67 %)

'H NMR (500 MHz, CD;COCDs): & 9,19 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 9,05 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 7,33 (t,
J=7,9 Hz, 1H), 7,10 — 7,05 (m, 2H), 6,97 — 6,93 (m, 1H), 6,03 (s, 2H), 3,79 (s, 3H)

3C NMR (126 MHz, CDsCOCDs): & 162,81, 161,01, 150,12, 135,98, 131,52, 130,95,
127,01, 121,41, 120,59, 115,15, 115,01, 57,74, 55,60
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Elementarni analyza:
= vypocteno: C, 50,57; H, 3,39; N, 23,59
®* nalezeno: C, 50,51; H, 3,52; N, 23,93

Teplota tani: 104-105 °C

1-izomer: 5-(3,5-dinitrofenyl)-1-(3-methoxybenzyl)-1H-tetrazol (4b)

Vzhled: bézova krystalickd latka
Molarni hmotnost: 356,30 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,272 g
Prakticky vytéZzek: 0,055 g (20 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 8,99 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,86 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 7,28 — 7,19
(m, 1H), 6,88 (dd, J = 8,3, 2,6 Hz, 1H), 6,82 (t, J = 2,2 Hz, 1H), 6,74 (d, J = 7,5 Hz, 1H),
5,78 (s, 2H), 3,69 (s, 3H)

13C NMR (126 MHz, DMSO): & 159,69, 151,76, 148,53, 135,52, 130,27, 129,80, 126,72,
120,89, 120,07, 114,25, 113,70, 55,26, 51,34

Elementdrni analyza:
= vypocteno: C, 50,57; H, 3,39; N, 23,59
= nalezeno: latka nebyla ziskana v dostatecné Cistoté

Teplota tani: 320 °C (rozklad)
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7.3 Priprava derivati tetrazolu obsahujicich nasyceny dusikaty

heterocyklus

Obrdzek 26: Obecny vzorec pfipravovanych derivatii tetrazolu
s nasycenym dusikatym heterocyklem

7.3.1 Priprava derivatt s dvouuhlikatym spojovacim fetézcem
NO,
N,N :<<
(\N/\/N‘N o
x i

X=NCH3 6a
X=0 6b

Obradzek 27: Obecny vzorec pfipravovanych Ilatek 6a a 6b

7.3.1.1 Priprava 2-(2-chlorethyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazolu (5a)

Obecné schéma:

N02 NO2
'T‘l/ N\ N U L . EtsN N =N ’Tr'N
cl /
N‘” 62 °C CI/\/N‘N H2C§/N\N
NO,

NO,
5a 5b
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Postup:

Vychozi tetrazol I (0,75 g; 3,18 mmol) jsme rozpustili v 15 ml 1,2-dichlorethanu,
ktery v reakéni smési plnil funkci rozpoustédla a alkylaéniho ¢inidla. Jako bazi jsme
pridali triethylamin (0,44 ml; 3,18 mmol). Reakce probihala 9,5 hodiny za stalého
michani pod zpétnym chladi¢em na olejové lazni vytemperované na 62 °C. Pomoci TLC
(mob. faze: hexan : ethyl-acetat, 2:1) jsme zjistili, Ze vznikaly 2 produkty - cilovy
produkt 5a a vedlejsi produkt 5b. Po ukonceni reakce jsme odpafili rozpoustédlo
na vakuové odparce a odparek jsme rozpustili v ethyl-acetdtu (60 ml), ktery jsme
poté vytiepali s 10% roztokem Na,CO3 (2 x 25 ml) a s 20% roztokem NaCl (1 x 20 ml).
Nakonec jsme organickou fazi wvysusili bezvodym siranem sodnym a zahustili
na vakuové odparce. Oba produkty jsme izolovali s vyuzitim sloupcové chromatografie

(mob. faze: hexan : ethyl-acetat, 6:1).

Cilovy produkt: 2-(2-chlorethyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol (5a)

Vzhled: Sedobila krystalicka latka
Molarni hmotnost: 298,64 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,949 g

Prakticky vytéZzek: 0,362 g (38 %)

'H NMR (500 MHz, CD3COCD3): 6 9,25 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 9,10 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 5,30 —
5,27 (m, 2H), 4,39 — 4,33 (m, 2H)

C NMR (126 MHz, CD3COCD3): § 162,79, 150,19, 131,41, 127,04, 120,72, 56,00, 42,45

Elementarni analyza:
= vypocteno: C, 36,20; H, 2,36; N, 28,14
= nalezeno: C, 36,70; H, 2,23; N, 28,08

Teplota tani: 113-114 °C

Vedlejsi produkt:  5-(3,5-dinitrofenyl)-2-vinyl-2H-tetrazol (5b)

Vzhled: nazZloutld leskla krystalicka latka
Molarni hmotnost: 278,23 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,884 g

Prakticky vytézek: 0,056 g (6 %)
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'H NMR (500 MHz, DMSO): 6 9,09 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 8,97 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 7,99 (dd, J
= 15,4, 8,7 Hz, 1H), 6,35 (dd, J = 15,4, 1,8 Hz, 1H), 5,68 (dd, J = 8,7, 1,8 Hz, 1H)

3C NMR (126 MHz, DMSO): 6 161,31, 148,99, 130,39, 129,26, 126,52, 120,42, 111,18

Elementdrni analyza:
= vypocteno: C, 41,23; H, 2,31; N, 32,05
* nalezeno: C, 44,22; H, 2,82; N, 29,66

Teplota tani: 109 - 112 °C

7.3.1.2 Alkylace nasyceného dusikatého heterocyklu pripravenym
chlorethyltetrazolem 5a

Obecné schéma:

_ KCO; N,N
s [ ) :
N CH3CN, 82 C H2C\ \N

5a

2

X=NCH;  6a(0%)
X=0 6b (0%)

Postup:

Chlorethyltetrazol 5a (0,1 g; 0,33 mmol) jsme nechali reagovat s N-methylpiperazinem
(48 ul; 0,44 mmol) resp. morfolinem (38 pl; 0,44 mmol). Reakce probihala
v acetonitrilu za pouziti uhli¢itanu draselného (0,046 g; 0,33 mmol) jako baze. Reakéni
smés jsme zahfivali na 82 °C pod zpétnym chladicem po dobu 4,5 hodiny
a monitorovali jsme ji pomoci TLC (mob. faze: hexan : ethyl-acetdt, 4:1). Reakci jsme
ukoncili, acetonitril jsme odpafili pomoci vakuové odparky a odparek jsme rozpustili
v ethyl-acetdtu (30 ml), ktery jsme vytfepali s 10% roztokem Na,COs3 (2 x 20 ml) a s 20%
roztokem NaCl (1 x 20 ml). Poté jsme tuto organickou fazi vysusili bezvodym siranem
sodnym a zahustili na vakuové odparce. Produkt jsme izolovali pomoci sloupcové
chromatografie: u reakce s N-methylpiperazinem jsme pouzili mob. fazi: hexan : ethyl-
acetdt, 2:1 a u reakce s morfolinem mob. fazi: hexan : ethylacetat, 8:1. Srovnanim
s chromatogramem vinylového derivatu 5b a ovérenim shody pomoci NMR jsme zjistili,

Ze pfi reakci vznika kvantitativné vinylovy derivat 5b.
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Produkty 1-(2-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)ethyl)-4-methylpiperazin (6a)
a 4-(2-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)ethyl)morfolin (6b) se nam tedy nepodatilo

izolovat.

7.3.2 Priprava derivatt s tfiuhlikatym spojovacim fetézcem

NO,
_N :
N=
)\(\/j’\\l\/\/’\lj\N/
NO,
X=NCH; 8
X=0 9

X =NBn 10a

Obrazek 28: Obecny vzorec pripravovanych latek 8, 9 a 10a

7.3.2.1 Priprava 2-(3-brompropyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazolu (7)

Obecné schéma:

NO, NO,
_N _N
N Et;N N=
N @ R No
N CH4CN,82°C  Br~_~~~""N
N02 N02
I 7

Postup:

0,75 g vychoziho tetrazolu I (3,18 mmol) jsme rozpustili v 15 ml acetonitrilu a pridali
triethylamin (0,44 ml; 3,18 mmol). Nakonec jsme pfidali alkylacni Ccinidlo
1,3-dibrompropan (1,62 ml; 15,88 mmol) a reakéni smés jsme za neustalého michani
zahtivali pod zpétnym chladi¢em na olejové lazni pfti teploté 82 °C po dobu 5 hodin.
Pribéh reakce jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze: hexan : ethyl-acetat, 2:1).
Reakci jsme ukoncili, odpafili jsme acetonitril na vakuové odparce, odparek jsme
rozpustili v ethyl-acetdtu (60 ml) a ten jsme vyttepali s 10% roztokem Na,CO3; (2 x 25

ml) a s 20% roztokem NaCl (1 x 20 ml). Poté jsme organickou fazi vysusili pomoci
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bezvodého siranu sodného a ethyl-acetat jsme odpatili na vakuové odparce. Pro izolaci

produktu 7 jsme poutzili sloupcovou chromatografii (mob. faze: toluen).

2-(3-brompropyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol (7)

Vzhled: naZloutld krystalicka latka
Molarni hmotnost: 357,12 g/mol
Teoreticky vytézek: 1,134 g
Prakticky vytézek: 0,680 g (60 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): 6 9,05 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 8,95 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 4,96 (t, J =
6,7 Hz, 2H), 3,61 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,60 — 2,54 (m, 2H)

3C NMR (126 MHz, DMSO): & 161,42, 149,00, 129,78, 126,27, 120,11, 51,96, 31,74,
30,83

Elementdrni analyza:
= vypocteno: C, 33,63; H, 2,54; N, 23,53
* nalezeno: C, 34,47; H, 2,54; N, 23,17

Teplota tani: 95-97 °C

7.3.2.2 Alkylace nasyceného dusikatého heterocyklu pripravenym
brompropyltetrazolem 7

Obecné schéma:

NO, NO,
H
n=N N K,CO4 N=N
6 Ny 1) s N
'~ X CH4CN, 82 °C L_N_~""N
NO, NO,
7
X =NCH, 8
X=0 9
X=NBn 10a
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a) Postup pripravy derivatu 8 a 9:

Nejprve jsme do barnky vlozili K,CO3 (0,039 g; 0,28 mmol), ke kterému jsme pridali
10 ml acetonitrilu a 40 ul N-methylpiperazinu (0,36 mmol) resp. 31 pl morfolinu
(0,36 mmol). Nakonec jsme pfridali produkt predchozi reakce, brompropyltetrazol 7
(0,1 g; 0,28 mmol). Tuto reakéni smés jsme zahftivali za stalého michani na olejové lazni
pod zpétnym chladi¢em na teplotu 82 °C po dobu 5 hodin. Reakci jsme monitorovali
pomoci TLC: pro derivat 8 (mob. faze: chloroform : methanol, 17:1) a pro derivat 9
(mob. faze: ethyl-acetat). Reakci jsme ukondili a reakéni smés jsme prefiltrovali.
Acetonitril jsme odpatili na vakuové odparce, odparek jsme rozpustili v mobilni fazi
a produkty jsme izolovali pomoci sloupcové chromatografie: pro derivat 8 (mob. faze:

chloroform : methanol, 17:1) a pro derivat 9 (mob. faze: ethyl-acetat).

b) Derivat 10a jsme pripravili dle postupu a) s ndsledujicimi upravami:

Vychdzeli jsme z 1,834 g brompropyltetrazolu 7 (5,14 mmol), ktery jsme
rozpustili ve 100 ml acetonitrilu. Pfi této reakci jsme jako bazi nepoutzili K,COs,
ale pfridali jsme 2 molarni ekvivalenty N-benzylpiperazinu (1,810 g;
10,27 mmol).

