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ANOTACE

Prace Syntéza potencidalnich antituberkulotik se zabyva syntézou latek, u kterych je predpoklad
aktivity proti patogennimu ptivodci tuberkuldézy, mykobakterii Mycobacterium tuberculosis a
jejim kmeniim, jez jsou rezistentni k bézné pouzivanym antituberkulotikiim. V teoretické ¢asti
je popsana charakteristika tohoto infekéniho onemocnéni, jeho historie, ptivodce, zplsob
prenosu, formy, diagnostika a zptisob 1é¢by.

Prakticka cast prace je zaméfena na zdokonaleni substituovanych tetrazold, jez nabizi slibné
moznosti v 1é€be tuberkulozy. V ramcei experimentalni ¢asti této prace jsou podany informace
o reak¢nich krocich a mechanismech syntézy série novych, doposud nepopsanych slouc¢enin na
bazi fenylethyl- a styryl-derivati tetrazolu. U téchto latek byl studovan vliv spojovaciho fetézce
mezi 3,5-dinitrofenylovym fragmentem a tetrazolovym cyklem na antimykobakterialni aktivitu
sloucenin. Dale byl zkouman vliv polohy substituentu na tetrazolovém cyklu porovnanim
aktivity 1,5- a 2,5-disubstituovanych tetrazoli.

Antimykobakterialni aktivita finalnich produktti byla zkoumana in vitro, jak na standardnim
kmeni Mycobacterium tuberculosis, tak na dalsich klinicky izolovanych kmenech
mykobakterii. Bylo zjisténo, ze ani 1,5- ani 2,5-disubstituované tetrazoly, syntetizované a
analyzované vramci tohoto projektu, neprokéazaly vyssi antituberkulotickou aktivitu ve
srovnani s piedlohovymi slou¢eninami a isoniazidem (antituberkulotikem prvni tady), s
vyjimkou jedné latky, ktera bude dale studovana.

ANNOTATION

The work Synthesis of Potential Anti-tuberculosis Drugs deals with the synthesis of substances
for which the activity against pathogenic agents of tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis
and its strains resistant to commonly used antituberculosis drugs is expected. The theoretical
part describes the characteristics of this infectious disease, its history, causative agent, method
of transmission, form, diagnosis and treatment.

The actual work is focused on the improvement of substituted tetrazoles, which offer promising
possibilities in the treatment of tuberculosis. In the experimental part of this work are given
information on the reaction steps and the mechanisms of synthesis of novel, yet previously
undescribed substances based on phenylethyl- and styryl-derivatives of tetrazole. The effect of
the linker between the 3,5-dinitrophenyl fragment and the tetrazole cycle on the
antimycobacterial activity of the compounds was studied. Furthermore, the effect of the
substituent position on the tetrazole cycle is examined by comparing the activity of 1,5- and
2,5-disubstituted tetrazoles.

Their antimycobacterial activity was evaluated in vitro on both the standard strain of
Mycobacterium tuberculosis and the clinically isolated mycobacterial strains. It was found that
neither 1,5- nor 2,5-disubstituted tetrazoles that were synthesized and analyzed in this project
showed higher antimycobacterial activity compared to the parent compounds and isoniazide



(first-line anti-tuberculosis drug), with the exception of one substance that will be further
studied.
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tuberkul6za
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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1 Uvob

Tuberkul6za (neboli souchotiny, ftiza ¢i bily mor) je rozsifenou infekéni chorobou a
predstavuje druhou nejéastéjsi pri¢inu umrti na celém svété v dusledku jediného infekéniho
ptuvodce. Toto onemocnéni oznacuje vSechny chorobné stavy zapii¢inéné mykobakteriemi ze
skupiny Mycobacterium tuberculosis komplex. Za poslednich 10 let prosla tuberkuléza jakozto
choroba s masovym vyskytem doslova zadsadnimi zménami, nejvyraznéj$i poznatky piibyly
v medikamentdzni 1é¢be, ktera jasné prevlada nad chirurgickou. Ackoli jsou uspéchy ftizeologt
nemalé, souCasny vyvojovy trend tuberkulozy je nerovnomérny a nepfiznivy, zejména
vV rozvojovych zemich. Terapie je také znaéné komplikovana vyskytem rezistentnich a
multirezistentnich forem mykobakterii. Z toho dtvodu je nutny vyvoj inovativnich 1é¢iv.

