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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra anorganické a organické chemie

Kandidat: Petr Vicherek
Skolitel: RNDr. PatrikConka, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Syntéza tetrazoi a jejich derivata jako latek

s antimykobakterialnim piasobenim

PrestoZze od druhé poloviny 20. stoleti nastalcbdétuberkuldézy vyznamny pokrok
diky objevam &innych I&iv, stale se jedna o velice ro&Eié a obtiz&lécitelné onemoceni.
Situace je komplikovdna nestajicim vyskytem rezistentnich kmiema z tohoto dvodu je
stdle nutné hledat nova potencialni antituberkkdotiCilem této prace bylo pokixavat
v syntéze antimykobakteriagninnych struktur na bazi tetrazolu.

Nejprve jsme syntetizovali derivaty 1-aryl-5-[(3J8itrobenzyl)sulfanyl]-H-
tetrazolu metodou Williamsonovy syntézyi lteré spolu reagovaly 1-aryHktetrazol-5-
thiol s 3,5-dinitrobenzylchloridem. Re&ak podminky byly postugh optimalizovany.
Nasledd  jsme ipravili stejnym z@isobem derivaty 1-fenyl-5-[(3,4,5-
trimethoxybenzyl)sulfanyl]-#H-tetrazolu, cozZ jsou analogyequichozich tetrazdlpostradajici
elektronakceptorovou 3,5-dinitrosubstituci.

Dale jsme se za#ili na syntézu substituovanych 1,5-difenytetrazot. Jako
vychozi struktury pro tvorbuithto tetrazal byly pouzity substituovan8l-fenylbenzamidy,
které jsme fipravili z pati¢nych benzoylchlorid a anilini. Cilové tetrazoly jsme se poté
pokusili gipravit ttemi tiznymi reakcemi:

1. tvorba imidoylchloridu vychoziho benzamidu a jehasledné zacykleni azidem
sodnym na tetrazol v podminkach mezifazoveé katalyzy

2. tvorba imidoylbenzotriazolu vychoziho benzamidu ehg nasledné zacykleni
azoimidem na tetrazol v podminkach mezifazové ayal

3. varianta Mitsunobuovy reakce s pouZzitim trimetHylazidu.

Druha zmigna metoda vedla k zisku dvou substituovanych lf@&ngl-1H-tetrazot,
mnozstvi a&istota vytzku ovsem nebyly dostajici.

Celkem jsme ziskali 12 finalnich tetraZ@ antimykobakterialni aktivitan vitro byla
zjistovana u deviti z nich. Spolu s nimi bylo testovar®h substituovanych benzanich 3
substituovanéN-benzylbenzamidy, které jsmetrigravili. Nékteré z échto latek vykézaly
vySSi antimykobakteridlnidinnost, nez isoniazid. Ziskané produkty byly ch&gekovany
'H NMR a**C NMR spektroskopii a teplotou tan.



Abstract
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Although significant progress in therapy of tubéosis has been made since effective
drugs were discovered in the second half of thdn 2@ntury, it is still widespread and
refractory curable disease. The situation is coraphid with growing appearance of resistant
strains and for that reason it is necessary tockef@r new potential antituberculotics. The
aim of this work was to continue with synthesis asftimycobacterial-efficient structures
based on tetrazole.

Firstly, we synthesised derivates of 1-aryl-5-[(@iBitrobenzyl)sulfanyl]-H-tetrazole
by the method of Williamson’s synthesis, when th&ction of 1-aryl-H-tetrazol-5-thiol with
3,5-dinitrobenzylchloride was performed. Conditiortd the reactions were further
optimalised. We prepared by the same way derivals 1-fenyl-5-[(3,4,5-
trimethoxybenzyl)sulfanyl]-#H-tetrazole afterwards, as analogues of previousazeles
missing the electron withdrawing 3,5-dinitrosuhsgtdn.

Furthermore, we concentrated on synthesis of subedi 1,5-diphenyl-Hi-tetrazoles.
SubstitutedN-phenylbenzamides, prepared from appropriate béczioyides and anilines,
were used as the initial structures for formatidntheese tetrazoles. Then we tried three
different pathways for preparation of the finatézbles:

1. formation of imidoylchloride of initial benzamidelfowed by its cyclization with
sodium azide on tetrazole in condition of phasadpher catalysis;

2. formation of imidoylbenzotriazole of initial benzate followed by its cyclization
with azoimide on tetrazole in condition of phasmspher catalysis;

3. variation of Mitsunobu reaction using trimethyl$ilyide.

The second mentioned method led to isolation of substituted 1,5-difenylH-
tetrazoles, but not in sufficient amount and purity

We obtained 12 final tetrazoles altogether andnaydobacterial activityn vitro was
investigated in nine of them. 9 substitutdédphenylbenzamides and 3 substituted
benzylbenzamides we prepared were tested as veelle ®f these compounds shown higher
antimycobacterial activity than isoniazid. The prots were characterised witH NMR and
13C NMR spectroscopy and with melting points.



1. Uvod

1.1. Tuberkuléza

Tuberkuléza (TB) je infekni onemocani zpisobené bakteriemi ze skupiny
Mycobacterium tuberculosiskteré se népstji pienasi vdechnutim kapének od akutn
nemocnych lidi. &koliv se jedna o celogtové rozStenou nemoc, vyskyt tuberkulozy
v jednotlivych oblastech gta se vzajemhdiametral@ liSi a souvisi se socioekonomickou,
zdravotni a hygienickou Urovni danych lokalit. \zvowutych zemich je v s@asnosti
tuberkul6za vnimana vicemgrniz jako exotickd zalezitost. To vSak nelze tvrditzbylé
vetSing swta. Nejvice postizené jsou rozvojové 2ewAsii, Africe a latinské Americe. Prav
z tichto oblasti se druhatr{v rAmci imigrace) TB dostava i do vyéfch zemi™

Dle odhad WHO (Swtova zdravotnickd organizace) je nakaZzena aZ jdfiima
swtove populace. Z celkového ¢a infikovanych se vSak 95 % nachazi v latentniadist,
které je bezfiznakové a neinfeki. Nicmér, dojde-li k oslabeni imunitniho systému,
organismus jiz nezvladne zadrzovat mnozZeni patogeptopukne akutni faze onemeon
s manifestovanymi klinickymi fiznaky. NefasgjSim postiZzenym organem jsou plice, ale
mykobakterie mzou v €le migrovat a napadat i dalSi organy. Nel# tuberkuléza miva
fatalni prognézu. Za rok 2012 v jejimigledku zertelo asi 1,3 miliénu lidi, z toho 95 %
amrti gripadé na rozvojové zemJedna se tak o druhou &egejSi pricinu umrti v disledku
infekéni choroby. HorSi statistiku ma pouze virus HIVert je ¢asto i divodem perodu
latentni faze tuberkulézy v jeji akutni formu. Tabmemocgni se navzajem negati&n
ovliviiji a jejich soubh je velicetasty?

Do poloviny dvacatéeho stoleti neexistovat@naa farmakologicka kba tuberkulozy.
Omezené terapeutické moznosti &paly v chirurgickych zakrocich ¢ pobytech
v sanatoriichV roce 1944 bylo objeveno aminoglykosidové antilimin streptomycin, které
znamenalo fevrat v boji proti tuberkul6z&V nasledujicich dvou desetiletictilpyla dalsi
antituberkulotika isoniazid, rifampicin, pyrazinainia ethambutol, ktera spole se
streptomycinem dodnes paimezi zakladni l&va. Pouze sama o sblvSak tuberkulozu
vylésit nedokaZou aiplécbé je nutna jejich kombinack.

Mykobakterie jsou&Zko napadnutelné kli atypickému lipidovému sloZeni b&né
sttny a malo aktivnimu metabolismu u latentnich fordm@ivo navic musi nejprve projit
granulomem vytvienym buikami nespecifické i specifické imunity v oblastiigolich
makrofagi.’ Z téchto divodi je nutna dlouhodoba kombite l&ba trvajici obvykle skolik
meésial, v zavazgjSich ipadech se f¥e jeSt prodlouzit. Délka terapie a kombinaceilé
zvysuji riziko vzniku zavaznych vedlejSicheinkia (negasgji hepatotoxicitu), narusuji
spolupraci paciedta mohou si vynutit ukamni stavajici terapie a nasazeni SirSiho spektra
antituberkulotik. Zmiané faktory pispély k postupnému néstu cetnosti kmed MDR-TB
(multirezistentni tuberkul6za), odolnychiév vySe zmignym zakladnim l&vam. Vzniku
rezistence napomaha i nevhodné volba farmakoteragiavotnickymi pracovniky, ktera
nerespektuje ifppadnou pitomnost rezistence nebo jeji rozvoj. HlaSeny jsaki i kmeny



XDR-TB (extenzivié rezistentni tuberkul6za), které odolavaji mnoh@sirdu spektru I&v.
Bohuzel, v posledni débse objevily i pipady TDR-TB (totala rezistentni tuberkul6za),
proti kterym v sotiasné dob nemame k dispozici dostat& (innou latku® Problematika
rezistence tuberkulézy buddéepmé v budoucnu ndistat a nelze vylatit jeji globalizaci.
Proto je nutné se intenziwrzabyvat hledanim novych moZznosti boje proti tédané
nemoci’

1.2. Potencialni nova antituberkulotika

Ackoliv nejde o oblast vyzkumu, ktera by byla pronfiaceutické firmy ekonomicky
atraktivni, je v sotasné dob v raznych fazich klinického vyvoje deset struktur a
v preklinické fazi je zkouseno osm stemin’ Pristupy k nalezeni novych antituberkulotik,
acinnych i proti rezistentnim kmém, se daji shrnout do nasledujicich moznosti:

- testovani jiz znamych molekul na antimykobaktefiaktivitu.
- strukturni obmina stavajicich antituberkulotik.

- hledani @innych latek v pirodnich zdrojich.

- syntéza uplénovych slodenin.

Mezi |&iva, ktera fivodre k terapii tuberkuldézy wena nebyla a nyni se s éshem
pouzivaji v pipact kmeri MDR-TB, pati fluorochinolony. Nicmé# ani tyto latky nejsou
stoprocentd (&inné, osemz sedci existence kmehXDR-TB.2 Je moZné néasledivyzkouset
dalSi antibakteriakh (cinna I€iva, jejich @inos ovsem byva sporny a obvykle vede kgjest
vétsimu prohloubeni rezistence. Existuji vdak vyjifikyinezolid ze skupiny oxazolidingn
(obr. 1) je jiz pouzivanym &&vem @i infekcich rezistentnimi G+ bakteriemi a momentgin
prowsiovan na antituberkulotickou aktivitu v druhé fafinickych studii® Dva dalsi zastupci
oxazolidindionii, sutezolid (PNU-100480) a AZD5847, jsou zcela nel@teniny a ob
rovnéz Us@Esns prosly do druhé Klinické faze.

0
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Obr. 1. Struktura linezolidu

3

Syntetickymi obrinami jiz znamych antituberkulotik se k Zzadnym novyatkam
v posledni dob nedosplo. Struktura ethambutolu vSak byla inspiraci pymtézu novych
latek s ethylendiaminovym uskupenim. Zde'adi i derivat SQ-109 (obr. 2), ktery vykazuje
acinnost proti MDR-TB i XDR-TB a momentainse nachazi jiz ve druhé fazi klinickych
zkousek™



Obr. 2. Struktura SQ-109

Jsou prowiovany extrakty z l&vych rostlin, které jsou pouzivany v trédi terapii
tuberkulozy v iznych oblastech sta. Jejich efektivita byva sice potvrzena, latky mesi
latek) zodpowdné za pozadovanyimek je oviem teprve nutné izolovat a identifikotat?
vzhledem k problematice rezistence na jiz zndmanoierapeutika. V prosinci roku 2012
schvalil FDA (Urad pro kontrolu potravin a d&, Spojené staty americké) latku ze skupiny
diarylchinolormi bedaquilin (TMC-207, obr. 3) prodéu dosglych nakazenych MDR-TB. Po
vice neZétyriceti letech se tak jedna o prvni zcela novou $tnuk ugenou vyhrad#é pro
lécbu tuberkulézy?