— Reakéni smés jsme zahfivali na teplotu 82 °C po dobu 13 hodin a monitorovali
jsme ji pomoci TLC (mob. faze: chloroform : methanol, 19:1).

— Reakéni smés nebylo tfeba filtrovat.

— Po odpateni acetonitrilu jsme odparek rozpustili vethyl-acetdtu (80 ml),
ktery jsme vytfepali s 10% roztokem KHCOs3; (3 x 30 ml), vysuSili ho pomoci
bezvodého siranu sodného a tuto organickou fazi jsme zahustili na vakuové
odparce.

— Cilovy produkt 10a se nam podafilo izolovat pomoci sloupcové chromatografie

(mob. faze: chloroform a v pribéhu zdména za mob. fazi: chloroform :

methanol, 19:1).
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1-(3-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)propyl)-4-methylpiperazin (8)

Vzhled: Zluta olejovita latka
Molarni hmotnost: 376,38 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 0,105 g
Prakticky vytézek: 0,098 g (93 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): 6 9,05 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 8,95 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 4,84 (t, J =
6,9 Hz, 2H), 2,39 — 2,30 (m, 6H), 2,25 (brs, 4H), 2,22 —2,12 (m, 2H), 2,11 (s, 3H)

C NMR (126 MHz, DMSO): & 161,06, 148,89, 129,79, 126,04, 119,89, 54,74, 54,37,
52,56, 51,89, 45,73, 25,92

4-(3-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)propyl)morfolin (9)

Vzhled: Zluta krystalickd latka
Molarni hmotnost: 363,33 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,102 g
Prakticky vytézek: 0,092 g (90 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 9,06 (d, J= 2,1 Hz, 2H), 8,95 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 4,86 (t, J =
6,9 Hz, 2H), 3,53 (t, J = 4,7 Hz, 4H), 2,41 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,36 (t, J = 4,7 Hz, 4H), 2,24 —
2,17 (m,2H)

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 160,87, 148,80, 129,84, 125,82, 119,45, 66,01, 54,61,
53,00, 51,66, 25,41

Elementdrni analyza:
= vypocteno: C, 46,28; H, 4,72; N, 26,99
* nalezeno: C, 46,71; H, 4,67; N, 25,53

Teplota tani: 129-133 °C

1-benzyl-4-(3-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)propyl)piperazin (10a)

Vzhled: nazloutla olejovita latka
Molarni hmotnost: 452,48 g/mol
Teoreticky vytéiek: 2,324 g
Prakticky vytézek: 1,773 g (76 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): § 9,04 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 8,95 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 7,32 — 7,19
(m, 5H), 4,84 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 3,39 (s, 2H), 2,40 — 2,24 (m, 10H), 2,19 — 2,12 (m, 2H)
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3C NMR (126 MHz, DMSO): & 161,18, 148,99, 138,32, 129,90, 128,91, 128,25, 126,99,
126,17, 120,02, 79,33, 62,24, 54,53, 52,81, 52,01, 26,04

7.3.3 Priprava derivatu se ¢tyruhlikatym spojovacim rFetézcem

NO,
N=N

N\ /

A~ N
N
Ph\/@

Obradzek 29: Struktura pripravované latky 12a

NO,

7.3.3.1 Priprava 2-(4-brombutyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazolu (11)

Obecné schéma:

NO, NO,
_N _N
N Et;N N=
N@ r BNy N
H CH4CN, 82 °C g~ N
NO, NO,
I 1

Postup:

Navazili jsme 0,75 g vychoziho tetrazolu | (3,18 mmol) a rozpustili ho v 15 ml
acetonitrilu. Poté jsme pfidali 0,44 ml triethylaminu (3,18 mmol) a 1,87 ml
1,4-dibrombutanu (15,88 mmol). Tuto reakéni smés jsme zahfivali za stalého michani
na olejové lazni pod zpétnym chladi¢em na teplotu 82 °C po dobu 5 hodin. Reakci jsme
monitorovali pomoci TLC (mob. faze: hexan : ethyl-acetdt, 2:1). Po ukonceni reakce
jsme odpafrili acetonitril na vakuové odparce a odparek jsme rozpustili v ethyl-acetatu
(60 ml), ktery jsme vyttepali s 10% roztokem Na,COs3 (2 x 25 ml) a s 20% roztokem NaCl
(1 x 20 ml). Organickou fazi jsme vysusili pomoci bezvodého siranu sodného a ethyl-
acetdt jsme odpafili na vakuové odparce. Zbytku alkylaéniho ¢inidla 1,4-dibrombutanu
jsme se zbavili rozmichanim odparku v 30 ml hexanu (produkt 11 se v hexanu

nerozpousti) a naslednou filtraci. Ziskané krystaly jsme vysusili ve vakuu.
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2-(4-brombutyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol (11)

Vzhled: nazloutla krystalicka latka
Molarni hmotnost: 371,15 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 1,179 g
Prakticky vytézek: 0,740 g (63 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): 6 9,05 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 8,95 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 4,89 (t, J =
7,0 Hz, 2H), 3,60 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,21 — 2,06 (m, 2H), 1,96 — 1,83 (m, 2H)

C NMR (126 MHz, DMSO): & 161,35, 148,99, 129,78, 126,24, 120,08, 52,67, 34,22,
29,24, 27,60

Elementdrni analyza:
= vypocteno: C, 35,60; H, 2,99; N, 22,64
= nalezeno: C, 36,89; H, 2,81; N, 24,14

Teplota tani: 75-77 °C

7.3.3.2 Alkylace nasyceného dusikatého heterocyklu pfipravenym
brombutyltetrazolem 11

Obecné schéma:

NO
NO, b 2
N Nn=N
N$N>—Q [] EtsN I\IJ /
I / + 4> ~
N-< A~~~ N
g~~~ N N CHiCN, 82°C (N NO,
NO, o NI
Ph Ph\/
11 12a

Postup:

Produkt ptredchozi reakce, brombutyltetrazol 11 (0,450 g; 1,21 mmol), jsme nechali
reagovat s N-benzylpiperazinem (0,256 g; 1,45 mmol) v pfitomnosti acetonitrilu
a triethylaminu (0,17 ml; 1,21 mmol). Reakéni smés jsme zahfivali na 82 °C po dobu
24 hodin. Reakci jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze: hexan : ethyl-acetat,
2:1 + 1 % Et3N). Po ukonceni reakce jsme acetonitril odpafili na vakuové odparce
a odparek jsme rozpustili v ethyl-acetatu (60 ml), ktery jsme vytrepali s 10% roztokem

K,COs3 (2 x 25 ml) a s 20% roztokem NaCl (1 x 20 ml). Ethyl-acetat jsme poté vysusili
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bezvodym siranem sodnym a tuto organickou fazi jsme zahustili na vakuové odparce.
Produkt 12a jsme izolovali sloupcovou chromatografii (mob. faze: hexan : ethyl-acetat,

1:1 + 1 % Et3N).

1-benzyl-4-(4-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)butyl)piperazin (12a)

Vzhled: Zlutohnéda olejovita latka
Molarni hmotnost: 466,49 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 0,566 g
Prakticky vytézek: 0,430 g (76 %)

'H NMR (500 MHz, CDCls): 6 9,29 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 9,10 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 7,33 — 7,19
(m, SH), 4,77 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 3,49 (s, 2H), 2,60 — 2,35 (m, 10H), 2,19 — 2,10 (m, 2H),
1,63 — 1,53 (m, 2H)

13C NMR (126 MHz, CDCl3): & 161,46, 148,93, 137,91, 131,05, 129,08, 128,08, 126,92,
126,47, 119,61, 62,93, 57,37, 53,61, 53,09, 52,93, 27,27, 23,50

7.3.4 Priprava dihydrochloridli latek 10a a 12a

Obecné schéma:

Ph NOz Ph NO:
_N aq. HCI + _N
N= H N=
L @ e @
\\/N\/(/ﬁa/ N " L \\/NHW N o
2 Cl- 2
10a n=1 10b
12a n=2 12b

Postup:

Pfipravenou latku 10a (1,773 g) resp. 12a (0,170 g) jsme smisili s 1M kyselinou
chlorovodikovou (20-50 ml) a smés jsme za stalého michani zahtivali do Uplného
rozpusténi latky. Dle potreby jsme jesté pridavali vodu. Nakonec jsme roztok odpafili

na vakuové odparce a krystaly vysusili ve vakuu.

54



1-benzyl-4-(3-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)propyl)piperazin dihydrochlorid
(10b)

Vzhled: biloZlutd krystalicka latka
Molarni hmotnost: 525,39 g/mol
Teoreticky vytézek: 2,059 g

Prakticky vytézek: 1,976 g (96 %)

'H NMR (500 MHz, D,0): § 9,15 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 9,11 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 7,47 — 7,37
(m, 5H), 4,86 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 4,35 (s, 2H), 3,52 (s, 8H), 3,34 — 3,28 (m, 2H), 2,55 —
2,45 (m, 2H)

C NMR (126 MHz, D,0): 6 161,98, 148,81, 131,12, 130,53, 129,59, 129,38, 127,59,
127,07, 120,59, 60,47, 53,73, 50,53, 48,88, 48,32, 23,27

Elementarni analyza:
= vypocteno: C, 48,01; H, 4,99; N, 21,33
* nalezeno: C, 49,38; H, 5,23; N, 18,85

Teplota tani: 240 °C (rozklad)

1-benzyl-4-(4-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)butyl)piperazin dihydrochlorid (12b)

Vzhled: biloZluta krystalicka latka
Molarni hmotnost: 539,42 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,197 g

Prakticky vytézek: 0,187 g (95 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 9,06 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 8,95 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 7,62 (d, J =
5,8 Hz, 2H), 7,48 — 7,40 (m, 3H), 4,88 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 4,34 (br s, 2H), 3,79 — 3,01 (m,
10H), 2,15 — 2,05 (m, 2H), 1,83 — 7,73(m, 2H)

Elementarni analyza:
= vypocteno: C, 48,99; H, 5,23; N, 20,77
* nalezeno: C, 47,57; H, 5,25; N, 20,33

Teplota tani: 248-251 °C
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7.4 Priprava derivati oxadiazolu reakci chloridu kyseliny s
tetrazolem |

Obecné schéma:

(0]
B
R@(CHZ)n ° R CH
80 °C (CHa),
13a-c, 13e 14a-c, 14e

1) [\ll"\\l 2 (o)
ol . N BN N7
RO(CHz)n H toluen, 110 °C

N02 NO2
14a-c, 14e |
R=0CH; n=2 15a (15%)
R=ClI n=2 15b (0%)
R=H n=1 15¢c (5%)
R=0CH; n=1 15e (0%)

Postup pfipravy derivdtu 15a:

a) Priprava chloridu kyseliny:

Navazili jsme 0,2 g 3-(4-methoxyfenyl)propionové kyseliny (1,11 mmol) (13a),

kterou jsme rozpustili v 10 ml SOCI,. Tuto reakéni smés jsme zahfivali k varu

po dobu 4 hodin. Po ukonceni reakce jsme odpafrili SOCI, destilaci za snizeného

tlaku. Zbytku SOCI, jsme se zbavili rozpusténim odparku v hexanu (2 x 10 ml)

a naslednym odparenim rozpoustédla na vakuové odparce.

b) Priprava cilového produktu 15a:

Pripraveny chlorid 3-(4-methoxyfenyl)propionové kyseliny (14a) jsme ihned

podrobili dalsi reakci: odparek jsme rozpustili ve 20 ml bezvodého toluenu

a pridali jsme 0,288 g tetrazolu I (1,22 mmol) a triethylamin jako bazi (0,15 ml;

1,11 mmol). Takto pfipravenou reakéni smés jsme zahfivali k varu po dobu

15 hodin. Pribéh reakce jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze: hexan :

ethyl-acetat, 3:1). Reakci jsme ukoncCili a bezvody toluen jsme odpafrili

na vakuové odparce. Odparek jsme rozpustili v ethyl-acetdtu ( 40 ml),
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ktery jsme vytirepali s 10% roztokem Na,CO;s (2 x 25 ml) a s 20% roztokem NacCl
(1 x 20 ml). Organickou fazi jsme vysusili bezvodym siranem sodnym a ethyl-
acetat jsme odpafili na vakuové odparce. Cilovy produkt 15a jsme se snafzili
izolovat sloupcovou chromatografii (mob. faze: hexan : ethyl-acetat, 5:1).
Pti reakci ale vznikala tézko délitelnd smés latek, a tak se nam podafilo izolovat

pouze 15 % teoretického vytézku cilového produktu 15a.