Tato prace se zabyva problematikou tuberkuldzy a ptipravy novych latek, jejichz u¢innost je
porovnatelnd s bézn€ pouzivanymi antituberkulotiky a zaroven by pulsobila proti lékove
rezistentnim formam Mycobacterium tuberculosis. Cilem prace je syntéza séric novych
slouéenin na bazi 1-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazold, 2-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-
2H-tetrazoli, 1-alkyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazoli a 2-alkyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-
tetrazold. U téchto latek byl studovan vliv spojovaciho fetézce mezi 3,5-dinitrofenylovym
fragmentem a tetrazolovym cyklem na antimykobakteridlni aktivitu sloucenin. Déle byl
prostudovan vliv polohy substituentu na tetrazolovém cyklu porovnanim aktivity 1,5- a 2,5-
disubstituovanych tetrazold. V ramci substituce siry u diive studovanych latek za uhlik v sérii
novych derivatl je ocekavana vétsi metabolicka stabilita piipravenych sloucenin.

Odborna ¢innost se uskutecnila na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralove,
Katedie organické a bioorganické chemie a probihala pod dozorem Ing. Galiny Karabanovich,
Ph.D. V souladu s laboratorni ¢innosti byly uplatnény jak bézné laboratorni postupy, tak i
metody separacni, izola¢ni a analytické.
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2 TUBERKULOZA

Tuberkul6za (TB) je infek¢ni choroba zptisobena mikroorganismy Mycobacterium tuberculosis
komplex. TB je rozsifena po celém svété a predstavuje nejcastéjsi smrtici infekéni onemocnéni
na planeté. Podle Svétové zdravotnické organizace (SZO) bylo zaznamenano, Ze jenom Vv roce
2018 zapfi¢inila tuberkuldza 1,2 mil. Gmrti (rozsah 1,1-1,3 mil.) mezi HIV- negativnimi lidmi
a k nim ptibylo dalsich 251 000 tmrti pacientit s AIDS. Globaln¢ se odhaduje, ze u 10,0 mil.
lidi (rozsah 9-11,1 mil.) se v roce 2018 rozvinula TB infekce, z ¢ehoz bylo 57 % muzd, 32%
zen a 11 % déti. Celosveétové velky problém vsak predstavuje 1€kové rezistentni forma TB.
Nejlepsi odhad je takovy, Ze v roce 2018 se tuberkuldézou rezistentni viéi rifampicinu (RR-TB)
nakazilo 500 tis. lidi po celém svéte, z nichz u 78% byla rozvinuta dokonce multirezistentni
tuberkul6za (MDR-TB). Tiizemé, které se podilely skoro na poloviné z celkovych ptipadit RR-
TB/MDR-TB byly: Indie (27%), Cina (14%) a Ruské federace (9%). Odhaduje se, Ze téméf
23% svétove populace (1,7 miliard lidi) ma latentni tuberkuldzni infekci, kterd se béhem jejich
zivota miize rozvinout do aktivni formy TB. Nicméné zamé&iime-li se na Ceskou republiku,
zjistime, ze statistika vyskytu TB a jeji mortality je pomérné ptizniva. V roce 2018 bylo
zaznamenano pouze 37 umrti zpisobenych tuberkul6zou. Odhadovany pocet piipadi byl
celkem 580. Nahlasenych ptipada bylo celkem 444, z nichz 4 1idé byli HIV- pozitivni a 12
trpélo multirezistentni tuberkulézou. Umrtnost se v CR od roku 2012 lehce zvysila, na coz mél
vliv zejména zvyseny piisun ukrajinskych ob&ani do CR. Na Ukrajing je totiz celkova mortalita
podstatné¢ vyssi. Na nasledujicich grafech je porovnan pocet timrti na TB v obou zemi. [1,2,3,4]

(Rate per 100 000 population per year) (Rate per 100 000 population per year)
125 30
1
075 =
05 10
025
0 0
2000 2004 2008 2012 2016 2000 2004 2008 2012 2016
== Mortality (excludes HN+TE) = Mortality (excludes HV+TE)
a) b)