Obr. 3. Struktura bedaquilinu (TMC-207)

Veliké nadje jsou vkladany do sl@enin na bazi bicyklickych
nitroimidazoti. Derivat nitroimidazo[2,1-b][1,3]oxazinu PA-824 Ko 4) je momentakh
testovan ve druhé fazi klinickych studii, a to gmotny, tak v kombinaci s moxifloxacinem
a pyrazinamidem’ Predpoklada se, Ze zde je zanek zodpow¥dna nitroskupina, které se po
praniku do mykobakterie redukuje pomoci deazaflavipat®lentnich enzyinna inhibitory
syntézy mykolové kyseliny, ktera je obsazena v rbghkterialni buscné séné. Tento
mechanismus méa navic tu vyhodu, e napada dlicéde latentni bakterie TB.Jest dale
dosgla molekula delamanidu (OPC-67683, obr. 5) ze skupinitroimidazo[2,1-
bJoxazoti, kter& se nyni nachazi \eti fazi klinického vyvoje: **

F3C/O
NO
o )QN 2

Obr. 4. Struktura PA-824
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Obr. 5. Struktura delamanidu (OPC-67683)

V preklinickém vyzkumu se préwachazi latka PBTZ169 ze skupiny benzothiézon
(obr. 6), jejiz dinek je roviéZz danin vivo redukci nitroskupiny, tvorby nitrosometabolia
naslednou inhibici enzymu DprEl (dekaprenylfost@yd-ribosa 2-epimeraza). Ten je
zodpowdny za syntézu arabin@nnezbytné slozky buiné stny mykobakterif:* Podobnym
mechanismemdinkuiji i struktury dinitrobenzamid®’

Neae
FsC N
@)

Obr. 6. Struktura PBTZ169

V laboratdich po celém si¢ je jis€ mnoho dalSich slaenin, které vykazuji
vyraznou antimykobakterialnicinnost. To je ale pouze nutna, nikoliv p@sigci podminka
pro to, aby sedinna latka mohla jednou statieem. Slokenina musi specificky napadat jen
bakterie TB (pipadr€ i jiné patogeny), aiffom nesmi zavaznposkozovat biky lidského
organismu. Z chemického hlediska musi byt strukturtuberkulotika dostateé rozpustna
ve vod pro administraci a pohyb v krevnimacisti, na druhé stranbyt zarové schopna
proniknout @es bariéru z imunitnich bgk a koneéné lipofilni bunénou strukturou
mykobakterii. Sjednotit vSechny tyto pozadavky dn@ molekule je velice obtizné a ptav
bezpeénostni profil je nejasgji tim hlediskem, pro které je vyvoj jinak ngdych latek
piedtasré ukorten. Proto je nutné neustale hledat dalsi vhodoé&tsty, cozZ je i snahou této
prace.

1.3. Antimykobakterialni potencial tetrazola

Z chemického hlediska je tetrazolovy cyklus izasiter karboxylovou skupinou nebo
nekterymi jejimi funknimi derivaty (nap estery, amidy), oproti ni ma vSak vyhodu
v mnohem nizSi reaktiita Wtsi stabili® vaci metabolizaci. Jiz dnes jgipmen v gkolika
rozlicnych I&ivech, nap. v antagonistech receptoru pro angiotensin; Adsartanu,
valsartanu, kandesartatiu irbesartanu, antileukotrienu pranlukastii cefalosporinovych
antibioticich prvni generace. Existuje vSak da$inoho jinych farmakodynamickyiinnych
latek s tetrazolovym uskupenim, jeZ maji poterstdl se 1&ivy.
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V roce 1993 byla na naSi katedgipravena a antimykobakteri@rotestovana série
substituovanych bis(1-arylH:tetrazol-5-yl)disulfidi. Vysledky byly vyjadeny jako MIC
(minimalni inhib&éni koncentrace) v pumol/l ve srovnani s isoniazidamp jak vzhledem
k standardnim, tak i k mérbé¢Znym kmerim Mycobacterium tuberculosisiyto latky byly
G¢inné zejména proti ménobvyklym TB kmerim odolnym wiéi isoniazidu. Aktivita byla
piimo unerna lipofilit¢ slowenin, @icemz dominoval bis[1-(4-chlorfenyl)H-tetrazol-5-
yl]disulfid. To vedlo k formulaci hypotézy, Ze skturalni motiv tetrazolu je sam o sob
antituberkuloticky dinny.*

Pracovnici katedry dale vroce 1995 publikovali gpraabyvajici se syntézou a
antimykobakterialnim hodnocenim série heterocyKiotk slowenin, které nmily na
elektrondeficitni atom uhliku v heterocyklu navazansubstituovanou alkylsulfanylovou
skupinu®®  Vyraznsjsi antituberkulotickou  aktivitu  vykazovaly —deriyat obsahujici
elektronakceptorové skupiny na aromati¢kéti benzylového fragmentuavwdre pripravené
derivaty pyridind**vedly k obngng zakladniho heterocyklu, kde dominovaly zejména pak
benzazoly s 2,4- nebo 3,5-dinitrobenzylsulfanylovelupinou (obr.7§**P Analogy na
béazi triazolu se neosuily?3, jako vyznamnou sérii se v8ak ukézaly byt 1-stubstané 5-
(dinitrobenzyl)sulfanyl-H-tetrazoly (obr. 8f* Ty jsou v sotiasnosti v centru pozornosti
pracovni skupiny katedry zabyvajici se tetrazologioemii.

X=0,S,N

Obr. 7. Struktura benzaZo$ 2,4- nebo 3,5-dinitrobenzylsulfanylovou skupinou

-
N NO,
@ NO,

R
Obr. 8. Struktura 1-substituovanych 5-(dinitrobdjmyfanyl-1H-tetrazo

Nepublikované vysledky pracovni skupiny naarg Ze jak tetrazolovy cyklus, tak
dinitrofenylovy fragment (ktery je soasti i rekolika klinicky testovanych latek zminych
vySe) jsou skut¢ nositeli antituberkulotické aktivity. Obecnym netitkem dosud
piipravenych sloéenin na této bazi zatimigtava jejich nizka rozpustnost ve ¥akast&na
cytotoxicita vaci lidskym buikam. Nadale jsou intenzi¥nsyntetizovany a vyhodnocovany
nové slodeniny, které virznych modifikacich kombinuji oba strukturni motive snaze
objevit optimal@ antituberkuloticky dinnou latku, s fiznivymi farmakokinetickymi i
farmakodynamickymi vlastnostmi a beZpestnim profilem. Snahaippet k tomuto Usili je i
smyslem této diplomové prace.
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2. Cil prace

Ukolem prvni ¢asti mé diplomové prace je syntéza Sesti dériiaaryl-5-[(3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl]-H-tetrazolu s ob&mou aromatickécasti v poloze N-1 tetrazolu.
Nasled pripravime c¢tyii  derivaty 1-fenyl-5-[(3,4,5-trimethoxybenzyl)sulfa]-1H-
tetrazolu, které i@dstavuji analogy fpdchozich latek postrédajici v poloze C-5 tetrazolu
aromaticky zbytek se snizenou elektronovou hustétdm. 9.). Oba typy slaenin budou
nasledg odeslany na testovani antimykobakteriakingostiin vitro.

Mym druhym (dkolem je fiprava substituovanych 1,5-difenyHitetrazot, které
oproti predeSlym tetrazéim maji oba aromatické substituenty navazaréme, bez
spojovacihaetzce. Je zde vzdyippomen fenyl disubstituovany EWG (elektronakceptdro
skupina), &uz v poloze C-5 nebo v poloze N-1 tetrazolu (difY). Samotné syntézéchto
cilovych tetrazal bude pedchazet Piprava jejich prekuzdr benzamid, které budou coby
izosterni analogy tetrazolu rodihtestovany na antimykobakterialni aktivitu. Spalumimi
budou pipraveny a otestovany substituované benzamidy magiethylenovy spojovaci
mustek mezi amidickym dusikem a substituovanou arichti ¢asti.

N—w NO, N—N OCH;4
/ i \
OCHj;
NO> OCH;
R’ R?

R' = 4-Br; 2,4,6-triMe; 3,4-diCl; 2-MeO; 1-naftyl; 3-MeO R”= 4-NO,; 4-H; 4-MeO; 4-Br

Obr. 9. Struktura cilovych derivat-aryl-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]H-tetrazolu, resp.
1-fenyl-5-[(3,4,5-trimethoxybenzyl)sulfanyl]Ftetrazolu

EWG N-N
N B NP~
R4
[ EWG
//
RS EWG EWG
R3 = H: 4 NO,: 4-Br: 3,4-diCl; 4-MeO; 3-NO,; 4-Cl R*= 4-H; 4-NO,

Obr. 10. Struktura cilovych substituovanych 1,%enfl-1H-tetrazot
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3. Metodicka ¢ast

Jak pro pipravu 1-aryl-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]H-tetrazoti, tak jejich 5-
(3,4,5-trimethoxybenzyl)sulfanyl analbgsme pouzili jako vychozi latky jiz na kated
syntetizované 1-arylH-tetrazol-5-thioly, které na principu Williamsonosyntézy reagovaly
s 3,5-dinitrobenzylchloridem, resp. 3,4,5-trimethoenzylchloridem  za  vzniku
poZadovanych sl@enin.

V druhé casti prace byly vychozi benzamidyfigraveny reakci odpovidajicich
benzoylchlorid s pislusnymi substituovanymi aniliny, resp. benzylayninZmininé
sloweniny jsou BzZné komeegn¢ dostupné. V dalSim kroku jsme se snaZitipravené
benzamidy pevést na odpovidajici tetrazoly, kdy byly vyzkouseelkem fi druhy reakci
(vZzdy nejprve na snadno dostupném a levném beihanil

1. tvorba imidoylchloridu z benzamidu a jehdirpé pgevedeni mezifazavkatalyzovanou
reakci s azidem sodnym na tetrazol;

2. stabilizace imidoylchloridu reakci  $ibenzo[d][1,2,3]triazolem za vzniku
imidoylbenzotriazolu, a po jeho izolaci mezifazayklizace na tetrazol;

3. modifikace Mitsunobuovy reakce za pouziti trimesiilylazidu.

3.1. Alkylace 1-aryl-1H-tetrazol-5-thiolu  3,5-dinitrobenzylchloridem,
resp. 3,4,5-trimethoxybenzylchloridem

Princip reakce spgidva ve Williamsonow syntéze, slouzici kifpraw asymetrickych
ethei ¢i sulfida. Pri této reakci dochazi ke vzniku thiolatu vychozitetrazolu, ktery je
nasledd napaden nukleofilnim benzylchloridem. Na naSi di@ebyla tato reakce jiz
provagdna bul’ v podminkdch mezifazové katalyzy s hydroxidem gaun a
tetrabutylamonium-bromidem (TBAB) jako katalyzatmremezifdzového ignosu, ¢i za
pomoci triethylaminu. V této préci jsme vSak poudib vznik thioladtu ethanolat sodny, ktery
vytvori z tetrazol-5-thiolu jeho sodny thiolat za uvein vodiku. Nésledhs benzylchloridem
vznika cilovy 1-aryl-5-benzylsulfanylH-tetrazol. Tato reakce probiha kvantitatiichéma
1).

Cl
N—N . CyH50Na* [}1—[:1 -
1y \ 1
N\N)\SH | A \’Tj S \ X
| -,
Ar /\R Ar R

Schéma 1. Varianta Williamsonovy syntézy vyuziNigtmdné soli 1-aryl-H-tetrazol-5-thiolu
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3.2. Priprava 3,5-dinitro-N-fenylbenzamidi, resp. N-(3,5-dinitrofenyl)
benzamidi, a N-benzyl-3,5-dinitrobenzamidi

K zisk&ni zmisnych benzamidl byla pouZzita kondenzai reakce chloridu benzoové
nebo 3,5-dinitrobenzoové kyseliny t&né substituovanymi aniliny, resp. benzylaminy.
Reakce probihala spontanjiv za laboratorni teploty. Jako rozpateio jsme pouZzili pyridin,
ktery zarové vaze uvaiujici se chlorovodik. Tato reakce ra@n probiha prakticky
kvantitativre (Schéma 2).

Q o n
Cl + HN—(CHy), E—— N—(CHa),

X 7 N X/ I

Schéma 2. Kondenzai reakce benzoylchloridu a anilinu/benzylaminwzaiku benzamidu

3.3. Syntéza substituovanych 1,5-difenyl-Hi-tetrazola z odpovidajicich
benzamidi

Zpusohi, jakym Ize benzamidyipvést na tetrazoly, je v literdaipopsano kolik.?*
26,27, 28podstatou je vzdy tvorba reaktijgiho derivatu z vychoziho benzamidu, ktery poté
reaguje s anorganickyii organickym azidem, resp. azoimidem. Reaktivniterimediatem
negastji byva imidoylchlorid, tento meziprodukt je vSakstabilni a je nutné s nim okangzit
pracovat® Tento problém se da ¥s&it tvorbou imidoylbenzotriazil které jsou stabilni,
izolovatelné a zarove dostaténs reaktivni pro zasresnou cyklizani reakci?® 2’
Specifickym gipadem je pak varianta Mitsunobuovy reakte.