Stejnym zpuUsobem jsme pripravovali derivaty 15b, 15¢ a 15e. Cilovy produkt 15c

se nam podafilo izolovat v 5% vytézku. Produkty 15b a 15e se nam nepodafilo izolovat.

Charakteristika produktd 15a a 15c: viz kapitola 7.5.4

7.5 Priprava derivati oxadiazolu reakci hydrazidu s 3,5-
dinitrobenzoylchloridem a ndslednym uzavienim
oxadiazolového kruhu

NO,
R=0CH; n=2 15a
R=Cl =2 15b
R=H n=1 15¢
R=CH3 n=2 15d

Obrazek 30: Obecny vzorec pripravovanych latek 15a-d

57



7.5.1 PFiprava ester( 16a-16d

Obecné schéma:

COOH H,SO Q
O ) S
EtOH, 78 °C (CHa)n
13a R=OCH3 n=2 16a
13b R=ClI n=2 16b
13c R=H n=1 16¢
13d R=CH; n=2 16d

Postup:

Navazili jsme 2 g vychozi kyseliny 13a-d, kterou jsme rozpustili ve 20 ml ethanolu
a nakonec jsme pfridali katalytické mnozstvi kyseliny sirové. Reakéni smés jsme zahfivali
k varu po dobu 20 hodin. Reakci jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze: hexan :
ethyl-acetadt, 4:1). Po ukonceni reakce jsme ethanol odpafili na vakuové odparce
a odparek jsme rozpustili v ethyl-acetatu (80 ml), ktery jsme vytrepali s 10% roztokem
Na,COs (2 x 30 ml) a s 20% roztokem NaCl (1 x 25 ml). Organickou fazi jsme vysusili
pomoci bezvodého siranu sodného a ethyl-acetat jsme odpafili na vakuové odparce.
Pomoci TLC (mob. faze: hexan : ethyl-acetat, 4:1) a NMR spektroskopie jsme ovéfili

identitu a Cistotu produktt 16a-d.

ethylester 3-(4-methoxyfenyl)propanové kyseliny (16a)

Vzhled: naZloutla olejovita latka
Molarni hmotnost: 208,26 g/mol
Teoreticky vytézek: 2,311 g
Prakticky vytézek: 2,189 g (95 %)

'H NMR (500 MHz, CDCl3): § 7,15 — 7,11 (m, 2H), 6,84 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 4,13 (q, J = 7,1
Hz, 2H), 3,80 (s, 3H), 2,90 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 2,62 — 2,57 (m, 2H), 1,25 (t, J = 7,1 Hz, 3H)

ethylester 3-(4-chlorfenyl)propanové kyseliny (16b)

Vzhled: Sedobila olejovita latka

Molarni hmotnost: 212,67 g/mol
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Teoreticky vytézek: 2,304 g
Prakticky vytézek: 2,163 g (94 %)

'H NMR (500 MHz, CDCls): & 7,26 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,16 — 7,12 (m, 2H), 4,13 (g, J = 7,1
Hz, 2H), 2,93 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 2,64 — 2,57 (m, 2H), 1,24 (t, J = 7,1 Hz, 3H)

ethylester 2-fenyloctové kyseliny (16¢)

Vzhled: nazloutla olejovitd latka
Molarni hmotnost: 164,20 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 2,411 g
Prakticky vytézek: 1,945 g (81 %)

'H NMR (500 MHz, CDCl3): & 7,37 — 7,26 (m, 5H), 4,17 (g, J = 7,1 Hz, 2H), 3,63 (s, 2H),
1,27 (t,J = 7,1 Hz, 3H)

3¢ NMR (126 MHz, CDCl5): 6 171,57, 134,12, 129,19, 128,50, 126,99, 60,80, 41,39,
14,13

ethylester 3-(4-methylfenyl)propanové kyseliny (16d)

Vzhled: naZloutld olejovita latka
Molarni hmotnost: 192,26 g/mol
Teoreticky vytéiek: 2,342 g
Prakticky vytézek: 2,221 g (95 %)

'H NMR (500 MHz, CDCls): & 7,12 (s, 4H), 4,15 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 2,95 — 2,91 (m, 2H),
2,64 —2,60 (m, 2H), 2,34 (s, 3H), 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 3H)

3C NMR (126 MHz, CDCl3): & 172,93, 137,45, 135,62, 129,08, 128,10, 60,32, 36,05,
30,50, 20,95, 14,17
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7.5.2 Pr¥iprava hydrazida 17a-17d

Obecné schéma:

Q O NH

NH,NH, . H,O NH,

R >\\o/\CH3 e R NH
(CHp), EtOH, 78 °C (CH2)n

16a-d R=0OCH; n=2 17a
R=Cl n=2 17b
R=H n=1 17¢c
R =CHj n=2 17d

a) Postup pfipravy derivdtu 17a:

Pfipraveny ester 16a (2,189 g; 10,51 mmol) jsme rozpustili ve 20 ml ethanolu a pfidali
1,28 ml 80% monohydratu hydrazinu (21,02 mmol). Reakéni smés jsme zahfivali k varu
po dobu 19 hodin. Prlibéh reakce jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze: hexan :
ethyl-acetat, 4:1). Po ukonceni reakce jsme ethanol odpafili na vakuové odparce.
Produkt jsme Cistili rekrystalizaci ze smési ethanol/voda. Krystalizaci jsme podpofrili
vlozenim banky se smési do lednice na 3 hodiny a nakonec jsme vylouéené krystaly
odsali. Pfi kontrolnim TLC (mob. faze: hexan : ethyl-acetdt, 4:1) jsme zjistili, Ze produkt
17a je znelistén vychozim esterem 16a. Pro vycisténi hydrazidu jsme krystaly (0,907 g;
4,67 mmol) rozpustili v tetrahydrofuranu (70 ml) a poté jsme ptidali 2,33 ml 2M
roztoku kyseliny chlorovodikové v etheru (4,67 mmol). Vyloucené krystaly jsme
odfiltrovali. Ke krystaldm jsme pridali roztok uhli¢itanu draselného, ktery jsme
pfipravili rozpusténim 0,645 g K,COs (4,67 mmol) ve 2 ml vody. Poté jsme krystaly

produktu 17a odfiltrovali a vysusili ve vakuu.

b) Derivat 17b jsme pfipravili dle postupu a):

— PFi reakci jsme pouzili 2,163 g pripraveného esteru 16b (10,17 mmol)
a 1,24 ml 80% monohydratu hydrazinu (20,34 mmol).
— Produkt 17b byl rovnéz znecistény vychozim esterem 16b. Pro vycisténi

1,197 g krystald cilového produktu (6,03 mmol) jsme pouiZili 3,01 ml 2M
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roztoku kyseliny chlorovodikové v etheru (6,03 mmol) a 0,833 g K,CO3
(6,03 mmol).

c) Derivat 17c jsme pfipravili dle postupu a) s ndsledujicimi upravami:

— PFfi reakci jsme pouZili 1,945 g pripraveného esteru 16¢ (11,85 mmol)
a 3,60 ml 80% monohydratu hydrazinu (59,23 mmol).

— Reakéni smés jsme zahfivali k varu po dobu 24 hodin.

— Produkt jsme Cdistili rekrystalizaci ze smési ethanol/voda. Vyloucené krystaly
jsme odsali. Pomoci TLC (mob. faze: hexan : ethyl-acetdt, 4:1) a NMR
spektroskopie jsme ovéfili Cistotu cilového produktu 17c - na rozdil od produkt(

17a a 17b jsme nemuseli produkt 17c dale Cistit.

d) Postup pfipravy derivdtu 17d:

Pfipraveny ester 16d (2,200 g; 11,44 mmol) jsme rozpustili ve 20 ml ethanolu a pfridali
2,83 ml 80% monohydratu hydrazinu (57,21 mmol). Reak¢éni smés jsme zahfivali k varu
po dobu 24 hodin. Pribéh reakce a pritomnost vychoziho esteru jsme monitorovali
pomoci TLC (mob. faze: hexan : ethyl-acetat, 4:1). Po ukonceni reakce jsme ethanol
odpafili na vakuové odparce a odparek jsme rozsuspendovali v diethyletheru,
ve kterém je monohydrat hydrazinu rozpustny, avSak cilovy produkt 17d nikoliv.