Graf 1: Pocet smrti zpiisobenych TB (na 100 tisic obyvatel) podle SZO: a) V Ceské
republice. Prevzato z citace: [4] b) Na Ukrajiné. Prevzato z citace: [3]

2.1 Historie TB

Tuberkul6za je nemoc znama ¢lovéku jiz odedavna. Prvni zminka o ni pochazi jiz z doby
kamenné, z nalezu kostry Cloveka, ktery trpél na tuberkulozni spondylitidu, dnes mimo jiné
zndmou jako Pottova nemoc. Nejstar$i exemplai osteoartikularni TB, ktera postihla paterni
obratle, ve form¢ fosilnich kosti se datuje do cca 8000 let pted Kristem. V neposledni fad¢ byl
uskutecnén i1 unikatni bakterialni nalez acidorezistentniho bacila ve stéru, ktery byl vzat z psoas
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absces! z velmi dobfe zachované mumie inckého ditéte kolem roku 700 pred Kristem. Tento
nalez byl jasnym dikazem lumbalni TB. [5,6]

2.1.1 Deskripce TB od antiky po renesanci

V nejstar§Sim dochovaném zékoniku pochézejicim z Babylonu, jez byl formulovan
babylonskym monarchou Hammurabim roku 1948-50 pied Kristem, je zminéno chronické
plicni onemocnéni, které se popisné velmi podoba tuberkuloze. [6]

V tecké literatufe se koncept ftizy, neboli tuberkul6ozy, objevuje kolem roku 460-370 pied
Kristem. V této dobé zil mimo jiné nejslavnéjsi 1ékat své doby- Hippocrates. Ten popisoval
ftizu jako jednu z nejb€znéjSich nemoci a jako stav, ktery kulminoval ve smrt. Hippocrates také
varoval své kolegy pfed navstévovanim nemocnych V pokrocilém stadiu choroby, jelikoZ by
pacient mohl kdykoliv umfit, coz by poskodilo l€kafovu povést. Hippocrates také nejprve
pozoroval tuberkuly ve tkani dobytka, ovci a prasat. Hippocratova Skola povazovala ftizu za
dédicné onemocnéni spi§ nez za infekéni chorobu. Aristoteles (384-322 let p.K.) na druhou
stranu popsal skrofulézu? na kizi tuberkuldznich prasat. Jako jediny ve své dobé véfil, Ze je
ftiza nakazliva, nikoli dédi¢nd. Ve druhém stoleti naSeho letopoctu zacal 1 Galén, ktery nemél
7adné védomosti z oblasti morbidni anatomie, pochybovat o dédi¢nosti choroby a ptiklanél se
k infekéni povaze choroby. Mimo jiné také varoval pfed intimnim kontaktem s nakazenymi.
Caelius Aurelianus, jeden z nejvyznamnéjsich fimskych fyziologu 5. stoleti naseho letopoctu,
se zaslouzil jako prvni o detailni popis piiznaki ftizy. [6]

2.1.2 Deskripce TB od renesance k moderni éie

V Renesanci, konkrétné v severni Italii, pouzil Girolamo Francastoro (1478-1553) slovo de
contagione® ve svém postulatu a dokonce tvrdil, Ze nemoc je zplisobena neviditelnym virem,
ktery mlze prezit na obleCeni nakazeného az 2 roky. V 17. stoleti byla uvedena éra detailni
patoanatomické deskripce tuberkuldzy. Sylvius de la Boe z Amsterdamu jako prvni ve své
Opera Medica popsal tuberkuly jako charakteristické 1éze na plicich a jinych orgéanech
nakazenych lidi. Popsal také, Ze progrese choroby vede k jejich kavitaci* a tvorbé viedu.
Nicméné de la Boe stale vétil, ze je nemoc dédicna. Naopak nejslavnéjsi patolog svého veéku-
Giovanni Baptista Morgagni, byl tak presvédcen o nakazlivosti tuberkul6zy, Ze dokonce odmitl
vykonat vefejnou pitvu mrtvoly nakazené tuberkulozou, kvili strachu z infekce. V roce 1720
pojal anglicky fyziolog Benjamin Marten podezieni, ze by TB mohla byt zplisobena
miniaturnimi organismy, které jestlize se dostaly do lidského téla, produkovaly tuberkulozni
léze a zaCaly se projevovat standartni pfiznaky. V roce 1844 se Jacob Henle (1809-1885)
domnival, Ze by ftiza mohla byt nakazliva. K jadru véci se dostal, kdyz napsal: ,,za ur¢itym
okolnosti... pokud je zde vice ¢i méné dana predispozice®. Dnes, cca 170 let po Henleovi, vime,
ze méné nez 10 % lidi infikovanych TB skute¢né onemocni. [6]