3.3.1.Syntéza substituovanych 1,5-difenyl-i-tetrazola mezifazovou
katalyzou z imidoylchlorida vychozich benzamid

V prvnim kroku je nutné vytvit z vychoziho benzamidu jeho imidoylchlorid, c& |
mozné varem v progdi thionylchloridu ¢i tavenim s chloridem fosfokeym. Ze
ziskaného imidoylchloridu naslegliv podminkach mezifazové katalyzy vznika poZzadovany
tetrazol. Reakce probiha za laboratorni teploty castii se ji azid sodny a TBAB
jako katalyzator mezifazovéhdemosu (Schéma 3j.

o) cl
NH + SOCl, / PCls

—N + S0,/POCl; + HCI

R1 R2 R1 R2
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Cl TBAB \
=N +  NaNj >

R R? R
Schéma 3. Tvorba substituovanych 1,5-difertyHigtrazott z imidoylchloridh

Dusledkem znéné reaktivity imidoychloridu je vSak jeh®ast&nd hydrolyza ve
vodném prosedi na vychozi benzamid.

3.3.2.Syntéza substituovanych 1,5-difenylH-tetrazolad  mezifazovou
katalyzou z imidoylbenzotriazoli vychozich benzamid

Metoda se od fedchozi li§i tvorbou stabilniho meziproduktu pomaot-
benzo[d][1,2,3]triazolu. Imidoylchlorid, vznikly @preakci benzamidu s thionylchloridem, je
nukleofilné napaden benzotriazolem za odstoupeni chlorovotkakce probiha za zvySené
teploty a Ize ji rychle provést v mikrovinném reakf®, nicmérs je mozny i konvedni
ohfev. Po izolaci produktu @p nasleduje mezifazév katalyzovana reakce, kdy
imidoylbenzotriazol  kvantitativh reaguje s azoimidem (generovanym  kyselinou
trifluoroctovou z azidu sodného) za vznikuipatého tetrazolu. Jako katalyzator na mezifazi
slouzi TBAB, reakce probiha za laboratorni tep(@ghéma 45’

R R2 R
N\ ; NG
N=-N TBAB N, °N
—N + NaN; + CF;COOH > N
o 7\ B <\/ \>
\ \
R1/\ / —N R2 R1/\ / —N R2

Schéma 4. Tvorba substituovanych 1,5-difertyHgtrazott z imidoylbenzotriazdl
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3.3.3.Syntéza substituovanych 1,5-difenylH-tetrazola  z vychozich
benzamidi pomoci Mitsunobuovy reakce

Mitsunobuova reakce obvykle slouzi k stereoselektsubstituci hydroxylu jinymi
nukleofily. Kromé hydroxylu je ji vS8ak mozné pouZzit pro substitu@léciady dalSich
funkénich skupin, které umaaji byt napadeny nukleofilem. Byla popsana r&mprace,
zabyvajici se pravtvorbou 1,5-disubstituovanych tetraizgbtimo z amid.?® K roztoku &i
suspenzi vychoziho amidu v tetrahydrofuranuijdgn diisopropyl azodikarboxylat (DIAD) a
trifenylfosfin. Volny elektronovy par trifenylfosiu napojenim na jeden z dusiloIAD
spontand  vytvéi silné  bazicky komplex, ktery odtrhne nasl€édnpridanému
trimethylsilylazidu (TMSA) jeho alifatickowtast za uvolani azidového aniontu. Vychozi
benzamid je pak aktivovan vazbou svého karbonylougfsliku na fosfoniovy kationt, a tim
je k dispozici pro nukleofilni atak azidovych ani®bnVe vysledku tak vznika cilovy tetrazol,
trifenylfosfinoxid a diisopropyl 1-(trimethylsilyljydrazin-1,2-dikarboxylat. Reakce probiha
v bezvodém progedi a argonové atmosé a jeji vyhodou je tvorba tetrazolu v jediném
realkénim kroku (Schéma 5§ %

N
v N
N

&1

Schéma 5. Syntéza substituovanych 1,5-difeiddtrazoti Mitsunobuovou reakci

0) N
NH + DIAD + PhP3; + TMSA

R’ R2 R’ R2
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4. Experimentalni ¢ast

Pouzité chemikdlie byly zakoupeny u spgolesti Sigma-Aldrich a nebyly déale
Cisteny. Rozpoudidla pouzitd pi reakcich nebo jako seast mobilnich fazi pochazely od
firem Sigma-Aldrich a Lach-Ner Neratovice.

Pouzité 1-aryl-H-tetrazol-5-thioly byly pipraveny a naleZt charakterizovany
v ramci jinych diplomovych praci provedenych nad<k¢ anorganické a organické chemie.

NMR spektra ziskanych latek bylattena na fistrojich Varian pracujicichip300 a
500 MHz pro*H a 75 a 125 MHz prd°C. Chemické posuny byly &eny jako hodnoty
v ppm (pars per milion) a byly nEmo vztazeny k tetramethylsilanu jako standardu.

Hmotnostni spektrometrie s APCI ionizaci bylérema pouZzitimfistroje Agilent 500
lon Trap LC/MS (Agilent Technologies, Santa Cl&alifornia, USA).

Teploty tani byly mifeny pomoci bodotavku Bilichi B-545 od sgolesti Bichi
Switzerland.

Tenkovrstvé chromatografie byly proviy na deskach od spotesti Merck (Silica
gel 60 F254, aluminium back)ifiPsloupcovych chromatografiich byl jako stacionéfdge
pouzivan Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm) firmy Merck.

18



4.1. Séerie substituovanych 1-aryl-5-[(3,5-dinitrobenzyljulfanyl]-1H-
tetrazola

4.1.1.Priprava 1-(4-bromfenyl)-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfaryl]-1H-tetrazolu
(1)

’N_g\ NO,
A
N\
N S
NO,
Br
1
Obecné schéma:
- '1' Na / NaOH / Na,CO NN NO:
N\ SH , Cl 23 N\N)\S
C,HsOH, At
NO,
R

R = 4-Br; 2,4,6-triMe; 3,4-diCl; 2-MeO; 1-naftyl; 3-MeO
Obecny postup:

V 50 ml baice se zaoblenym dnem jsme rozpustili ve 20 ml aitsitio ethanolu 0,330 g
(2,28 mmol) 1-(4-bromfenyl)H-tetrazol-5-thiolu, poté jsme fipali 0,030 g (1,28
mmol) sodiku. Po vzniku sodné soli vychoziho teitdwolu jsme pidali 0,250 g (1,16
mmol) 3,5-dinitrobenzylchloridu a re&ki smés jsme zafivali na 80 °C pod znym
chladéem po dobu 45 minut. Reakci jsme monitorovali pomdd.C (tenkovrstvé
chromatografie), za pouziti MP (mobilni faze) heetinylacetat 4:1. Po vymizeni 3,5-
dinitrobenzylchloridu z reaki smési jsme reakci ukafili a rozpoustdlo vakuow odpdili.
Produkt reakce jsme rozpustili v 10 ml chloroformlfiltraci se zbavili vyloteného chloridu
sodného. Filtrat jsme poté extrahovali 5% vodnyratokem uhléitanu sodného (3x50
ml), organickou vrstvu vysusSili pomoci bezvodéheasiit sodného a nasledna TLC (MP
hexan/ethylacetat 4:1) vykazalajedinou skvrnu. dBkb jsme rekrystalizovali ze
smesi chloroform/ether a nechali stdep noc v lednici. Vylotené krystaly jsme odséli.

Teoreticky vytzek: 0,511 g

Prakticky vytzek: 0,382 g [82 %]
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'H NMR (300 MHz, DMSO)3 8.82 — 8.75 (m, 2H), 8.74 — 8.69 (m, 1H), 7.84)(d,8.3 Hz,
2H), 7.58 (d,) = 8.3 Hz, 2H), 4.82 (s, 2H)

¥C NMR (75 MHz, DMSO):8 153.74, 147.03, 141.89, 133.15, 132.30, 129.924,85,
124.08, 117.99, 35.17

Teplota tani: 168,5-170 °C (CHgl

VySe uvedeny postup byl pouZitii pripraw dalSich pti  substituovanych 1-aryl-5-
[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-H-tetrazoti. Pfipadné Upravy a zény od obecného postupu
jsou uvedeny u konkrétnich latek.

4.1.2.Priprava 5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1-mesityl-1H-tetrazolu (2)

NO,

NO,

Viz Postup 4.1.1s néasledujicimi zgmami:

- pridanim 3,5-dinitrobenzylchloridu doslo ke vznikddanzivre fialového zbarvent,

- po extrakci uhliitanem sodnym zbarvenitgslo do vodné vrstvy, organickou
vrstvu jsme pecistili povarenim s aktivnim uhlim. Nasledn& TLC prokazalagii |
jedinou skvrnu.

Teoreticky vytzek: 0,547g (z 0,330 g vychoziho tetrazolthiolu)
Prakticky vytzek: 0,375 g [69%]

'H NMR (300 MHz, DMSO)3 8.80 — 8.77 (m, 2H), 8.75 — 8.71 (m, 1H), 7.132(d), 4.86
(s, 2H), 2.32 (s, 3H), 1.75 (s, 6H)

¥C NMR (75 MHz, DMSO):5 155.04, 148.08, 141.85, 141.66, 135.205, 129.28,1P,
118.11, 34.33, 20.89, 16.71

Teplota tani: 188-189 °C (CHgJI
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4.1.3.Priprava 1-(3,4-dichlorfenyl)-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1 H-
tetrazolu (3)
N NO;

1 \
N\
N~ S
NO,

Cl
Cl

3

Viz Postup 4.1.2. stim rozdilem, Ze rekrystalizace byla provedemna sngsi
chloroform/hexan.

Teoreticky vytzek: 0,500 g (z 0,316 g vychoziho tetrazolthiolu)
Prakticky vytzek: 0,385 g [77%)]

'H NMR (500 MHz, DMSO):5 8.79 — 8.74 (m, 2H), 8.74 — 8.70 (m, 1H), 8.04.977(m,
1H), 7.91 (d,J = 8.7 Hz, 1H), 7.70 — 7.60 (m, 1H), 4.79 (s, 2H)

¥C NMR (125 MHz, DMSO):5 153.95, 148.00, 141.89, 133.85, 132.63, 132.49,0R3
129.92, 127.05, 125.34, 117.94, 35.35

Teplota tani: 149-151 °C (CHgJI

4.1.4.Priprava 5-[(8,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1-(2-methoxyenyl)-1H-
tetrazolu (4)
N-N NO,
NWW»\S
OCH;
NO,
4

Viz Postup 4.1.3.

Teoreticky vytzek: 0,454 g (z 0,267 g vychoziho tetrazolthiolu)

Prakticky vytzek: 0,268 g [59%]
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'H NMR (500 MHz, DMSO0):5 8.81 — 8.68 (m, 3H), 7.68 — 7.59 (m, 1H), 7.51.417(m,
1H), 7.37 — 7.29 (m, 1H), 7.18 — 7.09 (m, 1H), 43,72H), 3.76 (s, 3H)

¥C NMR (125 MHz, DMSO):5 155.22, 153.69, 148.06, 142.05, 133.33, 129.78,212
121.25, 120.98, 118.07, 113.34, 56.28, 34.80

Teplota tani: 183-184 °C (CHgJI

4.1.5.Priprava 5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1-naftyl-1H-tetrazolu (5)

N—g\ NO,
N.
N S
(1 e
5

Viz Postup 4.1.1s nasledujicimi tpravami:

misto sodiku jsme pouzili 0,051 g (1,28 mmol) hydla sodného, ekvimolaén
k vychozimu 1-naftyl-H-tetrazol-5-thiolu.

reakci jsme nechali probihétyii hodiny; k fialovému zbarveni nedochazi.
produkt reakce i@d extrahovanim roztokem ukitanu sodného byl rozpust
ve 100 ml chloroformu. Organickou vrstvu jsme pagistili aktivnim uhlim.
rekrystalizaci jsme provedli ze $sichloroform/hexan a nechali st&tep noc
v lednici.

Teoreticky vytzek: 0,477 g (z 0,292 g vychoziho tetrazolthiolu)

Prakticky vygzek: 0,215 g [45%)]

'H NMR (500 MHz, DMSO):5 8.78 — 8.59 (m, 3H), 8.33 — 8.06 (m, 2H), 7.90.407(m,
4H), 7.06 — 6.90 (m, 1H), 4.77 (s, 2H)

Teplota tani: 204-205 °C (CHgJI
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4.1.6.Priprava 1-(3-methoxyfenyl)-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulanyl]-1H-

tetrazolu (6)
N—g\ NO,
N.
N S/\Q
Ol ™

OCH;

6
Viz Postup 4.1.1s nasledujicimi tpravami:

- misto sodiku jsme pouzili 0,183 g (0,64 mmol) dskhhtu uhléitanu sodného,
v polovicnim molarnim mnozZstvi vzhledem k vychozimu 1-(3+mogyfenyl)-1H-
tetrazol-5-thiolu.

- reakci jsme nechali probihatd@iiodiny; pozorovali jsme fialové zabarveni r&aik
smesi po gidani 3,5-dinitrobenzylchloridu {pcisténo aktivnim uhlim).

- rekrystalizaci jsme provedli ze $81 chloroform/hexan a nechali statep noc
v lednici.