Krystaly jsme odfiltrovali a vysusili ve vakuu.

hydrazid 3-(4-methoxyfenyl)propanové kyseliny (17a)
Vzhled: bild krystalicka latka
Molarni hmotnost: 194,23 g/mol
Teoreticky vytéiek: 2,042 g
Prakticky vytézek: 0,660 g (32 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 9,11 (s, 1H), 7,09 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,82 (d, J = 8,1 Hz,
2H), 4,64 (s, 2H), 3,70 (s, 3H), 2,73 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 2,29 (t, J = 8,0 Hz, 2H)
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13C NMR (126 MHz, DMSO): § 170,98, 157,69, 133,21, 129,32, 113,87, 55,15, 35,62,
30,32

Elementdrni analyza:
= vypocteno: C, 61,84; H,7,27; N, 14,42
* nalezeno: C, 60,70; H, 6,96; N, 13,94

Teplota tani: 123-126 °C

hydrazid 3-(4-chlorfenyl)propanové kyseliny (17b)

Vzhled: bild krystalickd latka
Molarni hmotnost: 198,65 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 2,020 g
Prakticky vytézek: 0,922 g (46 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 8,96 (s, 1H), 7,31 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,21 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 4,15 (s, 2H), 2,79 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 2,34 — 2,27 (m, 2H)

13C NMR (126 MHz, DMSO): & 170,71, 140,40, 130,69, 130,30, 128,35, 35,00, 30,43
Teplota tani: 113-116 °C

hydrazid 2-fenyloctové kyseliny (17c)

Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 150,18 g/mol

Teoreticky vytézek: 1,779 g

Prakticky vytéZzek: 0,895 g (50 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 9,21 (s, 1H), 7,30 — 7,18 (m, 5H), 4,18 (s, 2H), 3,73 (s, 2H)
13C NMR (126 MHz, DMSO): & 169,70, 136,44, 129,09, 128,33, 126,50

Elementarni analyza:
= vypocteno: C, 63,98; H, 6,71; N, 18,65
* nalezeno:C, 64,27; H, 6,52; N, 18,70

Teplota tani: 113-115 °C
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hydrazid 3-(4-methylfenyl)propanové kyseliny (17d)

Vzhled: bild krystalickd latka
Molarni hmotnost: 178,24 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 2,040 g
Prakticky vytézek: 1,569 g (77 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 8,94 (s, 1H), 7,06 (s, 4H), 4,19 (s, 2H), 2,77 — 2,72 (m, 2H),
2,30—2,26 (m, 2H), 2,24 (s, 3H)

13C NMR (126 MHz, CDCl5): 6 170,96, 138,26, 134,93, 129,01, 128,22, 128,21, 35,38,
30,78, 20,79

Elementdrni analyza:
= vypocteno: C, 67,39; H,7,92; N, 15,72
= nalezeno: C, 67,09; H, 7,83; N, 15,49

Teplota tani: 122-124 °C

7.5.3 Acylace ptipravenych hydrazidli 3,5-dinitrobenzoylchloridem

Obecné schéma:

O NH,
R >‘NH +
(CH2)n

17a-d

NO,

R=0CH; n=2 18a
R =ClI n=2 18b
R=H n=1 18c
R =CH; n=2 18d
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a) Postup pripravy cilovych produktu 18a-d za pouZiti N,N-diisopropylethylaminu

jako badze:

1)

2)

Priprava cilového produktu 18a:

Pfipraveny hydrazid 17a (0,5 g; 2,57 mmol) jsme nechali reagovat s 0,653 g
3,5-dinitrobenzoylchloridu (2,83 mmol). Reakce probihala v dichlormethanu
za pouziti N,N-diisopropylethylaminu (0,49 ml; 2,83 mmol) jako bdaze. Reakci
jsme provadéli za laboratorni teploty a stalého michani po dobu 21 hodin.
Pridbéh reakce jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze: chloroform

methanol, 50:1 + 1 % Et3N). Po ukonceni reakce jsme dichlormethan odpafili
na vakuové odparce a odparek jsme rozpustili v ethyl-acetatu (60 ml). Ethyl-
acetat jsme vytrepali s 10% roztokem Na,COs; (2 x 20 ml) a s 20% roztokem
NaCl (1 x 20 ml). Poté jsme ethyl-acetatovou fazi vysusili pomoci bezvodého
siranu sodného a zahustili na vakuové odparce. Produkt 18a jsme se snazili
izolovat sloupcovou chromatografii, ale kvlli Spatné rozpustnosti v béznych
rozpoustédlech a kvuli vzniku tézko délitelné smési latek se nam nepodafrilo

produkt 18a izolovat.

Produkty 18b-d jsme pripravovali stejnym postupem jako produkt 18a - viz vyse

postup 1). Cilové produkty 18b-d se nam rovnéz nepodafilo izolovat.

b) Obecny postup pripravy cilovych produkti 18a-d za pouZiti triethylaminu jako bdze:

Pfipraveny hydrazid 17a-d jsme rozpustili ve 25 ml dichlormethanu a pfidali jsme

triethylamin a 3,5-dinitrobenzoylchlorid. Reakce probihala za laboratorni teploty

a stdlého michani. Prdbéh reakce jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze:

chloroform : methanol, 50:1 + 1 % EtsN). Reakci jsme ukoncili a vzniklé krystaly jsme

odfiltrovali a opatrné promyli diethyletherem (2 x 4 ml) a vodou (2 x 4 ml). Poté jsme

provedli kontrolni TLC (mob. faze: chloroform : methanol, 50:1 + 1 % EtsN) a produkt

jsme ihned podrobili dalsi reakci.

1)

Latku 18a jsme pripravili dle obecného postupu b):
— Pouzili jsme 0,110 g pfipraveného hydrazidu 17a (0,57 mmol)

a porozpusténi ve 25 ml dichlormethanu jsme pfridali 86 ul
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triethylaminu (0,62 mmol) a 0,131 g 3,5-dinitrobenzoylchloridu

(0,57 mmol).
— Reakeni ¢as: 24 hodin.

2) Ldtku 18b jsme pfipravili dle obecného postupu b):
— Do reakce jsme vlozili 0,4 g pfipraveného hydrazidu 17b (2,01 mmol),

ktery reagoval s 0,464 g 3,5-dinitrobenzoylchloridu (2,01 mmol)

za poutziti triethylaminu (0,31 ml; 2,21 mmol) jako baze.

— Reakeni €as: 19 hodin.

3) Ldtku 18c jsme pripravili dle obecného postupu b):

Pfi reakci jsme nechali reagovat ptipraveny hydrazid 17c (0,3 g;
2,00 mmol) s 3,5-dinitrobenzoylchloridem (0,461 g; 2,00 mmol)

za pouziti triethylaminu (0,31 ml; 2,20 mmol) jako baze.
— ReakeEni ¢as: 18 hodin.

4) Latku 18d jsme pfipravili dle obecného postupu b):

Do reakce jsme vlozili 0,5 g pfipraveného hydrazidu 17d (2,81 mmol),
ktery jsme nechali reagovat s 3,5-dinitrobenzoylchloridem (0,647 g;

2,81 mmol) za pouziti 0,43 ml triethylaminu (3,09 mmol) jako baze.

— Reakcni ¢as: 25 hodin.
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7.5.4 Priprava substituovanych oxadiazolti 15a-15d

Obecné schéma:

0
o  HN
NH NO,
R@(CHQ)n
O,N
CHy),
18a-d
O NO,
N. 2
N)\Q
NO,
R=0OCH; n=2 15a
R=Cl n=2 15b
R=H n=1 15¢
R=CH; n=2 15d

a) Obecny postup pripravy cilovych produkti 15a-d v prostredi chloridu thionylu:

Produkt predchozi reakce, bishydrazid 18a-d (0,150 g), jsme rozpustili v 5 ml
tetrahydrofuranu a pfidali jsme 1 ml chloridu thionylu. Reakéni smés jsme zahfivali
k varu po dobu 19 hodin. Pribéh reakce jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze:
chloroform : methanol, 50:1). Po ukonceni reakce jsme rozpoustédlo odpafrili
na vakuové odparce a odparek jsme rozpustili v ethyl-acetdtu (40 ml), ktery jsme
vytiepali s 10% roztokem Na,COs (2 x 20 ml) a s 20% roztokem NaCl (1 x 20 ml). Ethyl-
acetatovou fazi jsme vysusili bezvodym siranem sodnym a zahustili na vakuové
odparce. Dle TLC (mob. faze: chloroform : methanol, 50:1) vznikala tézko délitelnd

smés latek. Cilové produkty 15a-d se nam nepodafilo timto postupem izolovat.

b) Obecny postup pripravy cilovych produkti 15a-d v prostiedi p-toluensulfonylchloridu

a triethylaminu:

Reakci jsme provadéli v bezvodych podminkdch pod atmosférou argonu. Z tohoto
divodu jsme museli pouZit chemikdlie bezvodé (triethylamin a dichlormethan).
K produktu pfedchozi reakce, bishydrazidu 18a-d, jsme pfidali p-toluensulfonylchlorid

(TsCl) a po vytvoreni argonové atmosféry jsme pfridali bezvody dichlormethan
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a bezvody triethylamin. Reakce probihala za laboratorni teploty a stalého michani
po dobu 24 hodin. Pribéh reakce jsme monitorovali pomoci TLC (mob. faze: hexan :
ethyl-acetat, 2:1). Reakci jsme ukonCili a rozpoustédlo jsme odpafili na vakuové
odparce. Odparek jsme rozpustili v chloroformu (40-90 ml), ktery jsme vytrepali
s10% roztokem Na,CO3; (2 x 25 ml) a s20% roztokem NaCl (1 x 25 ml).
Chloroformovou fazi jsme vysusili bezvodym siranem sodnym a zahustili na vakuové
odparce. Cilové produkty 15a-d jsme izolovali pomoci sloupcové chromatografie

(mob. faze: dichlormethan).

1) Ldtku 15a jsme pripravili dle obecného postupu b):
— Pfi reakci jsme poutzili: bishydrazid 18a (0,100 g; 0,26 mmol),
p-toluensulfonylchlorid (0,049 g; 0,26 mmol), 10 ml dichlormethanu
a 89 pul triethylaminu (0,64 mmol).

2) Ldtku 15b jsme pfipravili dle obecného postupu b):
— Do reakce jsme vloZili: bishydrazid 18b (0,300 g; 0,76 mmol),
p-toluensulfonylchlorid (0,146 g; 0,76 mmol), 15 ml dichlormethanu

a 0,26 ml triethylaminu (1,91 mmol).

3) Ldtku 15c jsme pripravili dle obecného postupu b):
— Do reakce jsme vlozili: bishydrazid 18c (0,250 g; 0,73 mmol),
p-toluensulfonylchlorid (0,138 g; 0,73 mmol), 15 ml dichlormethanu

a 0,25 ml triethylaminu (1,82 mmol).
4) Ldtku 15d jsme pfipravili dle obecného postupu b):
— Pfi reakci jsme pouZili: : bishydrazid 18d (0,455 g; 1,22 mmol),
p-toluensulfonylchlorid (0,233 g; 1,22 mmol), 20 ml dichlormethanu

a 0,42 ml triethylaminu (3,06 mmol).

2-(3,5-dinitrofenyl)-5-(2-(4-methoxyfenyl)ethyl)-1,3,4-oxadiazol (15a)

Vzhled: Zluta krystalicka latka
Molarni hmotnost: 370,32 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,095 g
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Prakticky vytézek: 0,085 g (89 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 8,98 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,95 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 7,21 (d, J =
8,6 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 3,70 (s, 3H), 3,28 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 3,08 (t, J = 7,5
Hz, 2H)

3C NMR (126 MHz, DMSO): & 167,83, 161,47, 158,01, 148,92, 131,74, 129,59, 126,36,
126,28, 121,05, 113,96, 55,13, 30,87, 26,99

Elementdrni analyza:
= vypocteno: C, 55,14; H, 3,81; N, 15,13
* nalezeno: C, 55,46; H, 3,96; N, 14,30

Teplota tani: 130-133 °C

2-(2-(4-chlorfenyl)ethyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol (15b)

Vzhled: nartzovéla krystalicka latka
Molarni hmotnost: 374,74 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 0,286 g
Prakticky vytéZzek: 0,203 g (71 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 8,99 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,95 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 7,35 (s,
4H), 3,33 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 3,15 (t, J = 7,4 Hz, 2H)

3C NMR (126 MHz, DMSO): & 167,59, 161,52, 148,91, 138,94, 131,22, 130,54, 128,47,
126,37, 126,26, 121,07, 30,87, 26,44

Elementarni analyza:
= vypocteno: C, 51,28; H, 2,96; N, 14,95
= nalezeno: C, 51,62; H, 2,91; N, 14,76

Teplota tani: 154-157 °C

2-benzyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol (15c)

Vzhled: béZova krystalickd latka
Molarni hmotnost: 326,27 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,237 g
Prakticky vytézek: 0,166 g (70 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 8,98 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,94 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 7,44 — 7,28
(m, 5H), 4,44 (s, 2H)
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13C NMR (126 MHz, DMSO): & 167,12, 161,82, 148,88, 134,27, 129,17, 128,96, 127,52,
126,47, 126,25, 121,10, 30,94