! Psoas absces- zanét nachazejici se v &asti bedrokycelniho svalu
2 Skrofuldza (,krtice™)- kréni forma tuberkulozy

% De contagione- italsky pied infekci

4 Kavitace- vznik dutin
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2.1.3 Pruzkum TB v moderni éie

K prilomovému objevu, ktery objasnil ptivodce TB, doslo v roce 1882. Robert Koch, jeden
z zakt Henleho, nadany v praci s mikroskopem, nevyvratiteln¢ dokéazal existenci specifického
mikrobu, ktery zapti¢inuje samotnou chorobu. Sejmul tenky platek tuberkul6zni tkané a pouzil
Tyndallovu metodu sterilizace hovéziho a ov&iho séra a nasledné jeho koagulace®. Na tomto
médiu byl ve finadle schopen pozorovat rist tuberkul6zniho mikroba. Dne 24. 3. 1882 piednesl
sviij slavny projev Uber Tuberkulose (O Tuberkuloze) a seznamil veifejnost s vysledky své
prace. Objev R. Kocha je nejvétsim objevem v déjinach TB viibec, jelikoz odhaleni infekéni
povahy tohoto onemocnéni neznamenalo jen novy, podstatny krok ve studiu této choroby, ale 1
zacatek nové éry v boji proti nému. [5,6]

2.1.4 Vyvoj lé¢by TB

Medicina 19. stoleti byla sice velmi zainteresovana v deskripci, patogenezi a diagnostice
soudobych chorob, ale malokdy se starala o jejich 1&€bu. Zhruba v poloviné 19. stoleti ptisel
Hermann Brehmer s teorii, Ze bylo pouze nutné pacienty hospitalizovat na ,,imunnim misté,
kde se nemoc zhoji sama. ,,Jmunni misto* definoval jako oblast, kde se pfedtim nikdy neobjevili
z4dni nakazeni. Takova mista nasSel ve Slezsku, a v roce 1856 zalozil své prvni sanatorium
V Gorbersdorfu. Nicméné odstranéni nakaZzenych z normalniho okoli a jejich pfesun do
sanatorii rozhodné piispél k vefejnému zdravi. Jinak soucasné¢ nuceny odpocinek spole¢né
s dietou a regulovanym zivotem v sanatoriich podpofil samohojici tendenci choroby v n¢jakych
pacientech az na ohromujici uroven. Avsak ackoli se pacienti béhem pobytu v sanatoriich
zotavovali prekvapivé rychle, dlouhodobé vysledky byly dosti deprimujici. Americké statistiky
[9] ukazuji, ze ptes 60 % pacientl, ktefi byli propusténi ze sanatorii, zemielo do 6 let. Toto
obsahovalo 17 % ,,vylécenych®, 51 % ,,stabilizovanych* a 72 % ,,vylepSenych* pacientti s TB.
Ve 30. letech 19. stoleti byla 1écba v sanatoriich postupné nahrazena tzv. collapse therapy, ktera
vedla ke znacnému zlepseni dlouhodobych vysledkii. Tato chirurgickd procedura spocivala ve
vytvofeni umélého pneumothoraxu® pomoci naplnéni pleuralni dutiny dusikem. Nésledujicich
25 let se stala pneumothoraxova technika nejcastéji praktikovanou jako dodatek ke zbytku
1écby. Jestlize plice dostatecné zkolabovala, plicni tkan se uvolnila, dutina nabyla objemu, jeji
stény se pripojily a velmi Casto se ze zasobovaciho bronchu’ stala ,smycka®. Avsak
ptilezitostn€ byla plicni dutina chranéna pted kolapsem sristy mezi dvéma vrstvami pleury.
Tento problém ale vyfesil Jacobaeus, ktery roku 1912 vynalezl thorakoskop®. Vyvoj prvnich
antituberkulotik byl zapocat objevenim streptomycinu, na kterém mé zasluhu Ameri¢an Selman
Waksman. Tento €k byl prvné pouZit roku 1944 u kriticky nemocného pacienta, jehoZ stav se
béhem nékolika dni zazraéné zlepsil. To odstartovalo evoluci modernich 1é¢iv, jako jsou
isoniazid, rifampicin, pyrazinamid, ethambutol a spousty dalSich. [6,8]