Teoreticky vytzek: 0,454 g (z 0,267 g vychoziho tetrazolthiolu)
Prakticky vytzek: 0,320 g [70%)]

'H NMR (500 MHz, DMS0)3 8.97 — 8.55 (m, 3H), 7.52 (s, 1H), 7.37 — 6.94 3i), 4.81
(s, 2H), 3.80 (s, 3H)

%C NMR (125 MHz, DMSO):5 160.17, 153.71, 148.03, 141.94, 134.00, 131.08,922
117.97, 116.67, 116.55, 110.54, 55.89, 35.06

Teplota tani: 153-154 °C (CH$JI
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4.2. Seérie substituovanych 1-fenyl-5-[(3,4,5-trimethoxyenzyl)sulfanyl]-
1H-tetrazola

4.2.1.Priprava 1-(4-nitrofenyl)-5-[(3,4,5-trimethoxybenzylsulfanyl]-1H-
tetrazolu (7)

N—N OCH;3
NI\N»\S
OCH;4
OCHj4
NO,
7
Obecné schéma:
N N—N OCHj
1y \
N. )\
SH N32C03 N S OCH3
EtOH, At OCH,
H;CO OCHj
OCH,

R
R = 4-NO,; 4-H; 4-MeO; 4-Br

Obecny postup:

V 50 ml baice se zaoblenym dnem jsme rozpustili ve 20 ml étia®d 00 g (0,45 mmol) 1-
(4-nitrofenyl)-1H-tetrazol-5-thiolu a poté jsmefigali 0,064 g (0,24 mmol) dekahydratu
uhli¢itanu sodného. Po vzniku sodné soli vychoziho zetthiolu jsme pidali 0,088 g (0,41
mmol) 3,4,5-trimethoxybenzylchloridu a realk snts jsme zafkivali pod zgtnym chladéem
po dobu 2 hodin ip 50 °C. DoSlo k okamzitému intenzi¥rfialovému zbarveni. Bbéh
reakce jsme monitorovali pomoci TLC (MP hexan/edbgtat 4:1). Po jejim skoéeni jsme
vakuow odpdili rozpousedlo, produkt reakce rozpustili v 10 ml ethylacetatextrahovali
5% vodnym roztokem ulditanu sodného (3x50 ml). Organickou vrstvu jsmeugjispomoci
NaSO, a precistili ji aktivnim uhli. Provedli jsme rekrystalizaze sndsi etanol/voda, nechali
stat ffes noc v lednici a vylaiené krystaly poté odsali.

Teoreticky vytzek: 0,164 g

Prakticky vytzek: 0,109 g [66 %]

'H NMR (500 MHz, CDCJ): & 8.41 (d,J = 9.0 Hz, 2H), 7.82 (d) = 9.0 Hz, 2H), 6.64 (s,
2H), 4.62 (s, 2H), 3.83 (s, 6H), 3.82 (s, 3H)
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¥C NMR (125 MHz, CDG)): & 154.07, 153.45, 147.96, 138.33, 138.90, 130.18,2R
124.06, 106.31, 60.83, 56.17, 38.64

Uvedeny postup byl pouzit ipptipraw dalSich i substituovanych 1-fenyl-5-[(3,4,5-
trimethoxybenzyl)sulfanyl]-#H-tetrazoti. Pripadné Upravy a zény od obecného postupu jsou
uvedeny u konkrétnich latek.

4.2.2.Priprava  1-fenyl-5-[(3,4,5-trimethoxybenzyl)sulfanyl}1H-tetrazolu
(8)

N—N OCH;4

OCH;
OCHj

8

Viz Postup 4.2.1nedoSlo vSak k fialovému zabarveni reakce. Rdaftobacinila pouze 1
hodinu a produkt nebylo nutné dalie@stovat aktivnim uhlim.

Teoreticky vytzek: 0,183 g (z 0,100 g vychoziho tetrazolthiolu)
Prakticky vytzek: 0,140 g [77 %]

'H NMR (500 MHz, DMSO)3$ 7.65 — 7.59 (m, 3H), 7.59 — 7.54 (m, 2H), 6.722(), 4.52
(s, 2H), 3.70 (s, 6H), 3.62 (s, 3H)

%C NMR (125 MHz, DMSO):5 154.04, 153.00, 137.27, 133.21, 131.59, 130.78,113
124.69, 106.65, 60.15, 56.01, 37.56

Teplota tani: 103-104 °C (EtOH)
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4.2.3.Priprava 1-(4-methoxyfenyl)-5-[(3,4,5-trimethoxybenzlsulfanyl]-1H-
tetrazolu (9)
N-N OCH;
N g
OCHj;
OCHj3

OCHj

9

Viz Postup 4.2.1nedoSlo vSak k fialovému zabarveni reakce; deiaobacinila 45 minut.
Vznikl olejovity produkt, krystaly se nevytyity ani po dvou letech stani.

Teoreticky vytzek: 0,169 g (z 0,100 g vychoziho tetrazolthiolu)
Prakticky vytzek: 0,121 g [72 %]

'H NMR (300 MHz, CDCJ): & 7.39 (d,J = 9.0 Hz, 2H), 7.01 (dJ = 9.0 Hz, 2H), 6.62 (s,
2H), 4.53 (s, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.83 (s, 6H), (823H)

3C NMR (75 MHz, CDCJ): § 160,75, 153.35, 137.83, 131.46, 130.88, 126.25,522
114.79, 106.19, 60.81, 56.12, 55.634, 38.15

4.2.4.Priprava  1-(4-bromfenyl)-5-[(3,4,5-trimethoxybenzyl)sifanyl]-1 H-
tetrazolu (10)

N—N OCHj4
N\N»\S
OCH;
OCH;
Br
10

Viz Postup 4.2.1 nedoslo vSak k fialovému zabarveni reakce; amiaéobacinila 45 minut.
Nebylo nutné latku jgcistovat aktivnim uhlim.
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Teoreticky vytzek: 0,154 g (z 0,100 g vychoziho tetrazolthiolu)
Prakticky vytzek: 0,111 g [72 %]

'H NMR (300 MHz, CROD): § 7.72 (d,J = 7.7 Hz, 2H), 7.40 (d] = 7.7 Hz, 2H), 6.63 (s,
2H), 4.47 (s, 2H), 3.75 (s, 6H), 3.71 (s, 3H)

3C NMR (75 MHz, CROD): & 155.34, 154.56, 138.86, 134.05, 133.98, 133.16,252
125.36, 107.46, 61.07, 56.56, 39.39

Teplota tani: 106,5-107,5 °C (EtOH)

4.3. Série substituovanych 3,5-dinitroN-fenylbenzamidi

4.3.1.Priprava 3,5-dinitro-N-fenylbenzamidu (11)
O,N
@)
)
O,N
11

Obecné schéma:

O,N O,N
(0] — 0]
+ - _
H2N@ N
Cl R | S HN \ K
O:N L) “ R

O,N
R = H; 4 NOy; 4-Br; 3,4-diCl; 4-MeO; 3-NO,; 4-Cl
Obecny postup:

Do 100 ml varné hi&ky jsme navazili 0,202 g (2,17 mmol) anilinu a ragpli jsme jej ve 20
ml pyridinu. Poté jsme fali 0,500 g (2,17 mmol) 3,5-dinitrobenzoylchlarica nechali
reagovat za laboratorni teploty po dobu jedné hodReakci jsme ukadfili nalitim smési do
80 ml 2,5% roztoku kyseliny chlorovodikové. Vyss@y¥ produkt jsme odsali afimo
na Buchnero¥ nalevce promyli destilovanou vodou (3x50 ml), 5ré&tokem uhkitanu
sodného (3x50 ml) a na zévopst destilovanou vodou (3x50 ml). Vlhkou hmotu jsme
vysusSili ve vakuoveé susS&fn

Cast produktu (0,100 g) byla pro¢aly analyzy a antimykobakterialniho testovani
rekrystalizovana ze sfai ethanol/voda, ponechani&p noc v lednici a nasleélndsata.
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Teoreticky vytzek: 0,623 g
Prakticky vygzek: 0,346 g [55 %]

'H NMR (300 MHz, DMSO): 10.82 (s, 1H), 9.16 (d, = 2.1 Hz, 2H), 9.00 — 8.96 (m, 1H),
7.80 — 7.74 (m, 2H), 7.44 — 7.35 (m, 2H), 7.20127m, 1H)

3C NMR (75 MHz, DMSO0):5 161.42, 148.29, 138.47, 137.60, 128.97, 128.24. 7R
121.28, 120.90

Teplota tani: 236-237 °C (EtOH)

Nasledujicich Sest benzaniitylo piipraveno stejnym Zjsobem, pipadné zminy
jsou uvedeny u konkrétniho zastupce.

4.3.2.Priprava 3,5-dinitro-N-(4-nitrofenyl)benzamidu (12)

O,N

@)
O,N

12

Viz Postup 4.3.1 pro reakci pouzito jen 15 ml pyridinu.

Teoreticky vytzek: 0,721 g (z 0,300 g vychoziho anilinu)
Prakticky vytzek: 0,297 g [41 %]

'H NMR (300 MHz, DMSO0)3 11.31 (s, 1H), 9.17 (d,= 2.1, 2H), 9.08 — 8.98 (m, 1H), 8.31
(d,J = 9.3 Hz, 2H), 8.06 (d] = 9.3 Hz, 2H)

3C NMR (75 MHz, DMSO):5 162.35, 148.32, 144.71, 143.30, 137.00, 128.48,0R
121.76, 120.61

Teplota tani: 279-280 °C (EtOH)
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4.3.3.Priprava N-(4-bromfenyl)-3,5-dinitrobenzamidu (13)

O,N
0
HNOBr
O,N
13

Viz Postup 4.3.2

Teoreticky vytzek: 0,794 g (z 0,369 g vychozi latky)
Prakticky vytzek: 0,462 g [58 %]

'H NMR (500 MHz, DMS0)$ 9.19 — 9.11 (m, 2H), 9.00 — 8.95 (m, 1H), 7.75)(d,8.7 Hz,
2H), 7.56 (d,J = 8.7 Hz, 2H)

¥C NMR (125 MHz, DMSO):5 161.61, 148.27, 138.43, 137.75, 131.76, 128.22,92
121.26, 116.31

Teplota tani: 250-251 °C (EtOH)

4.3.4.Priprava N-(3,4-dichlorfenyl)-3,5-dinitrobenzamidu (14)

O,N
@) Cl
(o
O,N
14

Viz Postup 4.3.2s néasledujicimi rozdily:

- pro Gely testovani a analyzy byl surovy produkt po vesiigrecistén kolonovou
chromatografii (CC), za pouziti SP (stacionarni ejazsilikagelu a MP
hexan/ethylacetat 4:1.

- takto ziskanou latku jsme rekrystalizovali zessnmaceton/voda.

Teoreticky vytzek: 0,773 g (z 0,352 g vychoziho anilinu)

Prakticky vytzek: 0,420 g [54 %]
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'H NMR (300 MHz, DMS0)3 11.02 (s, 1H), 9.14 (d = 2.1 Hz, 2H), 9.02 — 8.98 (m, 1H),
8.11 (d,J = 2.4 Hz, 1H), 7.75 (dd} = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 7.65 (d,= 8.8 Hz, 1H)

¥C NMR (75 MHz, DMSO0):6 161.76, 148.32, 138.60, 136.98, 131.20, 130.98,21
126.29, 122.04, 121.58, 120.76

Teplota tani: 259-260 °C (aceton)

4.3.5.Priprava 3,5-dinitro-N-(4-methoxyfenyl)benzamidu(15)

O,N
0
HN@*OCW,
O,N
15

Viz Postup 4.3.1reakce vSak probihala v 25 ml &té baice a pouze v 5 ml pyridinu.

Teoreticky vytzek: 0,668 g (z 0,267 g vychoziho anilinu)
Prakticky vytzek: 0,493 g [72%)]

'H NMR (500 MHz, DMS0)3 10.71 (s, 1H), 9.16 — 9.13 (m, 2H), 8.98 — 8.95 1i), 7.67
(d,J = 8.8 Hz, 2H), 6.95 (d] = 8.8 Hz, 2H), 3.75 (s, 3H)

%C NMR (125 MHz, DMS0):3 160.89, 156.30, 148.28, 137.67, 131.43, 128.02,412
121.09, 114.05, 55.38

Teplota tani: 238-239 °C (EtOH)

4.3.6.Priprava 3,5-dinitro-N-(3-nitrofenyl)benzamidu (16)

O,N
0 NO,
!
O,N
16

Viz Postup 4.3.5 s tim rozdilem, Ze pro reakci jsme pouzili 4 pgtidinu a reakni snes
jsme nalili do 200 ml 5 % roztoku kyseliny chloraltkové.