Elementdrni analyza:
= vypocteno: C, 55,22; H, 3,09; N, 17,17
* nalezeno: C, 54,20; H, 2,84; N, 16,92

Teplota tani: 149-151 °C

2-(3,5-dinitrofenyl)-5-(2-(4-methylfenyl)ethyl)-1,3,4-oxadiazol (15d)

Vzhled: nazloutla krystalicka latka
Molarni hmotnost: 354,32 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 0,433 g

Prakticky vytézek: 0,275 g (64 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO): & 8,98 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,94 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 7,18 (d, J =
8,0 Hz, 2H), 7,10 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 3,30 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 3,10 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,26
(s, 3H)

13C NMR (126 MHz, DMSO): & 167,80, 161,46, 148,92, 136,78, 135,54, 129,12, 128,44,
126,35, 126,26, 121,05, 31,30, 26,78, 20,77

Elementarni analyza:
= vypocteno: C, 57,63; H, 3,98; N, 15,81
= nalezeno: C,57,94; H, 4,05; N, 15,57

Teplota tani: 146-148 °C
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7.6 Priprava oxadiazolu 19a a jeho dihydrochloridu 19b

Obecné schéma:

NO, y Ph\\N NO,
N
BFWSYOVQ aw = \
\ »
N/ CH4CN, 82 °C S\<O ] NO,
NOz  py, -
I 19a
Ph
Ph\\ m NOZ \\H*'/\\
NN aq. HCI NH* NO
v \\\ i \\/ 2
o cl- \\\
NO -
s— 7 2 cl S\(o
N- [1]’/ N02
19a 19b

a) Postup pfipravy oxadiazolu 19a

Vychozi latku 1l (0,277 g; 0,71 mmol), ktera byla ptipravena na katedre anorganické
a organické chemie Janem Némeckem, jsme rozpustili ve 20 ml acetonitrilu a pridali
jsme 2 molarni ekvivalenty N-benzylpiperazinu (0,251 g; 1,42 mmol). Tuto reakéni
smés jsme zahfivali k varu po dobu 13 hodin a monitorovali jsme ji pomoci TLC
(mob. faze: hexan : ethyl-acetat, 2:1 + 1 % Et3N). Po ukondeni reakce jsme odpafili
acetonitril na vakuové odparce a odparek jsme rozpustili v ethyl-acetatu (40 ml),
ktery jsme vyttepali s 10% roztokem KHCO; (3 x 30 ml). Ethyl-acetatovou fazi jsme
vysusili bezvodym siranem sodnym a zahustili na vakuové odparce. Cilovy produkt 19a
jsme izolovali pomoci sloupcové chromatografie (mob. faze: hexan : ethyl-acetat,

2:1+1% Et3N).

b) Postup pfipravy dihydrochloridu 19b

K pripravené latce 19a (0,198 g) jsme pfridali 20 ml 1M kyseliny chlorovodikové a smés

jsme za stdlého michani zahfivali do Uplného rozpusténi latky. Dle potfeby jsme
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pridavali vodu. Po ukonceni reakce jsme roztok odpafili na vakuové odparce a krystaly

jsme vysusili ve vakuu.

2-((3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl)sulfanyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol (19a)

Vzhled: nahnédla olejovitd latka
Molarni hmotnost: 484,53 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 0,345 g
Prakticky vytézek: 0,207 g (60 %)

'H NMR (500 MHz, CD3COCDs): & 9,13 — 9,09 (m, 3H), 7,35 — 7,20 (m, 5H), 3,52 — 3,44
(m, 4H), 2,60 — 2,29 (m, 10H), 2,08 — 2,03 (m, 2H)

3¢ NMR (126 MHz, CD;COCD;): 6 167,49, 163,40, 150,08, 139,61, 129,62, 128,88,
127,74, 127,62, 126,86, 121,48, 63,42, 57,03, 53,93, 53,89, 31,35, 27,23

1-benzyl-4-(3-((5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)sulfanyl)propyl)piperazin
dihydrochlorid (19b)

Vzhled: béZova krystalicka latka
Molarni hmotnost: 557,48 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,228
Prakticky vytézek: 0,221 g (97 %)

'H NMR (500 MHz, D,0): 6 9,16 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 9,05 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 7,46 — 7,37
(m, 5H), 4,62 (m, 2H), 4,31 (s, 2H), 3,50 (s, 8H), 3,33 (m, 2H), 2,28 — 2,20 (m, 2H)

3C NMR (126 MHz, D,0): 6 166,83, 163,33, 148,86, 131,08, 130,46, 130,41, 129,35,
126,85, 125,67, 121,71, 60,50, 55,08, 48,92, 48,34, 28,64, 23,70

Elementarni analyza:
= vypocteno: C, 47,40; H, 4,70; N, 15,08; S, 5,75
= nalezeno: C, 44,62; H, 5,13; N, 13,96; S, 4,87

Teplota téni: 220 °C (rozklad)
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8. VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Priprava substituovanych 2- a 1-benzyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-
1H-tetrazolii

V této diplomové praci jsme se nejprve zabyvali pfipravou derivat(i tetrazolu nesoucich
v poloze 1 ¢i 2 substituovany benzyl. Pfi téchto reakcich vznikaly predevsim
2-regioizomery (1a, 2a, 3a, 4a), které se nam podafrilo izolovat ve vytézku 26-87 %.
Ddvodem byla 3,5-dinitrofenylova skupina, kterd svymi elektronakceptorovymi
vlastnostmi a sterickym branénim orientuje substituci do polohy 2 tetrazolu.
Za povsimnuti stoji nizky vytézek (26 %) latky 1a. Dvodem muzZe byt kratkd reakéni
doba (1,5 hodiny). V malém vytézku (4-20 %) se nam podafilo izolovat také
1-regioizomery (1b, 2b, 3b, 4b). Dle NMR spektroskopie jsme derivat 4b neziskali
v dostatecné Cistoté a jeho opétovnou izolaci sloupcovou chromatografii pomoci jiné
mobilni faze jsme jiz neprovadéli.

Reakéni €as se pohyboval od 1,5-9 hodin. Latky jsme izolovali sloupcovou
chromatografii, pficemz u latek 2a, 3a, 4a a 2b, 3b, 4b jsme nejdfive pouzili méné
polarni mob. fazi pro ziskani 2-regioizomeru a poté polarnéjsi mob. fazi pro izolaci
1-regioizomeru. 2-regioizomery mély vzdy vyssi hodnotu R¢ ve srovnani s odpovidajicim
1-regioizomerem, coz je v souladu s dfive publikovanymi daty.31 Délené Ilatky jsme
naadsorbovali na silikagel, ktery jsme opatrné nanesli na sloupec. Zpocatku jsme
pouzili mobilni fazi s malym pfidavkem chloroformu, abychom tak podpofili

rozpustnost produktt v mobilni fazi.

» Pripravené 2-regioizomery:
e 5-(3,5-dinitrofenyl)-2-(3-fluorbenzyl)-2H-tetrazol (1a)
e 5-(3,5-dinitrofenyl)-2-(4-methylbenzyl)-2H-tetrazol (2a)
e 2-(3-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol (3a)
e 5-(3,5-dinitrofenyl)-2-(3-methoxybenzyl)-2H-tetrazol (4a)
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» Pripravené 1-regioizomery:
e 5-(3,5-dinitrofenyl)-1-(3-fluorbenzyl)-1H-tetrazol (1b)
e 5-(3,5-dinitrofenyl)-1-(4-methylbenzyl)-1H-tetrazol (2b)
e 1-(3-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazol (3b)
e 5-(3,5-dinitrofenyl)-1-(3-methoxybenzyl)-1H-tetrazol (4b)

8.2 Priprava derivdtu tetrazolu obsahujicich nasyceny dusikaty
heterocyklus

a) Pfiprava alkylacniho ¢inidla:

Nejdfive jsme museli pfipravit alkylaéni ¢inidla (5a, 7, 11), ktera jsme v dalsi reakci
pouzili k alkylaci nasycenych dusikatych heterocykl(. Pti pripravé chlorethyltetrazolu
5a nedochazelo pouze k alkylaci vychoziho tetrazolu I, ale také ke spontanni eliminaci
na vinyl derivat 5b. VytéZek latky 5a byl 38 % a vytéZek vinyl derivatu 5b byl 6 %.
Z dlivodu vzniku vinyl derivatu jsme se rozhodli pfipravit derivaty s delSim postrannim
uhlikovym tetézcem (7, 11), u kterych vznik vinyl derivatu nehrozil. Vytézek

pfipravenych latek 7 a 11 byl 60-63 %.

Pfi pfipravé chlorethyltetrazolu 5a jsme vychozi tetrazol | rozpustili
v 1,2-dichlorethanu, ktery v této reakci plnil funkci rozpoustédla a alkyla¢niho cinidla.
Reakéni smés jsme zahfivali na 62 °C po dobu 9,5 hodin. V dalSich reakcich, které vedly
k pripravé brompropyltetrazolu 7 a brombutyltetrazolu 11, jsme jako rozpoustédlo
pouzili acetonitril a reakéni smés jsme zahfivali k varu. Tento postup se ukazal jako
vyhodny, protoZze se nam podafrilo zkratit reakéni dobu z 9,5 hodin na 5 hodin a také

se zvysila vytéZnost reakce.

Latky 5a a 7 jsme Cistili sloupcovou chromatografii. Produkt 5a byl adsorbovan
na silikagel. Na zacatku sloupcové chromatografie jsme pouzili mobilni fazi s pridavkem
chloroformu, abychom tak podpofili rozpustnost produktu v mobilni fazi. Latka 11 byla
velice Spatné rozpustna v béznych rozpoustédlech (toluen, chloroform, aceton, hexan).
Této nerozpustnosti jsme vyuzili k ¢isténi produktu - po vytfepavani a odpareni ethyl-
acetatu jsme odparek rozmichali v hexanu, ve kterém je nas produkt 11 nerozpustny,

avsak alkylacni cCinidlo 1,4-dibrombutan se v hexanu rozpousti. Timto zplisobem jsme
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tedy dokazali izolovat Cisty produkt 11 a to bez pouziti sloupcové chromatografie, coz

vedlo k urychleni procesu cisténi.

» Pripravena alkylacni Cinidla:

e 2-(2-chlorethyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol (5a)
e 2-(3-brompropyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol (7)
e 2-(4-brombutyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol (11)

b) Alkylace nasycenych dusikatych heterocykli pripravenymi alkylaénimi Cinidly:

V dal$im kroku jsme pfipravena alkyla¢ni ¢inidla (5a, 7, 11) pouZili k alkylaci nasycenych
dusikatych heterocykl(l. Ve vytézku 76-93 % se ndm podafilo izolovat cilové produkty 8,
9, 10a a 12a. Kvuli ocekavané spontanni eliminaci se nam ale nepodafilo izolovat

produkty 6a a 6b - pfi této reakci vznikal kvantitativné vinyl derivat 5b.