® Koagulace- srazeni

® Pneumothorax- piitomnost vzduchu v pleuralni duting s naslednym smriténim, ¢ili kolapsem plice
" Bronchus- priiduska

8 Thorakoskop- chirurgicky nastroj slouzici k pfimému pozorovani hrudni dutiny
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2.2 Puvodce TB

Jak je znamo, rod Mycobacterium obsahuje jak patogenni, tak i nepatogenni pivodce
tuberkulézy. Jedna se o rod strikné aerobnich® bakterii, které se vyskytuji v podobé ty&inek, jez
mohou nabyvat kokovitych az vlaknitych forem. Mykobakteria tvofi skupinu mikroorganismi
na rozhrani mezi vys§i organizovanou zivou hmotou (napt. houby, plisn¢) a mezi pravymi
bakteriemi charakterizovanymi jednoduchou strukturou (napf. palicky, koky). Po zabarveni
anilinovym barvivem!’(fuchsinem) je neni mozno odbarvit ani pomérné silnym roztokem
kyseliny, lihu nebo alkoholu. Z toho divodu maji vSechna mykobakteria spole¢né vlastnosti-
acidorezistenci, alkalirezistenci a alkoholrezistenci. [5,9,10]

2.2.1 Bunécna sténa mykobakterii

Esencialni pro preziti mykobakterii v infikovaném hostiteli je bunécnd sténa. Predklada
mykobakteriim vysoce ochrannou strukturovanou vrstvu, kterd napomahd mimo jiné 1 jejich
rustu. Tyto vlastnosti jsou poskytnuty obrovskym mnozstvim lipidovych substanci, které
zajistuji hydrofobnil! povrch mykobakterii a ¢ini je tak cca 1000x méné propustnymi pro
hydrofilni molekuly v porovnani s bunéénou sténou bakterie Escherichia coli. Jak virulence,
tak 1 pomaly rist jsou pfisuzovany praveé této unikatni membranoveé bunécéné struktuie. [11]

Buné¢na sténa mykobakterii se vyznacuje extrémni odolnosti hlavné z toho davodu, ze je
slozena z latek, jez maji voskovy charakter. Mezi takové slouCeniny lze zatradit zejména
mykolové kyseliny. Mykobakterie postradaji vn€j$i membranu, misto niz se v jejich bunécné
stén¢ nachazeji lipidy tvofici vnéjsi obal, pod kterym jsou uloZeny pravé mykolové kyseliny.
Pod nimi se dale nachazi polysacharidova vrstva arabinogalaktanu, vrstva peptidoglykanu a
kone¢né cytoplazmaticka membrana. Nyni se podrobnéji zaméfime na konkrétni struktury. [12]

Volné glykolipidy, dulezité komponenty mykobakterialni buné¢né stény, jsou pritomny v M.tb.
ve velkém mnozstvi. Jsou vlozeny do kostry mAGP interakci s mykolylovou skupinou a tvofi
pseudo-dvojvrstvu, kterd pusobi jako dodate¢na hydrofobni bariéra. Mezi témito dobie
asociovanymi lipidy mohou byt nalezeny i: dimykolyltrehaloza (TDM), trehaloza
monomykolaty (TMM), diacyl- (DAT) a pentacyl-trehaléza (PAT), sulfolipidy (SLs), ftiocerol
dimykocerozat (PDIM) a fenolické glykolipidy (PGLs). [11]

Lipoarabinomanan (LAM) je glykolipid obsahujici Araf a jeho manopyranosylové zbytky.
LAM prochazi MOM a mAGP a je etablovan v cytoplazmatické membrané pomoci fosfatidyl-
myo-inositol diacylglycerolové kotvy. Varianty lipoarabinomananu, PIMs a lipomanan (LP),
které jsou také ukotveny v bunééné membrané, se pravdépodobné také podileji na imunitni
responzi hostitele. [11]