30



Teoreticky vytzek: 1,080 g (z 0,539 g vychoziho anilinu)
Prakticky vytzek: 0,936 g [87 %]

'H NMR (300 MHz, DMSO)3 11.21 (s, 1H), 9.18 (d, = 2.1 Hz, 2H), 9.04 — 8.99 (m, 1H),
8.76 — 8.71 (m, 1H), 8.25 — 8.18 (m, 1H), 8.05997m, 1H), 7.74 — 7.66 (M, 1H)

3C NMR (75 MHz, DMSO0):5 162.00, 148.37, 148.07, 139.67, 136.92, 130.58,30D,
126.70, 121.68, 119.17, 114.99

Teplota tani: 209-210 °C (EtOH)

4.3.7.Priprava N-(4-chlorfenyl)-3,5-dinitrobenzamidu (17)

O,N
0
HNOCI
O,N
17

Viz Postup 4.3.5 tim rozdilem, Ze reakce probihala v 50 ml véxaiée s 6,5 ml pyridinu.

Teoreticky vytzek: 2,413 g (z 1,148 g vychoziho anilinu)
Prakticky vytzek: 2,210 g [92%)]

'H NMR (300 MHz, DMSO0)3 10.94 (s, 1H), 9.15 (d = 2.1 Hz, 2H), 9.01 — 8.98 (m, 1H),
7.81 (d,J = 8.8 Hz, 2H), 7.46 (d] = 8.8 Hz, 2H)

¥C NMR (75 MHz, DMSO0):6 161.56, 148.30, 137.43, 137.34, 128.91, 128.48,212
122.43, 121.40

Teplota tani: 236-237 °C (EtOH)
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4.4. Serie substituovanychN-(3,5-dinitrofenyl)benzamidi

4.4.1.Priprava N-(3,5-dinitrofenyl)benzamidu (18)
o) NO,
NO,
18

Obecné schéma:
NO,
0 — 0 NO,
H,N — {
=/ LNj R € 7
NO, 7
NO,

R= 4-H; 4-NO,
Obecny postup:

Do 25 ml srdité baiky jsme navazili 1,000 g (5,46 mmol) 3,5-dinitrdami a rozpustili jsme
jej v5 ml pyridinu. Poté jsmefilali 0,76 ml (6,55 mmol) benzoylchloridu a &nnechali
reagovat za laboratorni teploty po dobu 45 mineakei jsme ukotili nalitim smési do 200
ml 5 % roztoku kyseliny chlorovodikové. VysraZzenyoqukt jsme odsali a ifmo

na Buchnero¥ nalevce promyli destilovanou vodou (3x50 ml), dal& roztokem uhditanu
sodného (3x50 ml) a na zfvopet destilovanou vodou (3x50 ml). VIhkou hmotu jsme
vysusili ve vakuové susSarn

Cast produktu (0,100 g) byla praely analyzy a antimykobakterialniho testovéisténa
rekrystalizaci ze siisi voda/ethanol, ponechangep noc v lednici a nasleglindsata.

Teoreticky vytzek: 1,568 g
Prakticky vytzek: 1,534 g [92 %)]

'H NMR (300 MHz, DMSO0)3 11.04 (s, 1H), 9.11 (d = 2.1 Hz, 2H), 8.54 — 8.51 (m, 1H),
8.04 — 7.98 (m, 2H), 7.69 — 7.54 (m, 3H)

¥C NMR (75 MHz, DMSO0):6 166.48, 148.31, 141.52, 133.63, 132.72, 128.88,0R
119.58, 112.81.

Teplota tani: 255-256 °C (EtOH)
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Stejnym zjisobem byl ppraven i druhy fislusny benzamid, s uvedenirfigadnych
Zmen v postupu.

4.4.2. Fiprava N-(3,5-dinitrofenyl)-4-nitrobenzamidu (19)

o) NO,
HN

NO,
19

Viz Postup 4.4.1ovSem se 6 ml pyridinu. Rekrystaliza&@sti produktu byla provedena ze
smesi aceton/voda.

Teoreticky vytzek: 0,907 g (z 0,500 g vychoziho anilinu)
Prakticky vytzek: 0,882 g [97 %]

'H NMR (300 MHz, DMSO0)3 11.33 (s, 1H), 9.09 (d = 2.1 Hz, 2H), 8.59 — 8.56 (m, 1H),
8.42 (d,J = 8.9 Hz, 2H), 8.24 (d] = 8.9 Hz, 2H)

13C NMR (75 MHz, DMSO):5 164.90, 149.87, 148.36, 141.029, 139.23, 129.83,0D,
419.86, 113.39

Teplota tani: 215-216 °C (aceton)

4.5. Seérie substituovanychN-benzyl-3,5-dinitrobenzamidi
4.5.1.Priprava N-(4-chlorbenzyl)-3,5-dinitrobenzamidu (20)

O

O,N N/\@\
H
Cl

NO,

20
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Obecné schéma:

O,N
0 O2N N =
<: >—/< + HZN/\O — H |
N \\
cl o S
O,N \R O NO, R

R = 4-Cl; 3,4-diCl; 4-CF3
Obecny postup:

Do 25 ml srdité baiky jsme navazili 0,675 g (4,77 mmol) 4-chlorbenmylau a rozpustili
jsme jej v 3 ml pyridinu. Poté jsmeigali 1,000 g (4,34 mmol) 3,5-dinitrobenzoylchlaria
smeés nechali reagovat za laboratorni teploty po dadng¢ hodiny. Reakci jsme ukiin
nalitim snési do 200 ml 1M roztoku kyseliny chlorovodikové. 8rgZzeny produkt jsme odsali
a p@imo na Biuchnerayv nalevce promyli destilovanou vodou (3x50 ml), 5 ré@tokem
uhlicitanu sodného (3x50 ml) a na 2awpt destilovanou vodou (3x50 ml). VIhkou hmotu
jsme vysusili ve vakuové susérn

Cast produktu (0,100 g) byla praely analyzy a antimykobakterialniho testovéiiténa
rekrystalizaci ze s#si voda/ethanol, ponechangep noc v lednici a naslegindsata.

Teoreticky vytzek: 1,544 g
Prakticky vytzek: 1,424 g [92 %]

'H NMR (300 MHz, DMSO)3 9.75 (t,J = 5.8 Hz, 1H), 9.08 (d] = 2.1 Hz, 2H), 8.97 — 8.94
(m, 1H), 7.42 — 7.34 (m, 4H), 4.53 (= 5.8 Hz, 2H)

3C NMR (75 MHz, DMSO0):5 162.38, 148.42, 137.98, 136.85, 131.84, 129.68,5R?
127.80, 121.14, 42,71

Teplota tani: 199-200 °C (EtOH)

Takto byly gipraveny i nasledujici dva benzamidy, s uvedeniipgoinych zrin v
postupu.
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4.5.2.Priprava N-(3,4-dichlorbenzyl)-3,5-dinitrobenzamidu(21)

O
O5N N/\C[CI
H
Cl
NO,

21

Viz Postup 4.5.1.

Teoreticky vytzek: 1,606 g (z 0,840 g vychoziho benzylaminu)
Prakticky vytzek: 1,485 g [92 %)]

'H NMR (300 MHz, DMSO)5 9.76 (t,J = 5.7 Hz, 1H), 9.08 (d] = 2.1 Hz, 2H), 8.98 — 8.94
(m, 1H), 7.65 — 7.55 (m, 2H), 7.35 (db= 8.3, 2.0 Hz, 1H), 4.54 (d,= 5.7 Hz, 2H)

¥C NMR (75 MHz, DMSO0):6 162.47, 148.39, 140.16, 136.68, 131.14, 130.76,812
129.75, 128.12, 127.83, 121.17, 42.33

Teplota tani: 232-233 °C (EtOH)

4.5.3.Priprava 3,5-dinitro-N-[4-(trifluormethyl)benzyllbenzamidu (22)

@

@)
2N N/\@\
H
CF

NO,

3

22

Viz Postup 4.5.1.

Teoreticky vytzek: 1,603 g (z 0,835 g vychoziho benzylaminu)
Prakticky vytzek: 1,451 g [91 %]

'H NMR (500 MHz, DMS0)3 9.82 (t,J = 5.7 Hz, 1H), 9.09 (d] = 1.9 Hz, 2H), 8.98 — 8.95
(m, 1H), 7.70 (dJ = 8.2 Hz, 2H), 7.58 (d] = 8.2 Hz, 2H), 4.63 (d] = 5.7 Hz, 2H)
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3C NMR (125 MHz, DMSO):5 162.48, 148.39, 143.75 (d,= 1.2 Hz), 136.74, 128.35,
127.76, 125.42 (] = 3.8 Hz), 124.46 (q] = 272.0 Hz), 121.15, 42.98

Teplota tani: 210-211 °C (EtOH)

4.6. Priprava substituovanych 1,5-difenyl-H-tetrazoli mezifadzovou
katalyzou z imidoylbenzotriazoli vychozich benzamid

4.6.1.Priprava 1,5-difenyl-1H-tetrazolu (23)

4.6.1.1. Fiprava 1-(H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-yIN,1-difenylmethaniminy]l)

Obecné schéma:

@)
NH
D D 22 e

\ N —_— —

R1/\ / R2 \N CHCI; 80° C d @
H
R1
R! = 4-H; 3,5-elektronakceptorova substituce
R? = 4-H; 4-Br; 4-NO,; 3-NO,; 3,5-elektronakceptorova substituce

Obecny postup:

V 50 ml varné b&ce jsme rozpustili 2,440 g (20,5 mmobhi-benzof][1,2,3]triazolu v 10 ml
chloroformu a nasledmypridali 0,77 ml (10,5 mmol) thionylchloridu. Po
rozpuséni obou latek jsmefmali (5,0 mmol) 0,990 g benzanilidu a &sn zalivali pod
zpétnym chladéem (i teplo€ lazre 80 °C. Reakci jsme pbézné monitorovali pomoci TLC
(MP hexan/ethylacetat 4:1) a po 4 hodinach, kdk gadné zrné v soustaw nedochazelo, ji
ukorxili. Realkni sneés jsme poté Zfiltrovalia fedpokladany produkt jsme
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z chloroformového filtratu izolovali pomoci sloup@ chromatografie (SP silikagel, MP
hexan/ethylacetéat 7:1).

Teoreticky vytzek: 1,490 g
Prakticky vytzek: 0,290 g [19 %]

'H NMR (300 MHz, CDCY): & 8.53 — 8.46 (m, 1H), 8.20 — 8.13 (m, 1H), 7.64d(db= 8.3,
7.0, 1.1 Hz, 1H), 7.52 (ddd,= 8.2, 7.1, 1.1 Hz, 1H), 7.46 — 7.34 (m, 5H), 7(@2) = 7.7 Hz,
2H), 7.09 — 7.00 (m, 1H), 6.89 — 6.82 (m, 2H)

3C NMR (75 MHz, CDCJ): & 153.77, 146.93, 146.42, 132.02, 130.34, 130.2D0.153
129.26, 128.82, 128.19, 125.55, 124.18, 121.45981915.33

Analogicky jsme postupovali‘ppiipraw ostatnich gislusnych latek. #padné zrany
v postupu jsou zmiémy u konkrétni sloteniny.

4.6.1.2. Fiprava 1,5-difenyl-H-tetrazolu(23)

N
N\ ,N
d N@
23
Obecné schéma:
O
\\ N

N-N CF,COOH, TBAB N_ °N
=N +  NaN; \EV

@ CH,Cl, / H,0 N
R R2 R ®\R2

R! = 4-H; 3,5-elektronakceptorova substituce

R? = 4-H; 4- Br; 4-NO,; 3-NO,; 3,5-elektronakceptorova substituce
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Obecny postup:

Do 10 ml varné hi&y s plochym jsme nalili 20 ml dichlormethanu a0 vody, a do této
heterogenni soustavy jsmédali v nasledujicim p@di: 0,104 g (0,35 mmol) vychozi latky
(1), 0,046 g (0,70 mmol) azidu sodného a 0,022 g7(@ntnol) TBAB. Po rozpushi vSech
sloZzek jsme na zév pridali 0,041 g (0,35 mmol) trifluoroctové kyselinyza stalého michani
pii laboratorni teplat nechali sms hodinu reagovat. Na zakkadledovéani pibéhu reakce
pomoci TLC (MP hexan/ethylacetat 4:1) jsme pozdiowaazny Ubytek vychozi latkyl] a
reakci poté ukotili. Organickou vrstvu jsme odli, protiepali s destilovanou vodou (3x20
ml) a nasledaji vysusili bezvodym siranem sodnym. Zbylé roz{ddi® jsme odpali.

Teoreticky vytzek: 0,077 ¢
Prakticky vytzek: 0,068 g [88%]
'H NMR (300 MHz, CDC}): § 7.59 — 7.45 (m, 6H), 7.43 — 7.35 (m, 4H)

¥C NMR (75 MHz, CDCJ): & 153.56, 134.50, 131.24, 130.37, 129.86, 128.98,.812
125.23, 123.51

Analogicky jsme  postupovaliipptipraw ostatnich  tetraz6l  Fripadné  zmny
V postupu jsou zmimy u konkrétni slogeniny.