Pti pripravé latek 8, 9, 6a a 6b jsme jako bazi pouZili uhli¢itan draselny.
Latky 8 a9 jsou rozpustné ve vodé, a proto jsme po ukonceni reakce reakéni smés
prefiltrovali, vytfepavani jsme neprovadéli a ihned jsme produkt Cistili sloupcovou
chromatografii. Pfi pfipravé latky 10a jsme pouzili 2 moldrni ekvivalenty
N-benzylpiperazinu, pficemz druhy molarni ekvivalent plnil funkci baze. Pfi pfipravé
latky 12a jsme jako bazi pouzili triethylamin. Latky 10a a 12a jsme vzhledem k jejich
nerozpustnosti ve vodé mohli Cistit vytfepavanim. Dale jsme tyto produkty Cistili

sloupcovou chromatografii. Typ pouzité baze nemél zasadni vliv na vytéznost reakci.

U cisténi latky 10a sloupcovou chromatografii bylo ponékud problematické
zvolit optimalni mobilni fazi. Nejprve jsme pouzili mob. fazi: chloroform : methanol,
19:1. Pfi tomto CiSténi jsme ale ziskavali produkt znecistény vychozi latkou 7.
Proto jsme zvolili mob. fazi: hexan : ethyl-acetat, 2:1 + 1 % Et3N, kdy ale doslo
k vykrystalizovani produktu na sloupci. Nakonec jsme tedy pouzZili mob. fazi:
chloroform, kterou jsme nasledné zrychlili na mob. fazi: chloroform : methanol, 19:1.
Timto postupem se nam podafilo izolovat cisty produkt 10a. Domnivame se,
Ze hlavnim problémem bylo velké mnozstvi produktu, které se ze zacatku nestacilo
zachytit na stacionarni fazi a tak u prvniho cisténi (mob. faze: chloroform : methanol,

19:1) dochazelo k ziskani produktu znecisténého vychozi latkou 7. Tento nazor opirame
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také o fakt, Zze latku 10a pripravil jiz dfive stejnym postupem (mob. faze: chloroform :

methanol, 19:1) Jan Némecek, ktery pouzil pouze 0,5 g vychozi latky.

» Pripravené derivaty tetrazolu s nasycenym dusikatym heterocyklem:

e 1-(3-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)propyl)-4-methylpiperazin (8)

e 4-(3-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)propyl)morfolin (9)

e 1-benzyl-4-(3-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)propyl)piperazin (10a)
e 1-benzyl-4-(4-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)butyl)piperazin (12a)

8.3 Priprava dihydrochloridii Iatek 10a a 12a

Dalsim ukolem bylo pfipravit ve vodé rozpustné soli pfipravenych derivatl tetrazolu
obsahujicich  nasyceny  dusikaty  heterocyklus a  vykazujicich  vysokou
antimykobakterialni aktivitu. Z tohoto dlvodu jsme se rozhodli pfipravit
dihydrochloridy latek 10a a 12a, jelikoz tyto latky wvykazovaly velice dobrou
antimykobakterialni aktivitu (viz kapitola 8.7 Tabulka 4). Reakce, vedouci k ptipravé

dihydrochloridd 10b a 12b, probihaly kvantitativné.

» Pripravené dihydrochloridy latek 10a a 12a:

e 1-benzyl-4-(3-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)propyl)piperazin
dihydrochlorid (10b)

e 1-benzyl-4-(4-(5-(3,5-dinitrofenyl)-2H-tetrazol-2-yl)butyl)piperazin
dihydrochlorid (12b)

8.4 Priprava derivati oxadiazolu reakci chloridu kyseliny s
tetrazolem |

Nejdrive bylo tfeba pfipravit chloridy vychozich kyselin (14a-c, 14e), které jsme nechali
reagovat s vychozim tetrazolem |, pficemz mélo dojit k eliminaci dusiku a uzavreni
oxadiazolového kruhu. PrestozZe je tato reakce v literatufe popsana, v nasem pfipadé
vznikala tézko délitelnd smés latek, a proto se nam produkt nepodafilo izolovat (latky

15b a 15e), anebo jsme v pfipadé latek 15a a 15c¢ produkt izolovali pouze v malém
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vytézku (5-15 %). Domnivame se, Ze zdsadni problém je v pfipravé chloridu kyseliny,
ktery nemidZeme monitorovat, a ktery je nachylny k hydrolyze zpét na vychozi kyselinu.
Problém mohla zplsobit také nedostatecnd Cistota halogenidu kyseliny, tedy
pfitomnost zbytk( HCI ¢i SO,. Proto jsme se rozhodli pfipravit derivaty oxadiazolu
jinym zplsobem - reakci hydrazidu s 3,5-dinitrobenzoylchloridem a ndslednym

uzavienim oxadiazolového kruhu.

» Derivaty oxadiazolu pripravené reakci chloridu kyseliny s tetrazolem I:

e 2-(3,5-dinitrofenyl)-5-(2-(4-methoxyfenyl)ethyl)-1,3,4-oxadiazol (15a)
e 2-benzyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol (15c)

8.5 Priprava derivdti oxadiazolu reakci hydrazidu s 3,5-
dinitrobenzoylchloridem a ndaslednym uzavienim
oxadiazolového kruhu

a) Priprava ester( 16a-16d:

V prvnim kroku jsme provedli esterifikaci vychozich kyselin 13a-d. Tato reakce
probihala dle o¢ekavani ochotné ve vytézku 81-95 %. Vyhodou bylo také jednoduché
Cisténi, kdy jsme po vytfepdavani nemuseli provadét sloupcovou chromatografii,
coz vedlo k urychleni izolace Cistych esteri 16a-d. Identitu a Cistotu produktl jsme

ovérili pomoci TLC a NMR spektroskopie.

» Pripravené estery vychozich kyselin:

e ethylester 3-(4-methoxyfenyl)propanové kyseliny (16a)
e ethylester 3-(4-chlorfenyl)propanové kyseliny (16b)
e ethylester 2-fenyloctové kyseliny (16c)

e ethylester 3-(4-methylfenyl)propanové kyseliny (16d)
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b) Priprava hydrazidi 17a-17d:
Ptipravu hydrazid( 17a-d jsme museli optimalizovat.

U latek 17a a 17b byl reakéni ¢as 19 hodin a poutzili jsme 2 molarni ekvivalenty
80% monohydratu hydrazinu. Produkty jsme (istili rekrystalizaci ze smeési
ethanol/voda, kdy jsme ale ziskdvali produkty znecisténé vychozimi estery 16a a 16b,
a proto jsme museli produkty 17a a 17b od vychozich esterl vycistit. Navic jsme zjistili,
Zze produkty 17a a 17b jsou castecné rozpustné v ethanolu a ve vodé, coz vedlo

ke ztratam produktu a malému vytézku (32-46 %).

Pfi ptipravé hydrazidu 17c jsme prodlouzili reakéni dobu na 24 hodin a poutzili
jsme 5 molarnich ekvivalentli 80% monohydratu hydrazinu. Cisténi rekrystalizaci
ze smési ethanol/voda vedlo v tomto pripadé k izolaci Cistého produktu 17c, a tak jsme
tento produkt nemuseli dale Cistit. Nicméné kvili ¢astecné rozpustnosti hydrazidu 17c
v ethanolu a ve vodé dochazelo pfi CiSténi opét ke ztrdtam produktu, proto jsme

dokazali izolovat pouze 50 % teoretického vytézku.

PFi pfipravé hydrazidu 17d jsme taktéZ prodlouzZili reakéni dobu na 24 hodin
a pouZili jsme 5 molarnich ekvivalentl 80% monohydratu hydrazinu. Timto postupem
jsme s nejvétsi pravdépodobnosti dosahli spotfebovani vychoziho esteru 16d.
Z dlvodu ztrat produktl pti rekrystalizaci ze smési ethanol/voda jsme zvolili jiny
zpUsob C(iSténi. Po ukonceni reakce jsme ethanol odpafili na vakuové odparce
a odparek jsme rozsuspendovali v diethyletheru. Zatimco cilovy produkt 17d neni
v diethyletheru rozpustny, 80% monohydrat hydrazinu rozpustny v diethyletheru je.
Krystaly jsme odfiltrovali a vysusili ve vakuu. Timto zplisobem se ndm podafilo ziskat

77 % teoretického vytézku hydrazidu 17d.

» Prfipravené hydrazidy 17a-17d:

e hydrazid 3-(4-methoxyfenyl)propanové kyseliny (17a)
e hydrazid 3-(4-chlorfenyl)propanové kyseliny (17b)

e hydrazid 2-fenyloctové kyseliny (17c)

e hydrazid 3-(4-methylfenyl)propanové kyseliny (17d)
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¢) Acylace pripravenych hydrazidi 3,5-dinitrobenzoylchloridem:

Acylaci pfipravenych hydrazid(i 3,5-dinitrobenzoylchloridem jsme provadéli dvéma
postupy - nejprve za pritomnosti N,N-diisopropylethylaminu jako baze a poté jsme jako
bazi pouizili triethylamin. Obé reakce probihaly za laboratorni teploty. Pouzita baze
ale neméla zasadni vliv na pribéh reakce. Vyznamnéjsi byl postup izolace cilovych

produktl 18a-d.

Pfi pouziti N,N-diisopropylethylaminu jako baze byl reakéni ¢as 21 hodin.
Produkty 18a-d jsme < istili vytfepavanim a ndsledné sloupcovou chromatografii.
Vzhledem k Spatné rozpustnosti v béZnych rozpoustédlech a kvali vzniku tézko

délitelné smési latek se ndm ale nepodafilo cilové produkty 18a-d izolovat.

Proto jsme reakci zopakovali. Tentokrat v pfitomnosti triethylaminu jako baze,
kdy reakéni doba byla 18-25 hodin. Po ukonceni reakce jsme vzniklé krystaly
odfiltrovali a opatrné promyli diethyletherem (vycisténi od organickych necistot
a odstranéni zabarveni krystal(l) a vodou (zbaveni se soli). Produkty 18a-d jsme poté

ihned podrobili dalsi reakci.

d) Priprava substituovanych oxadiazol( 15a-15d:
Také postup uzavreni oxadiazolového kruhu jsme museli optimalizovat.

Pfi prvnim postupu jsme bishydrazid 18a-d rozpustili v tetrahydrofuranu
a pridali jsme 1 ml chloridu thionylu. Reakéni smés jsme zahfivali k varu po dobu
19 hodin. Po vytfepavani jsme pomoci TLC zjistili, Ze i kdyZ je tato reakce v literatufe
popsana, v nasem pripadé vznikala tézko délitelnd smés latek a tak se nam cilové

produkty 15a-d nepodafilo timto zplisobem izolovat.

Proto jsme zvolili mirnéjsi podminky, které vedly k ziskani produkt( 15a-d.
Tyto reakce jsme provadéli v bezvodych podminkdch pod atmosférou argonu.
K bishydrazidu 18a-d jsme pfridali p-toluensulfonylchlorid a po vytvofeni ochranné
atmosféry jsme pridali bezvody dichlormethan a bezvody triethylamin. Reakci jsme
provadéli za laboratorni teploty a stdlého michani po dobu 24 hodin. Po vytfepavani
jsme cilové produkty 15a-d izolovali pomoci sloupcové chromatografie ve vytézku

64-89 %. Identitu a Cistotu produktl jsme ovéfili pomoci NMR spektroskopie.
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» Derivaty oxadiazolu pripravené reakci hydrazidu s 3,5-dinitrobenzoylchloridem a

naslednym uzavienim oxadiazolového kruhu:

e 2-(3,5-dinitrofenyl)-5-(2-(4-methoxyfenyl)ethyl)-1,3,4-oxadiazol (15a)
e 2-(2-(4-chlorfenyl)ethyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol (15b)

e 2-benzyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol (15c)

e 2-(3,5-dinitrofenyl)-5-(2-(4-methylfenyl)ethyl)-1,3,4-oxadiazol (15d)

8.6 Priprava oxadiazolu 19a a jeho dihydrochloridu 19b

Nakonec jsme pfipravili oxadiazolovy derivat 19a obsahujici siru ve spojovacim retézci
mezi oxadiazolovym kruhem a nasycenym dusikatym heterocyklem. Vychozi latka II
byla jiz drfive pripravena na katedife anorganické a organické chemie Janem
Némeckem. Podobné jako u latky 10a jsme pfi pripravé latky 19a pouzili 2 molarni
ekvivalenty N-benzylpiperazinu, pfiéemz 1 moldrni ekvivalent vystupoval jako baze.
Reakéni smés jsme zahfivali k varu po dobu 13 hodin. Po vytfepavani jsme produkt 19a

izolovali pomoci sloupcové chromatografie ve vytézku 60 %.

Jelikoz derivat 19a vykazoval velice dobrou antimykobakteridlni aktivitu
(viz kapitola 8.7 Tabulka 7), rozhodli jsme se pfipravit jeho ve vodé rozpustny

dihydrochlorid 19b. Tato reakce probihala kvantitativné.

» Pripraveny oxadiazol 19a a jeho dihydrochlorid 19b:

o 2-((3-(4-benzylpiperazin-1-yl)propyl)sulfanyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-
oxadiazol (19a)
e 1-benzyl-4-(3-((5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-

yl)sulfanyl)propyl)piperazin dihydrochlorid (19b)
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8.7 Testovdni antimykobakterialni aktivity in vitro

U sedmnacti pfipravenych slou€enin jsme hodnotili in vitro antimykobakterialni
aktivitu vaci M. tuberculosis CNCTC My 331/88, M. kansasii CNCTC My 235/80
a M. avium CNCTC My 330/88. Tyto kmeny byly poskytnuty Ceskou narodni sbirkou
typovych kultur (ENSTK). Ctvrtym testovanym kmenem byl klinicky izolat M. kansasii
6509/96. Dvé pripravené latky jsme otestovali na jejich in vitro antimykobakterialni
aktivitu proti klinicky izolovanym MDR/XDR kmendm M. tuberculosis Praha 1,
M. tuberculosis Praha 4, M. tuberculosis Praha 131, M. tuberculosis 9449/2007,
M. tuberculosis 234/2005, M. tuberculosis 7357/1998 a M. tuberculosis 8666/2010.
Testovani provedlo Oddéleni bakteriologie a mykologie Zdravotniho Ustavu se sidlem
v Ostravé. Pro hodnoceni in vitro antimykobakteridlni aktivity byla zvolena
mikrometoda pro stanoveni minimalnich inhibiénich koncentraci 1ékd v Sulové pGdé
(SEVAC, Praha). Testované latky byly rozpustény v DMSO (dimethylsulfoxid) a nasledné
naneseny na Sulovu plidu v koncentracich 500, 250, 125, 62, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25,
0.125, 0.06 a 0.03 umol/I. Takto pripravené vzorky byly inkubovany pfti 37 °C. In vitro

antimykobakteridlni aktivita byla vyjadfena jako minimalni inhibi¢ni koncentrace

evvzs

o

kterd viditelné inhibuje rlst mykobakterii. Hodnota MIC byla zjistovana
po 14 a 21 dnech inkubace u M. tuberculosis a M. avium a po 7, 14 a 21 dnech
inkubace u obou kmenU M. kansasii. Jako standard byl pro hodnoceni in vitro

antimykobakterialni aktivity zvolen isoniazid (INH).
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Tabulka 2: In vitro antimykobakteridlni aktivita substituovanych 2- a 1-benzyl-5-(3,5-
dinitrofenyl)-1H-tetrazolii vyjadrend jako MIC [umol/I]

NO,
_N
NO, X @
Y NN N e
/ 2
@VN‘N
X NO,
Y X

X=F,Y=H 1a X=H,Y=CHjs 2b

X=H,Y=CHs 2a X=0CH3, Y=H 4b

X=ClL,Y=H 3a

X=0CHs, Y=H 4a

M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 My 6509/96
14 / 21 dni 7/14/ 21 dni

1a 1/1 8/16 1/2/2 05/1/2
2a 0,125/0,125 8/16 05/1/1 0,25/0,5/0,5
3a 0,5/0,5 4/8 1/2/2 0,5/1/2
4a 1/1 4/8 1/2/4 1/2/2
2b 1/2 8/16 1/2/4 2/4/4
INH 05/1 >250 >250 4/4/4

Z tabulky (Tabulka 2) je patrné, Zze 2-regioizomery vykazovaly v porovnani s isoniazidem
velice dobrou antimykobakteridlni aktivitu. PfedevSim pak latka 2a se substituci
benzylu methylovou skupinou v poloze 4 vykazovala nékolikanasobné lepsi aktivitu
nez zvoleny standard. Naopak u 1-regioizomeru 2b jsme zjistili, Ze v porovnani
sisoniazidem je jeho antimykobakteridlni ucéinnost horsi. Pokud tedy porovname
antimykobakterialni aktivitu obou regioizomerl, zjistime, Ze na poloze substituce
zalezi: 2-regioizomery vykazuji lepsi aktivitu nez 1-regioizomery. Toto tvrzeni

se shoduje s dfive publikovanymi daty.?!
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Tabulka 3: In vitro antimykobakteridlni aktivita vybranych substituovanych 2-benzyl-
5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazoli proti klinicky izolovanym MDR/XDR kmeniim
M. tuberculosis vyjadfend jako MIC [umol/I]

JON

NO, NO,
N=N N=N
1 / | /
N-N \©VN\N

N02 NO2

1a 2a

MDR/XDR kmeny M. tuberculosis
MIC po 14 a 21 dnech inkubace

Prahal | Praha4 | Praha 131 | 9449/2007 | 234/2005 | 7357/1998 | 8666/2010

1a 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1

2a 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125

0,25 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
streptomycin R R R R R R R
isoniazid R R R R R R R
ethambutol R R R S R R R
rifampicin R R R R R R R
ofloxacin S R R S S R R
gentamicin S S R S S S S
klofazimin R R S S S S R
amikacin S S R S S S S

R - kmen rezistentni k podanému antituberkulotiku; S - kmen citlivy k podanému antituberkulotiku

Latky 1a a 2a byly testovany na antimykobakterialni aktivitu vici Iékové rezistentnim

formdm TB. Jak vyplyvd z tabulky (Tabulka 3), tyto latky vykazuji vysokou

antimykobakteridlni aktivitu proti MDR/XDR kmenam M. tuberculosis.
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Tabulka 4: In vitro antimykobakteridlni aktivita derivatu tetrazolu obsahujicich
nasyceny dusikaty heterocyklus vyjadrend jako MIC [umol/I]

NO,
X=NCHz n=3 8
X=0 n=3 9
X=NBn n=3 10a
X=NBn n=4 12a
M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 My 6509/96
14 / 21 dni 7/14/21 dni
8 16/ 16 250/ 250 16/32/>32 >32/>32/>32
9 16/ 16 500/ >500 16/32/32 16/32/32
10a 1/1 8/8 2/2/2 1/1/2
12a 0,5/0,5 2/4 05/1/1 2/2/2
INH 05/1 >250 >250 a/a/a

Z tabulky (Tabulka 4) je zfejmé, Ze antimykobakteridlni aktivita derivatd tetrazolu

s nasycenym dusikatym heterocyklem zavisi na jejich lipofilité. Lipofilnéjsi derivaty

s N-benzylpiperazinem vykazuji lepsi aktivitu (srovnatelnou ¢i lepSi neZ pouzity

standard) nez méné lipofilni derivaty s morfolinem ¢i N-methylpiperazinem.

Tabulka 5: Porovnani in vitro antimykobakteridlni aktivity (vyjadiena jako MIC v
umol/l) dihydrochloridii 10b a 12b a jejich neprotonizované formy 10a a 12a

Ph

L

N

N’/N: <:§
N /
L NN

10a
12a

NO,

NO,

o Rien |
inn
N =
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L~ N=N
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n NO,
Cl-
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M. tuberculosis | M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 My 6509/96
14 / 21 dni 7/14/ 21 dni

10a 1/1 8/8 2/2/2 1/1/2
10b 1/2 32/62 1/2/4 1/2/4
12a 0,5/0,5 2/4 05/1/1 2/2/2
12b 0,5/0,5 4/4 05/1/1 1/2/2
INH 05/1 >250 >250 4/4/4

Z hodnot uvedenych v tabulce (Tabulka 5) vyplyvd, Ze pfipravené dihydrochloridy 10b
a 12b si v porovnani s jejich neprotonizovanou formou 10a a 12a zachovavaji velice

dobrou antimykobakterialni aktivitu.

Tabulka 6: Vliv pfitomnosti siry v molekule substituovanych oxadiazolii na jejich in
vitro antimykobakteridlni aktivitu vyjadfenou jako MIC [umol/I]

(CHy), Ph NO
Or z
'\?/—O NO, \\Nf‘\N
Y
\N)\Q \\_/ \\\\ 5
S | NO,
N02 \<N—N
R=0CH; n=2 15a 19a
R =ClI n=2 15b
R=H n=1 15¢
R=CH; n=2 15d
M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 My 6509/96
14 / 21 dni 7/14/ 21 dni
15a 0,125/0,125 8/16 0,125/0,25/0,5 0,125/0,25/0,5
15b 0,125/0,125 >250/ >250 0,125/0,25/0,5 0,06 /0,125/0,25
15c 0,25/ 0,25 16/32 0,25/0,5/1 0,125/0,25/0,5
15d 0,03 /0,06 2/4 0,125/0,25/0,25 0,06 /0,125 /0,125
19a 0,125/0,25 2/2 1/2/2 05/1/1
INH 05/1 >250 >250 4/4/a
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Z tabulky (Tabulka 6) vyplyva, Ze pokud v molekule substituovanych oxadiazoll
eliminujeme siru nebo ji nahradime uhlikem, ziskdme tak derivaty, které taktéz
vykazuji vysokou antimykobakteridlni aktivitu. Pfedevsim pak latka 15d s methylovou

skupinou vykazuje v porovnani s isoniazidem nékolikanasobné lepsi aktivitu.

Tabulka 7: Porovndni in vitro antimykobakteridlni aktivity (vyjadrena jako MIC v
umol/l) dihydrochloridu 19b a jeho neprotonizované formy 19a

Ph NO Ph H*
\\N/\\N 2 \\N/\\NH+ NO
__/ (. 2
0 Cl-
s— NO, Cl- S\(o
N’N \
N-N NOz
M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 My 6509/96
14 / 21 dni 7/14/ 21 dni
19a 0,125/0,25 2/2 1/2/2 05/1/1
19b | 0,125/0,125 2/4 2/2/4 2/2/4
INH 0,5/1 >250 >250 4/4/4

Z tabulky (Tabulka 7) je patrné, Ze dihydrochlorid 19b si v porovnani s jeho

neprotonizovanou formou 19a zachovava vysokou antimykobakterialni aktivitu in vitro.