4.6.2.Priprava 1-(4-bromfenyl)-5-(disubst. fenyl)-H-tetrazolu (24)

4.6.2.1. Fiprava 1-(H-benzo[d]1,2,3][triazol-1-yI)N-(4-bromfenyl)-1-(disubst.
fenyl)methaniminyl)

Br
EWG

Viz Postup 4.6.1.1s €mito rozdily:

- reakce provedena v 25 ml varnéba.
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po tech hodinach reakce a kontrolyapéhu TLC (MP hexan/ethylacetat 4:1)
piidano jest 0,335 g (2,28 mmol) benzotriazolu a 0,21 ml (2,88no0l)
thionylchloridu. Celkovy realni ¢as pakéinil 11 hodin.

reakeni smes po filtraci gecistovana sloupcovou chromatografii (SP silikagel, MP
hexan/ethylacetét 7:1) celkem dvakrat.

struktura produktu byla potvrzena NMR spektrem i,M$u vSak ftomny
nesistoty, patré olejovitého charakteru.

Teoreticky vytzek: 0,640 g (z 0,500 g vychoziho benzamidu)

Prakticky vytzek: 0,137 g [21%)]

'H NMR (300 MHz CDCY): § 9.14 — 9.09 (m, 1H), 8.60 — 8.50 (m, 3H), 8.23168m, 1H),
7.79 - 7.71 (m, 1H), 7.65 — 7.57 (m, 1H), 7.40)d,8.6 Hz, 2H), 6.74 (d] = 8.6 Hz, 2H)

¥C NMR (75 MHz, CDCJ): & 149.39, 148.32, 146.57, 144.32, 133.37, 132.68,313
130.44, 129.92, 126.65, 122.70, 120.48, 120.36,/B1815.20

LRMS m/z (APCI): 441,2 (100 %; M+, 439,3 (95 %; M+H)

4.6.2.2. Piprava 1-(4-bromfenyl)-5-(disubst. fenylHitetrazolu(24)

N
N\ ° ,N
EWG N
Br
EWG
24

Viz Postup 4.6.1,% nasledujicimi z&mami:

na zaklad monitorovani reakce pomoci TLC (MP hexan/ethyldicetl) jsme

k reakéni snesi postups jeSe 4x gidali: jeden molarni ekvivalent NaNTBAB a
trifluoroctové kyseliny (reakci jsme vzdy poté zadmu zkontrolovali), dokud
veSkera vychozi latkdl() nezreagovala.

produkt byl na zasr precistén sloupcovou chromatografii (SP silikagel, MP
hexan/ethylacetat 4:1).

strukturu produktu NMR potvrdila, jsou vSak stalatrpé néistoty olejovitého
charakteru, které ani dalSigpisténi nedokazalo pk odstranit, aby bylo latku
mozno otestovat na antimykobakterialni aktivitu.
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Teoreticky vytzek: 0,095 g (z 0,113 g vychozi latky)]
Prakticky vytzek: 0,044 g [46 %]

'H NMR (300 MHz, CDCY): § 9.21 — 9.15 (m, 1H), 8.82 — 8.76 (m, 2H), 7.79)(d,8.8 Hz,
2H), 7.34 (d,J = 8.8 Hz, 2H)

3C NMR (75 MHz, CDCJ): § 150.25, 148.95, 134.05, 132.16, 128.50, 126.99,7R?
126.27, 121.08

4.6.3. Riprava 5-(disubst. fenyl)-1-(4-nitrofenyl)-1H-tetrazolu (25)

4.6.3.1. RFiprava 1-(H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl)-1-(disubst. fenyN-(4-
nitrofenyl)methaniminyllila)

N
\\
N-N
EWG =N
N.
NO, N
EWG P

Illa b

Viz Postup 4.6.2.1s €mito rozdily:

- kreakci jsme po 4 hodindch znovdidali pivodni navazku benzotriazolu a
thionylchloridu,cas reakce dohromadynil 8 hodin.

- reakeni snes po filtraci gecistovana sloupcovou chromatografii (SP silikagel, MP
chloroform).

- na zaklad analyzy NMR spektra jsme zjistili, Ze ziskana &tiebyl poZzadovany
produkt (lla ). Ziejme jde o 1-ethyl-H-benzo[d][1,2,3]triazoll{Ib ).

Teoreticky vytzek: 0,594 g (z 0,455 g vychoziho benzamidu)
Prakticky vytzek: produkt nebyl izolovan; vedlejSiho produktskzino 0,041 g [7%)]

'H NMR (300 MHz, CDCY): § 8.10 — 8.00 (m, 1H), 7.58 — 7.41 (m, 2H), 7.34, (@id 8.3,
6.4 Hz, 1H), 4.67 (q) = 7.3 Hz, 2H), 1.61 (] = 7.3 Hz, 3H)

13C NMR (75 MHz, CDCY): § 145.91, 132.50, 127.06, 123.75, 119.87, 109.22,8434.90
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4.6.4. Fiprava 1-(disubst. fenyl)-5-fenyl-H-tetrazolu (26)

4.6.4.1. Fiprava 1-(H-benzofl][1,2,3]triazol-1-yl)N-(disubst. fenyl)-1-fenyl
methaniminu1V)

EWG

EWG

Viz Postup 4.6.1.1s €mito rozdily:

- reakce provedena v 50 ml varnéba.

- na zaklad TLC (MP hexan/ethylacetat 4:1) jsmé&dali po 4 hodinach reakce 0,5
molarniho ekvivalentu benzotriazolu a thionylchdiorj totéZz jsme provedli po 4
hodinach znovu.

- po celkem 10 hodinach reakce jsmeidali 0,25 molarniho ekvivalentu
benzotriazolu a 0,5 molarniho ekvivalentu thionjdectlu. Po 5 hodinach jsme to
samé je&t jednou zopakovali. Monitorovani reak snesi jiz dalSi znény
neukazalo a tak jsme reakci ukdin(celkem po 20 hodinach).

- realkéni smes po filtraci jsme fecistili sloupcovou chromatografii (SP silikagel,
MP hexan, ethylacetat 7:1).

- struktura produktu na zakladNMR potvrzena, jsou vSak &ppritomny neistoty
alifatického charakteru.

Teoreticky vytzek: 0,813 g (z 0,600 g vychoziho benzamidu)
Prakticky vytzek: 0,074 g [9%)]

'H NMR (300 MHz, CDCY): § 8.73 — 8.67 (m, 1H), 8.44 (d,= 8.3 Hz, 1H), 8.21 (d] = 8.3
Hz, 1H), 8.04 — 7.97 (m, 2H), 7.77 — 7.67 (m, 1HB5 — 7.33 (M, 6H)

¥C NMR (75 MHz, CDCJ): & 157.65, 149.79, 148.72, 146.63, 131.55, 130.13,812
128.97, 128.60, 126.39, 122.04, 120.55, 115.16,9213
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4.6.4.2. Piprava 1-(disubst. fenyl)-5-fenylHttetrazolu(26)

Moy

N
o
EWG

26

N
\

Viz Postup 4.6.2,% nasledujicimi zgmami:

- kreakni smesi jsme na zakladTLC (MP hexan/ethylacetat 4:1¥igali celkem
3x jeden molarni ekvivalent: NaNTBAB a TFA (vZdy v odstupu jedné hodiny) a
na z&a¢r jeS€ dva molarni ekvivalenty zménych reaktarit; poté vychozi latka
(IV) vymizela.

- struktura produktu potvrzena, nebyl vSak ziskamstaténém mnozstvi &istote
pro antimykobakterialni testovani.

Teoreticky vytzek: 0,049 g (z 0,061 g vychozi latky ()
Prakticky vytzek: 0,046 g [94 %]

'H NMR (500 MHz, CRCOCDs): § 9.17 — 9.14 (m, 1H), 8.95 (d,= 2.0 Hz, 2H), 7.71 —
7.68 (M, 2H), 7.62 — 7.58 (m, 1H), 7.53 — 7.48 2ir)

13C NMR (125 MHz, CRCOCDy): & 155.18, 149.95, 137.30, 132.41, 130.09, 129.98.2R?
124.09, 120.83

Teplota tani: 187-190 °C (CHgJI
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4.6.5. Riprava 5-(disubst. fenyl)-1-(3-nitrofenyl)-1H-tetrazolu (27)

4.6.5.1. RFiprava 1-(H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl)-1-(disubst. fenyN-(3-
nitrofenyl)methaniminyVVa)

EWG
NO, N@
N ~N

N
EWG P

Va b
Viz Postup 4.6.4.1s €mito rozdily:

- na zaklad TLC (MP hexan/ethylacetat 4:1) jsmeidali po 2,5 hodinach
reagovani jeden molarni ekvivalent benzotriazolthianylchlorodi, a po Sesti
hodinach je&t jeden ekvivalent thionylchloridu; Zadnou dalSi énm v reakni
smesi jsme po vyvolani TLC (ve stejné soust®P) jiz nepozorovali.

- reakni sn®s po filtraci jsme pecistili sloupcovou chromatografii (SP silikagel,
MP hexan/ethylacetat 9:1 (zgiku), po 1200 ml proteklé MP zrychleno na 7:1 a
po dalSich 750 ml az na 5:1).

- na zaklad analyzy NMR spektra jsme zjistili, Ze ziskana #tkgt nebyl
pozadovany produkiMa). Ziejme jde o 1l-ethyl-1H-benzo[d][1,2,3]triazollip ),
podobr jako v gipads 4.6.3.1.

Teoreticky vytzek: 0,652 g (z 0,500 g vychoziho benzamidu)
Prakticky vytZzek: poZzadovany produkt neizolovan; zisk vedlej§ifaduktu 0,184 g [28%]

'H NMR (500 MHz CDC}): & 8.08 — 8.04 (m, 1H), 7.56 — 7.52 (m, 1H), 7.48d(dH= 8.2,
6.9, 0.9 Hz, 1H), 7.37 (ddd,= 7.8, 6.7, 0.9 Hz, 1H), 4.69 (§= 7.4 Hz, 2H), 1.63 (1 = 7.4
Hz, 3H)

¥C NMR (125 MHz, CDGJ): & 145.58, 132.56, 127.23, 124.02, 119.81, 109.280434.87
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4.7. Priprava  substituovanych 1,5-difenyl-H-tetrazola  mezifazovou
katalyzou z imidoylchlorida vychozich benzamid

4.7.1.Priprava 1,5-difenyl-1H-tetrazolu (23)

N( \\,N
d N@

Obecné schéma:

_socl, _ TBAB N

0 (
+ NaN3
@ Ts0C CH,Cly 1 H,0 @
R1 R2 R1 R2

R! = 4-H; 3,5-elektronakceptorova substituce
R% = 4-H; 4-C
Obecny postup:

Do 25 ml varné hi&y jsme nasypali 1,20 g (6,1 mmol) benzanilidiéidali jsme 2,015 ml
(27,7 mmol) thionylchloridu a sé8 jsme za michani zéfali pii 80 °C pod zptnym
chladiem po dobu jedné hodinyidgbyt&ny SOC} jsme odpéli, ziskany imidoylchlorid
rozpustili v dichlormethanu a tento roztok jsme jdum pikapali z dlici nalevky do
dvojfazové soustavy o nasledujicim sloZeni: 10 ighidrmethanu, 20 ml vody, 0,52 g (8,0
mmol) azidu sodného a 0,10 g (0,03 mmol) TBAB.¢Sipsme michali za laboratorni teploty
po jednu hodinu, poté od sebe jednotlivé fazeéhidé organickou vrstvu promyli vodou
(3%30 ml). Nasled& jsme ji vysusili bezvodym siranem sodnymialyyt&né rozpougdlo
odpdili. Produkt jsme dale néglistovali, jeho pitomnost jsme adtili pomoci TLC (MP
hexan/ethylacetét 4:1) a standardu 1a&3) ¢ reakce 4.1.1.1.

Teoreticky vytzek: 1,356 g
Prakticky vytzek: 0,331 g [24%)]
'H NMR (300 MHz, CDCJ) & 7.59 — 7.46 (m, 6H), 7.45 — 7.37 (m, 4H)

3C NMR (75 MHz, CDCY): 153.58, 134.57, 131.27 130.34, 129.89, 128.98,9P, 125.29,
123.60
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Stejny postup byl pouzit i vifpadt nasledujici sloteniny.

4.7.2.Priprava 1-(4-chlorfenyl)-5-(disubst. fenyl)-H-tetrazolu (28)

/N\
N N
\ I
N
EWG
Cl
EWG
28

Viz Postup 4.7.1s €mito rozdily:

- vychazeli jsme z 0,965 g vychoziho benzamidu, pontgni druhého kroku
(mezifazové katalyza) ziskavame 0,155 g hrubéhdyito.