8.8 Testovani cytotoxicity in vitro

Abychom ziskali pfedstavu o cytotoxicité studovanych latek k liniim savcich bunék,
hodnotili jsme vliv ¢tyf vybranych sloucenin na Zivotaschopnost bunééné linie CHO-K1
(ovaridlni bunky ¢inského krecka) po 24 hodinach inkubace. U dvou sloucenin jsme
dale hodnotili vliv na Zivotaschopnost bunécéné linie 3T3 (mysi embryonalni fibroblasty)
po 72 hodinach inkubace. Postup hodnoceni cytotoxicity in vitro je popsan v citované

publikaci.”® (viz ptiloha 14.1)
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Tabulka 8: Vliv vybranych sloucenin na Zivotaschopnost savcich bunék vyjadieny jako
ICs0 [umol/I] po 24 hodindch inkubace pro CHO-K1 buriky nebo po 72 hodindch

inkubace pro bunky 3T3
NO,
-N
Y NN 0 NO
/ 2
@\/N\N
X NO,
Y X

X=F,Y=H 1a X=H,Y =CHs; 2b

X =H,Y =CHjs 2a

X=Cl,Y=H 3a

X=0CHs, Y=H 4a

Bunky CHO-K1 Bunky 3T3
Zivotaschopnost
ICso [umol/1] 1Cso [umol/1] ofi 100 umol/I

1a 31558 >100° 95%
2a 200 49 >100° 89%
2b 2814
3a 275
4a >100°

® Hodnota predstavuje nejvyssi koncentraci testované latky, kterd nezpUsobila
vysrazeni béhem inkubace s burikami.

Vysledky v tabulce (Tabulka 8) ukazuji, Ze vybrané slouceniny maji pomérné maly vliv
na zivotaschopnost savéich bunék. Pfi porovnani regioizomerl 2b a 2a zjistime,

vV

cytotoxicky nez jeho protéjsek 2-regioizomer 2a.

8.9 Testovadni antimykotické a antibakterialni aktivity in vitro

Pro ziskani predstavy o selektivité antimykobakteridlniho ucinku jsme u ¢tyf vybranych
latek hodnotili také jejich aktivitu vici osmi kmentm vlaknitych hub a osmi kmenim
bakterii. Pro hodnoceni téchto aktivit byla pouzita metoda mikrofedéni v bujénu.
Tato metoda byla provedena podle pravidel CLSI/EUCAST (Institut pro klinické

a laboratorni standardy/Evropska komise pro testovdni antimikrobialni citlivosti)
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s drobnymi modifikacemi. Postup hodnoceni antimykotické a antibakterialni aktivity

in vitro je popsan v citované publikaci.”® (viz pfiloha 14.1)

Tabulka 9: In vitro antimykotickad aktivita vybranych Ildtek vyjadrena jako MIC

[umol/I]
NO,

Y@\/E:’N/ NO,
X NO,
Y X
X=H,Y=CHs 2a X=H,Y =CHs; 2b
X=ClL,Y=H 3a
X=0OCHz; Y=H 4a
Kmeny kvasinek
CA CcT CK CG TA
24h 48 h 24h 48 h 24h 48 h 24h 48 h 24 h 48 h
2a >500 >500 | >500 | >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
2b >500 >500 | >500 | >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
3a >500 >500 | >500 | >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
4a >500 >500 | >500 | >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
FLU 0,82 - 1,6 - 105 - 26 - 210 -
AMB 0,54 - 0,54 - 1 - 0,54 - 0,27 -

Kmeny vlaknitych hub

AF AC ™

24h 48 h 24 h 48 h 72 h 120 h

2a >500 >500 >500 >500 >500 >500

2b >500 >500 >500 >500 >500 >500

3a >500 >500 >500 >500 >500 >500

4a >500 >500 >500 >500 >500 >500

FLU >500 - >500 - 105 -

AMB 0,54 - 1 - 0,54 -

CA - Candida albicans ATCC 44859; CT - Candida tropicalis 156; CK - Candida krusei E28; CG - Candida
glabrata 20/1; TA - Trichosporon asahii 1188; AF - Aspergillus fumigatus 231; AC - Absidia corymbifera

272; TM - Trichophyton mentagrophytes 445; FLU — flukonazol; AMB — amfotericin B
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Tabulka 10: In vitro antibakteridalni aktivita vybranych latek vyjadiend jako MIC

[umol/I]
NO,
NO, EN\>—Q
Y N=N N
poSrae
X NO,
Y X
X=H,Y=CHs 2a X=H,Y =CHs; 2b
X=ClL,Y=H 3a
X=0CHs, Y=H 4a
Kmeny grampozitivnich koka
SA MRSA SE EF
24h 48 h 24h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
2a 31,25 31,25 >500 >500 62,5 62,5 >500 >500
2b 125 125 125 125 250 250 250 250
3a >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
4a >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
VAN 0,35 - 0,35 - 0,35 - 0,7 -
GEN - - - - - - - -
Kmeny gramnegativnich tycek
EC KP KP-E PA
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
2a >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
2b 500 500 500 500 500 500 >500 >500
3a >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
4a >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
VAN - - - - - - - -
GEN 0,26 - 0,26 - 0,26 - 1 -

SA - Staphylococcus aureus ATCC 6538; MRSA - meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus HK5996/08;
SE - Staphylococcus epidermidis HK6966/08; EF - Enterococcus sp. HK14365/08; EC - Escherichia coli
ATCC 8739; KP - Klebsiella pneumoniae HK11750/08; KP-E - Klebsiella pneumoniae HK14368/08
produkujici Sirokospektré beta-laktamazy; PA - Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027; VAN —

vankomycin; GEN — gentamicin
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Z tabulek (Tabulka 9 a Tabulka 10) je zfejmé, Ze vybrané latky nevykazuji vyraznou
antimykotickou ¢i antibakterialni aktivitu vaci testovanym kmentm, a tak hodnoty
téchto tabulek potvrzuji selektivitu antimykobakteridlni aktivity testovanych latek.
Latky 2a a 2b sice vykazuji malou Ucinnost i proti nékterym grampozitivnim kokdm,

ale ve srovnani s vankomycinem je jejich aktivita zanedbatelna.
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9. ZAVER

V této praci jsme se pokusili navazat na predchozi praci nasi skupiny
na Katedfe anorganické a organické chemie FaF UK, pfi které bylo zjiSténo,
Ze 2,5- a 1,5-disubstituované tetrazoly a 2,5-disubstituované oxadiazoly, které nesou
3,5-dinitrobenzylsulfanylovou skupinu, vykazuji vysokou antimykobakteridlni aktivitu.
Strukturu téchto latek jsme upravili odstranénim methylsulfanylového spojovaciho
fetézce a pfipravili jsme tak dvacet cilovych derivatl tetrazolu a oxadiazolu

obsahujicich 3,5-dinitrofenylovou skupinu pfimo navdzanou na pfislusné heterocykly.

Nejprve jsme pripravili sérii 2- a 1-benzyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazold.
U péti latek z této série jsme hodnotili jejich antimykobakteridlni aktivitu in vitro
a cytotoxicitu in vitro. Zjistili jsme, Ze 2-regioizomery vykazovaly v porovnani
s isoniazidem velice dobrou antimykobakteridlni aktivitu. VSech pét latek meélo
pomérné maly vliv na Zivotaschopnost savéich bunék. AvSak pfi porovnani
1-regioizomeru (2b) a 2-regioizomeru (2a) mlzZeme vidét, Ze 1-regioizomer vykazuje
série jsme hodnotili jejich antimykobakteridlni aktivitu vici lékové rezistentnim
formam TB a zjistili jsme, Ze jejich antimykobakteridlni aktivita proti MDR/XDR
kmenlm M. tuberculosis je vysoka. U Ctyr latek z této série jsme hodnotili jejich
antimykotickou a antibakterialni aktivitu in vitro. Tyto latky nevykazovali vyraznou
antimykotickou a antibakteridlni aktivitu, coz potvrdilo jejich selektivni

antimykobakterialni Gc¢inek.

Dale jsme pfipravili derivaty tetrazolu nesouci nasyceny dusikaty heterocyklus,
ktery umoznil pfipravu ve vodé rozpustnych soli. Pfi syntéze derivatu obsahujici
dvouuhlikaty spojovaci retézec mezi tetrazolem a nasycenym dusikatym heterocyklem
dochdzelo ke spontanni eliminaci na vinyl derivat. Antimykobakteridlni aktivita
derivatll tetrazolu s nasycenym dusikatym heterocyklem zavisi na jejich lipofilité.
Lipofilnéjsi derivaty vykazuji lepsi aktivitu (srovnatelnou ¢i lepsi nez pouzity standard)
nez méné lipofilni derivaty. Pfipravené dihydrochloridy si v porovnani s jejich

neprotonizovanou formou zachovaly velice dobrou antimykobakterialni aktivitu.
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Mimo derivaty tetrazolu jsme také pfripravili sérii 3,5-dinitrofenyloxadiazold.
K jejich pripravé jsme pouzili dvé metody. Prvni metodou byla reakce chloridu kyseliny
s 5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazolem. PrestoZe je tato reakce v literature popsana,
v nasem pfipadé se nam nepodafilo produkt izolovat. Cilové oxadiazoly jsme ziskali
reakci hydrazidu s 3,5-dinitrobenzoylchloridem a ndslednym uzavienim
oxadiazolového kruhu. Zjistili jsme, Ze pripravené derivaty 1,3,4-oxadiazolu
si i pfes nepfitomnost siry zachovavaji vysokou antimykobakteridlni aktivitu in vitro.

Pfedevsim pak derivat 15d s methylovou skupinou vykazuje v porovnani s isoniazidem

nékolikanasobné lepsi aktivitu.

Nakonec jsme pfipravili derivat oxadiazolu se sirou ve spojovacim fetézci mezi
oxadiazolem a nasycenym dusikatym heterocyklem. Potvrdilo se,
Ze antimykobakterialni aktivita latek tohoto typu je vysokd. Nasyceny dusikaty
heterocyklus umoznil pfipravu ve vodé rozpustného dihydrochloridu, ktery v porovnani
s jeho neprotonizovanou formou vykazoval taktéz vysokou antimykobakteriadlni aktivitu

in vitro.
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10. POUZITE ZKRATKY

ADME

ATP
CLSI
CNSTK
DIPEA
DMF
DMSO
DprEl
EUCAST
FDA
CHO-K1
INH

M. tuberculosis
MDR-TB
MIC
MmplL3
MW

NMR

ppm

Rt

B

zakladni farmakokinetické déje (absorpce, distribuce,

metabolismus a exkrece)

adenosintrifosfat

Institut pro klinické a laboratorni standardy
Ceska narodni sbirka typovych kultur
N,N-diisopropylethylamin
N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

dekaprenylfosforyl- 3 -D-ribosa 2'-oxidaza

Evropska komise pro testovani antimikrobidlni citlivosti

Urad pro kontrolu potravin a lé&iv, Spojené staty americké

bunécna linie (ovarialni bunky ¢inského krecka)
isoniazid

Mycobacterium tuberculosis

multirezistentni tuberkuldza

minimalni inhibi¢ni koncentrace

transportér trehaléza monomykolatu
mikrovinna aktivace

nuklearni magneticka rezonance

parts per milion = miliontina vnéjsiho pole (jednotka

chemického posunu)
retencni faktor

tuberkuldza
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THF

TLC

TsCl

WHO

XDR-TB

5-ST

373

tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie
p-toluensulfonylchlorid

Svétova zdravotnicka organizace
extenzivné rezistentni tuberkuldza
5-substituované tetrazoly

bunécna linie (mysi embryonalni fibroblasty)
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