- provedli jsme TLC (MP - hexan/ethylacetat 4:1) afapo trojnasobném vyvolani
ukazala d¥ skvrny, kdy jedna odpovidés Retertni faktor) vychozi latky a druha
je pritomna jen o &co niz.

- ziskanou sis jsme se pokouseli oéli sloupcovou chromatografii pomoci jiné
mobilni faze (SP silikagel, MP chloroform), ale spi$rg.

Teoreticky vytzek: 1,040 g (z 0,965 g vychoziho benzamidu)

Prakticky vygzek: produkt nebyl neizolovan

4.8. Priprava substituovanych  1,5-difenyl-H-tetrazold  vychozich
benzamidi pomoci Mitsunobuovy reakce

4.8.1.Priprava 1,5-difenyl-1H-tetrazolu (23)
N
N\ \IN
d O
23
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Obecné schéma:

0 DIAD, PhP; N, N
NH  + TMSA -

@ THF, A @

R2 R

R
R! = 4-H; 3,5-elektronakceptorova substituce
R% = 4-H; 4-C
Obecny postup:

K roztoku 0,069 g (0,35 mmol) benzanilidu a 0,2300¢88 mmol) trifenylfosfinu v 1,5 ml
bezvodého tetrahydrofuranu jsmigdali 0,176 ml (0,88 mmol) 98 % DIAD. P& minutach
nasledoval fidavek 0,121 ml (0,88 mmol) TMSA. Resai{ snts jsme michali a zatvali po
dobu Sesti hodin ip teplo# 65°C v argonové atmost Pibéh reakce jsme monitorovali
pomoci TLC (MP hexan/ethylacetat 4:1) a standadthyl 23) ziskaného reakci 4.6.1.1.
Zjistili jsme, Ze prakticky veSkera vychozi latkeagovala. Produkt jsme déle neizolovali a
reakci jsme uko#ili.

4.8.2.Priprava 1-(4-chlorfenyl)-5-(disubst. fenyl)-1H-tetrazolu (28)

N
N\ "N
N
EWG
Cl
EWG
28

Viz Postup 4.8.1.po sedmi hodinach reakce za stejnych podminekemého zjsobu
monitorovani pomoci TLC vSak nezaznamenavame Ulwjtelozi latky. Ani MS neodhaluje
piitomnost Zzadaného produktu. Reakci ukgeame.
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Syntéza

V prvni ¢asti této diplomové prace jsme syntetizovali Sestivdiir 1-aryl-5-[(3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl]-H-tetrazolu {-6) metodou Williamsonovy syntézy. Rebné thiolaty
vychozich tetrazolthial jsme gipravili pomoci ethanolatu sodného (generovany
z absolutniho ethanolu kovovym sodikem)ippct étyt latek @-4). Vysledné produkty byly
ziskany ve wvytzcich mezi 60-80 %. iP pouziti hydroxidu sodného misto sodiku u
tetrazolthiolu §) byl vytéZzek o r@co nizsi (45 %), provedeni reakce vSak bylo jedgédu
Jako postéujici k vytvareni thiolatu se ukazal byt i uliian sodny, ktery byl pouzit w6),

s vyzkem 70 %. Postup s uéitanem sodnym byl aplikovan i u setigyi derivat 1-aryl-5-
[(3,4,5-trimethoxybenzyl)sulfanyl]H-tetrazolu 7-10), vyteZky se pohybovaly rowi
v praiméru okolo 70 %. VSechny vySe zndime reakce obeénprobihaly velice snadno a
kvantitativre, coz umocnila jestnahrada sodiku jeho hydroxidem a nastedhlicitanem.
Stejre tak bylo mozné sniZit teplotu Z@mani i dobu trvani reakce z¢yt hodin na pouhou
jednu hodinu. U vSech latek s vyjimko() (a () dochazelo ihned potidéani gislusného
benzylchloridu ke vzniku temdnfialového zbarveni, a to nezavisle na pouziténidle pro
vznik thiolatu. VedlejSi produkty byly vzdyciinné odstragny vytiepavanim s roztokem
uhlicitanu sodného, ffpadre povaenim s aktivnim uhlim. Cilové tetrazoly byly nasied
precistény rekrystalizaci. Ani v jednom fipact nebylo nutné fistoupit ke kolonové
chromatografii.

Takto byly gipraveny nasledujici slégeniny:

- 1-(4-bromfenyl)-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]H-tetrazol ().

- 5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1-mesitylH-tetrazol @).

- 1-(3,4-dichlor)-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]H-tetrazol B).

- 5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1-(2-methoxyfenylH-tetrazol 4).
- 5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1-naftyl-Hi-tetrazol £).

- 5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1-(3-methoxyfenylH-tetrazol 6).

a podobs:

- 1-(4-nitrofenyl)-5-[(3,4,5-trimethoxybenzyl)sulfalinl H-tetrazol 7).

- 1-fenyl-5-[(3,4,5-trimethoxybenzyl)sulfanyl]H:tetrazol ).

- 1-(4-methoxyfenyl)-5-[(3,4,5-trimethoxybenzyl)sulid]-1H-tetrazol Q).
- 1-(4-bromfenyl)-5-[(3,4,5-trimethoxybenzyl)sulfajylH-tetrazol (0).

Zamérem druhé ¢asti prace bylo ziskat substituované 1,5-diferiytétrazoly,
piicemZ jeden z aromatickych substituemté! vZdy obsahovat EWG disubstituci. Nejprve
bylo nutné pistoupit k syntéze vychozich benzaiil1-19), které byly ziskany reakci
pati¢cnych benzoylchlorid se substituovanymi aniliny v praésti pyridinu za laboratorni
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teploty. Reakce probihala prakticky okamy&tprodukt byl snadno izolovan vysrazenim v 1M
roztoku kyseliny chlorovodikové a naslednou filtra¢ytézky byly zpa@éatku u prvnichityt
benzamid (11-14) prekvapiv¥ nizké, v rozmezi od 41-58 %. To si vSak whkyeme
pouzivanim nadbyt®ého mnoZstvi pyridinu jako rozpo&dla, ze kterého pak nemohl byt
produkt i po pidani 1M roztoku kyseliny chlorovodikové uplivysrazen. R pouZziti jen
nékolika mililitrd rozpoustdla se jiz vygzky pohybovaly okolo 90 %. Obdobnbyla
pripravena i sérieft substituovanychN-benzyl-3,5-dinitrobenzamid (20-22), vSechny ve
vytézcich ges 97 %. Vzhledem k primarnimucani €chto benzamitl pro dalSi syntézy byla
preciStovana jen mal&ast z jejich vyzku, z divodu relativni ztratovostiéthto postup.

V pripact benzamidu4) bylo nutné produktigistit sloupcovou chromatografii, v ostatnich
piipadech pla post&ovalo pouZiti aktivniho uhli a rekrystalizace @asitji ze snesi
ethanol/voda).

Byly piipraveny nasledujici sléeniny:

- 3,5-dinitroN-fenylbenzamid 11).

- 3,5-dinitroN-(4-nitrofenyl)benzamidi(2).

- N-(4-bromfenyl)-3,5-dinitrobenzamid.g).

- N-(3,4-dichlorfenyl)-3,5-dinitrobenzamid.4).
- 3,5-dinitroN-(4-methoxyfenyl)benzamidLp).
- 3,5-dinitroN-(3-nitrofenyl)benzamidi().

- N-(4-chlormethyl)-3,5-dinitrobenzamid 7).

dale:

- N-(3,5-dinitrofenyl)benzamidi@).
- N-(3,5-dinitrofenyl)-4-nitrobenzamidL@).

a na zawr:

- N-(4-chlorbenzyl)-3,5-dinitrobenzami@().
- N-(3,4-dichlorbenzyl)-3,5-dinitrobenzamidl).
- 3,5-dinitroN-[(4-trifluormethyl)benzyl]benzamid2@).

Nasledr jsem se pokusilifpravit z réekterych uvedenych benzaniidl2, 13, 16, 17 a
18) finalni tetrazoly 24-27). Vyuzil jsem fti rtizné metody fipravy, vzdy nejprve
s benzanilidem jako snadno dostupnou a nejjednoduddelovou strukturou stekavanym
vznikem produktuZ3). Jako prvni zfisob jsem zvolil fipravu imidoylbenzotriazolu ), jeho
izolaci a nasledné zacykleni na tetrazol v podndhkaéezifazové katalyzy. Nevyhodou byl
relativné nizky zisk imidoylbenzotriazolul) z divodu obtizné separace od vychoziho
benzanilidu. Nasledna cyklizai reakce na tetrazoR®) vSak jiz probihala kvantitati¢na
jeho izolace nebyla zatizen&éitpmnosti ivodniho benzanilidu. Stejnym &gobem jsme se
pokusili o gipravu latek 24-27). V prvnim kroku pozadovany methanimin vznikal gong
neochot®, proto jsme fidavali do reakce dalSitiglavky thionylchloridu a benzotriazolu.
Ocekavané meziproduktyl V) mely sice dostatény rozdil R oproti vychozim benzamian
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(12, 13, 16 a 18 v MP hexan/ethylacetat 7:1, 8:1 a 9:1, ovSemiii gpuziti velkych
chromatografickych kolon bylo vzijemné &tihi latek jencasténé. Takto byly ziskany
nizké vyezky imidoylbenzotriazdl (I1) a (V), 21 % a 9 %. V fipact benzamid obsahujici
nitroskupinu (2 a 16) byly ziskané latky nakonec identifikovany jako ettyl-1H-
benzo[d][1,2,3]triazol I{Ib ) a aekavané produktyli{a a Va) se nepodilo izolovat. Na
prvni pohled zarazejicitfpomnost ethylového zbytku ma nejspiSevgd v 1 % ethanolu,
kterym je stabilizovan komén¢ dodavany chloroform. Ten byl pouZzit v reakci jako
rozpoustdlo v dostateném, aby v 8m obsaZeny ethanol mohl reakci s thionylchloridem
alkylovatc¢ast H-benzo[d][1,2,3]triazolu.

Dokazali jsme tedyijpravit pouze cilové tetrazoly4) a 26) z imidoylbenzotriazdi
(1) a (V). Tyto mezifazow katalyzované reakce za pouziti azidu sodnéhdudribctove
kyseliny a TBAB coby katalyzatoru fazovéhteposu probihaly jiz kvantitatiéni kdyz bylo
tieba rkolika piidavki azidu a trifluoroctové kyseliny. Vzhledem k nizkymytéZkam
z predchozi reakce a olejovitym distotam v hexanu jako mobilni fazi, nebylo mozrgkané
tetrazoly zaslat na testovani antimykobakteriaktivay. K dalSimu geciStovani produktu
jsme se pro jistotu neuchylili, z obavy ztraty fidk malého mnozZstvi latky. Struktura
produkti nicméré byla potvrzena pomoci NMR analyzy, kde jakaélly prvek na odliSeni
od jinak velmi podobného spektra vychozich benzanfl®) a (18) poslouzila nefitomnost
amidického vodiku a karbonylového uhliku. Latky byly podobné i svymi R
v MP hexan/ethylacetat 4:1, kdy byly vzajemrozliSitelné az po trojnasobném vyvolani
v mobilni fazi. Vyhodou zminé metody tedy bylo, Ze odpadal problém obtiznéatzo
cilového tetrazolu od vychoziho amidu pomoci kol@nohromatografie. Na druhé stége
zde velice nizky vysledny wiek tetrazolu vzhledem k vychozimu benzamidu.

Rozhodli jsme se tedy vyzkouSetiirpou tvorbu tetrazolu z imidoylchlorig nejprve
na jednoduché strukter benzanilidu. Reakce probihala s thionylchloridesnpaslednou
mezifazo¥ katalyzovanou cyklizaci imidoylchloridu na tetrbza pouZiti azidu sodného a
TBAB jakozto katalyzatoru mezifazovéhdeposu. Vysledek reakce jsme odhadovali na
zaklad TLC reakni snesi za pouZziti jiz ziskaného standard2B)(z reakce 4.6.1.2. Byl
patrny vyrazny Ubytek vychozi latky ve présp vzniku @ekavaného produktu, potvrzenym
naslednou NMR analyzou. Reakci jsme tedy provesibénzamidemnil(y) pro vznik tetrazolu
(28). Jiz po varu s thionylchloridem vSak byldepné, Ze velk&ast vychozi latky &bec
nezreagovala, protoZe byla obtizné rozpustna \dfitiethanu a provedené TLC ukazalo
shodnost Rse standardem vychoziho benzamidu. Po gmoliti mezifazoy katalyzované
cyklizacni reakce byl sice na TLC patrny vznik dalSiho pidd, v reakni snesi vSak
pievaZzoval fivodni benzamid 1(7). Riobou latek byly navic v MP hexan/ethylacetat 4:1
velice podobné, k jejich rozténi dochazelo pouze v chloroformu. V této soustevlatky od
sebe nepoddo izolovat. Nicméw, tento reakni postup je sam o sdlednoduchy a zvolenim
siln¢jSiho chlor&niho cinidla (nag. tavenim s chloridem fosfaneym) a delSi reaini doby
by podil vznikajiciho imidoylchloridu mohl byt vyis&wj vliv maze mit i volba katalyzatoru
mezifazového fenosu’°Naslednou obtiZznou chromatografickoditlnost by bylo mozné
vyieSit kvantitativnim rozkladem vychoziho benzamidydroxidem sodnym (fipadré
vznikly tetrazol by v tomto prosdi nel zistat stabilni).
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Jako teti postup jsme se rozhodli vyzkousSet variantu iitsouovy reakce, ktera vede
k piimému vzniku tetrazolu a jeji provedeni je §e&nadwjSi, nez pedchozi reakce.
V pripact benzanilidu Slo ofi o prakticky kvantitativni reakci, za vznik@3) (na zéklad
hodnoceni TLC reaki snesi). UzZiti stejnych podminek u benzamidir) vSak zadouci
promenu na tetrazol48) negineslo. Tomu napovidala jak provedené TLC, takalyra MS,
ktera nezaznamenald@ifpmnost ¢ekavaného tetrazolu.

Byly tedy @ipraveny tyto substituované 1,5-difenydetrazoly:
- 1,5-difenyl-H-tetrazol £3),
a zejmeéna pak cilové tetrazoly:

- 1-(4-bromfenyl)-5-(disubst. fenyl)H-tetrazol 24),
- 1-(disubst. fenyl)-5-fenyl-Hi-tetrazol g6).
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5.2. Testovani antimykobakterialni aktivity

Biologicka &innostin vitro byla zji¥ovana celkem u 21ipravenych slo&enin proti
ctyfem iiznym kmemim Mycobacterium  tuberculosis konkrétrg:  Mycobacterium
tuberculosisCNCTC My 331/88Mycobacterium aviunENCTC My 220/88Mycobacterium
kansasiiCNCTC My 235/80 aMycobacterium kansasiCNCTC My 6509/96. Prvnifit
kmeny byly poskytnutf’ NSTK (Ceska narodni sbirka typovych kultur), posledni jovamy
je Klinickym izolatem. Samotné testovani provedldd&eni bakteriologie a mykologie
Zdravotniho Ustavu se sidlem v Ostrawzkoumané latky byly rozpuSty v DMSO
(dimethylsulfoxid) a naneseny na ®rkovanou Sulovu jdu (SEVAC, Praha)
v odstupgiovanych koncentracich 100, 500, 250, 62.5, 32,8161, 2, 1, 0.5, 0.25 a 0.125
pmol/l. Vzorky byly inkubovany f 37 °C a @innost slodenin byla vyjadena jako MIC.
Tato hodnota udava nejnizsi nanesenou koncentatigi ¥ pmol/l, ktera jestinhibuje st
mykobakterii a byla odétana po 14 a 21 dnechMu tuberuclosisa M. aviuma po 7, 14 a 21
dnech uM. kansasi(Tabulka 1-5). Standardem byl vZdy isoniazid (INH).

Tabulka 1. Vysledky antimykobakterialni aktivitys$ieaxripravenych 1-aryl-5-[(3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl]-H-tetrazot vyjadené jako MIC [umol/I]

N>~ S/\Q

NO,

NO,
R

R =4-Br (1); 2,4,6-triMe (2); 3,4-diCl (3); 2-MeO (4); 1-naftyl (5); 3-MeO (6)

Cislo testované M. tuberculosis | M. avium M. kansasii M. kansasii
latky My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96

14 /21 dni 7114 /21 dni
1 1/1 >125 /125 1/2/2 21414
2 125/ 125 125/ 125 125/ 125/ 12% 125/ 125/ 125
3 1/1 8/16 1/1/2 1/2/4
4 125/ 125 125/125 125/125/12% 125/125/ 125
5 125/ 125 125/ 125 125/ 125/ 12% 125/ 125/ 125
6 214 125/125 125/125/ 125 125/125/125
INH 0,5/1 250/ 250 250/ 250 418

VyznamrgjSi aktivitu, kterd pectila i standard INH, prokazaly latkyla @3), obs

s halogenovanymi

aromatickymi jadry. Derivaty sagmou

(5) naopak netinkovaly wvibec. Zajimavy je fpad struktur4) a @), kdy jinak nefunkni
substituce methoxyskupinouéta v poloze 3 oproti poloze 2¢inek aspdé viaci béznému
kmenuM. tuberculosis

51

lipofilni  substituci 2) a



Tabulka 2. Vysledky antimykobakterialni aktivity ptipravenych derivdi 1-fenyl-5-[(3,4,5-
trimethoxybenzyl)sulfanyl]-#H-tetrazoti vyjadiené jako MIC [umol/I]

N‘N)\S

4

R

OCHs

OCHs

R = 4-NO, (7); 4-H (8); 4-Br (10)

Cislo testované M. tuberculosis | M. avium M. kansasii M. kansasii
latky My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96

14/ 21 dni 7114 /21 dni
7 125/125 125/125 125/125/12% 125/125/ 125
8 250/ 250 125/ 125 125/125/12% 125/125/ 125
10 62,5/62,5 250/ 250 125/250/250 125/ 250/25
INH 05/1 250/ 250 250/ 250 4/8

V souladu s naSimi fpdpoklady,

antimykobakterialni aktivitu.

zadna ze struktur

Tabulka 3. Vysledky antimykobakterialni aktivitydsei pripravenych derivdit N-fenyl-3,5-
dinitrobenzamid vyjadrené jako MIC [umol/l]

O,N
@]
v .
O2N R

R = 4-H (11); 4-NO, (12); 4-Br (13); 3,4-diCl (14); 4-MeO (15); 3-NO, (16); 4-Cl (17)

nevykézala signifikant

Cislo testované M. tuberculosis | M. avium M. kansasii M. kansasii
latky My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96

14 /21 dni 7114 /21 dni
11 8/8 32/32 32/625/62,5 16/32/32
12 414 250/ 250 250/ 250/ 250 250/ 250 /250
13 2/2 8/8 41418 8/8/16
14 1/1 8/16 8/16/16 8/16/16
15 414 250/ 250 8/16/32 16/32/62,5
16 414 8/16 16/32 /32 16/32/32
17 414 16/ 16 21414 8/16/16
INH 05/1 250/ 250 250/ 250 418
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Antimykobakterialni dinnost substituovanych 3,5-dinitrobenzatnidjiz  byla

viN 7

struktury (L3), (14) a (L7), které vSechny maji halogenovou substituci.ifgad nitroskupiny
v poloze 3 fenylu X6) zde roveZz byla utitiq aktivita, jeho 4-izomerl@) v3ak jiz vykazal
G¢innost pouze proti standardnimu kmeviycobacterium tuberculosis

Tabulka 4. Vysledky antimykobakterialni aktivityaly pipravenych derivét N-(3,5-
dinitrofenyl)benzamid vyjadiené jako MIC [umol/l]

0 NO,
SN
NO,

R = 4-H (18); 4-NO, (19)

M. tuberculosis | M. avium M. kansagii M. kansagii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
14 / 21 dni 7114 /21 dni
18 250/ 250 250/ 250 125/250/250 250/ 250 /250
19 8/8 250/ 250 250/250/250 250/ 250 /250
INH 05/1 250/ 250 250/ 250 4/8

V tomto gipack jde vlast® o analogy strukturl(l) a (12), které ukazaly horsi, resp.
Zzadnou dinnost.

Tabulka 5. Vysledky antimykobakterialni aktivity piipravenych derivédt N-benzyl-3,5-
dinitrobenzamid vyjadrené jako MIC [umol/l]

0

02N N/\@
H

NO, R

R = 4-Cl (20); 3,4-diCl (21); 4-CF5(22)

M. tuberculosis | M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
14/ 21 dni 7114 /21 dni
20 1/1 4/8 1/1/1 1/1/1
21 1/1 8/8 1/1/1 1/1/1
22 1/1 214 1/1/1 1/1/1
INH 05/1 250/ 250 250/ 250 4/8
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Struktury @0) a 1) jsou homology latekl(?) a (L4), a spolu sZ2) se ze vSech nami
testovanych latek ukazaly jako antimykobaktegaiejinngjsi.

Bohuzel, zadny ze dvou tipravenych substituovanych 1,5-difenyt-tetrazoh
nemohl byt otestovan Zidodu nedostatmé kvantity i kvality.
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6. Zavér

Mezi prvni cile mé prace pda syntéza Sesti derivéat l-aryl-5-[(3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl]-H-tetrazolu {-6) a ¢tyi analogickych struktur deriviatl-fenyl-5-
[(3,4,5-trimethoxybenzyl)sulfanyl]H-tetrazolu 7-10), u kterych jsme naslednnechali
vyhodnotit jejichin vitro antimykobakterialni aktivitu. Z prvni skupiny bylédech Sest latek
otestovano a dv sloweniny (L a 3) prokazaly vyznamnou éinnost. Ze &ty 3,4,5-
trimethoxybenzyl analagbyly testovanyii krystalické latky 7, 8 a10), ty ovSem jakoukoliv
aktivitu postradaly. Potvrdila se takuldzitost 3,5-dinitrofenylového uskupeni pro
antimykobakterialni &inek.

DalSi casti mé prace ipchazela fiprava N-fenylbenzamid obsahujici na jednom
z fenyli vzdy 3,5-dinitrosubstituci, jako prekurZopro tvorbu substituovanych 1,5-difenyl-
1H-tetrazoli. Dohromady tak byloifpraveno dett latek (L1-19) a vSechny byly odeslany na
antimykobakterialni otestovann vitro. Jak z dvodu aekavané &innosti (danou 3,5-
dinitrosubstituci), tak pro srovnani §gadnymi odpovidajicimi substituovanymi 1,5-difenyl
1H-tetrazoly. Vedle toho bylyfipraveny a otestovany fitN-benzyl-3,5-dinitrobenzamidy
(19-22) jako homology pedchozich benzamid Vezmeme-li v potaz i vysledky z prvissti
prace, jako nefinngjSi se ukazala byt substituce druhého fenylovéhdrajahalogeny.
Konkrétre bromem/chlorem v poloze 4 fenylu nebo dichlorsibsit v polohach 3 a 4.
U¢inna byla i trifluormethylova substituce v poloz&dnzylu u latky 22).

Hlavnim dkolem pak bylo ffpravit substituované 1,5-difenylHttetrazoly z dive
piipravenych benzamid(11-19). Tyto reakce jsme stihli provést jen &terymi benzamidy
(12, 13, 16, 17 a 18). VyzkouSel jsem it raizné metody (1. ifprava tetrazolu
z imidoylbenzotriazolu, 2. f#ma tvorba tetrazolu z imidoylchloridu a 3. var&nt
Mitsunobuovy reakce s pouzitim trimethylsilylazidwzdy nejprve s benzanilidem jako
jednoduchou modelovou strukturou za vzniku latR@)( Prvni zmigny zpisob sice vedl
k syntéze dvou Zadanych tetrazqR4 a 26), nicmér s malym vyslednym vg¥kem a
nedostattnym mnozstvim pro antimykobakterialni testovanijiche struktura vSak byla
potvrzena NMR analyzou. DalSi &wmetody se osdcily pouze v gipact jednoduchého
tetrazolu 23), cilovy tetrazol 28) se ale nepod#o izolovat. Pro budouci préci viak stoji za
Gvahu modifikovat zfisob tvorby imidoylchloridu, kterd je Kbvy pro zmigné reakce 1. a 2.
a ve vysledku i pro vy¥nost cilovych substituovanych 1,5-difeny-tetrazoti. Nesnaze
s izolaci &chto tetrazal od jejich vychozich benzamidoy mohly bytieSitelné rozkladem
benzamid pomoci hydroxidu sodného.
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CC
CNSTK
DIAD
DMSO
DprEl
EMA
EWG
FDA
INH
MDR-TB
MIC
MP

MS
NMR
Ry

SP

B
TBAB
TDR-TB
TLC
TMSA
WHO

XDR-TB

8. Seznam pouzitych zkratek

kolonova chromatografie

Ceské narodni sbirka typovych kultur
diisopropyl azodikarboxylat
dimethylsulfoxid
dekaprenylfosforyl-D-ribosa 2-epimeraza
Evropska Iékova agentura
elektronakceptorova skupina

Urad pro kontrolu potravin ad&, Spojené staty americké
iIsoniazid

multirezistetni tuberkul6za

minimalni inhib&ni koncentrace
mobilni faze

hmotnostni spektrometrie

nuklearni magneticka rezonance
retergni faktor

stacionarni faze

tuberkul6za
tetrabutylamonium-bromid

totalre rezistentni tuberkul6za
tenkovrstva chromatografie
trimethylsilylazid

Swtova zdravotnicka organizace

extensive rezistentni tuberkul6za
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