Lipidy a glykolipidy na vnéj$im povrchu mykobakterialniho buné¢ného obalu jsou zodpovédné
za specifické vlastnosti téchto bacilli, jako napfiklad silna rezistence proti degradaci pomoci

% Aerobni- vyzadujici k zivotu kyslik
10 Anilinové barvivo je barvivo obsahujici jedovaty aromaticky amin olejovité konzistence- anilin
11 Hydrofobni- odpuzujici vodu
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hostitelskych enzymi, nepropustnost vi¢i toxickym makromolekulam a inaktivace reaktivniho
kysliku a derivatt dusiku. [11]

Mykolové kyseliny se skladaji ze 70-90 atomt uhlikovych rozvétvenych a-alkyl-A-hydroxy
mastnych kyselin. Jsou zndmy 2 typy mykolovych kyselin: prvni s kyslikatymi funkénimi
skupinami (naptiklad ethoxy, methoxy, keto skupiny) a druhé bez takovychto skupin (a-
mykolaty obsahujici pouze cyklopropanové kruhy jako funk¢ni skupiny). Tzv. a- mykolaty jsou
nejrozsitenéj$im typem nalezenym v M.tb. Mykolaty esterifikované na arabinanovy fetézec AG
tvofi vnitini kryt mykobakterialni vnéj$i membrany (MOM). [11]

Arabinogalaktan (AG) je polymer, ktery je tvofen D- galaktofuranosami a D-
arabinofuranosami, sacharidy, které se v piirodé€ vyskytuji velmi vzacné. D- galaktofuranosovy
polysacharid je slozen pfiblizné z 30 f-D- galactofuranosovych (Galf) jednotek. Redukovany
zbytek galaktanu je piipojen k PG pomoci fosforyl-N-acetylglukosaminosyl-rhamnosylové
vazby. Rozvétvené fetézce arabinanu obsahujici a-D-arabinofuranosyl (Araf) jsou pfipojeny
prostiednictvim redukéniho konce k C5 Galf jednotkam. [11]

KUur[asAy 9AO[ONAIN

Obrazek 1: Pfipojeni mykolovych kyselin k arabinogalaktanu. Prevzato z citace: [14]

Peptidoglykan (PG), patef mykobakteridlni bunétné stény, se lokalizuje za plazmatickou
membranou a je formovan pomoci stfidajicich se jednotek, kde se opakuje N-acetyl-f-D-
glucosaminyl-(1->4)-N- glykolylmuramova kyselina. L-Rhap(13)-D-GIcNAc-1->P je linker,
ktery poskytuje spojeni PG s galaktanem, ktery jiz ndlezi arabinogalaktanu. [11]
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Obrazek 2: Piipojeni arabinogalaktanu k peptidoglykanu. Prevzato z citace: [14]

Cytoplazmatickd membrana je zapouzdiena vrstvou peptidoglykanu (PG), ktery tvofi
kovalentni vazbu s arabinogalaktanem (AG), jez je dale pfipojen k mykolovym kyselindm
pomoci jejich dlouhych meromykolatovych a kratkych a- tfetézct. Tyto latky spolu tvofi
mycolylarabinogalaktan-peptidoglykanovy komplex (mAGP) a dodate¢né se tu nachazi i 3
glykolipidy. Horni segment je sloZzen z volnych lipidd, nékteré slozené z delSich mastnych
kyselin dopliujicich krat§i a- fetézce a ostatni skratSimi mastnymi kyselinami
komplementujici delsi fetézce. Nesourod¢ rozptylené jsou bunécné proteiny,
fosfatidylinositolové manosidy (PIMs), lipidy obsahujici ftiocerol, lipomanan (LM) a
lipoarabinomanan (LAM). JestliZe je bunécna sténa naruSena, naptiklad pti extrakci za pouziti
ruznych rozpoustédel, budou volné lipidy, proteiny, LAM a PIMs rozpustény. AvSak mAGP
zustane jako nerozpustny zbytek. Zjednodusené tyto lipidy, proteiny a lipidoglykany mohou
byt povazovany za signalizujici efektorové molekuly v chorobném procesu. Zatimco
nerozpustné jadro je esencidlni pro Zivotaschopnost buiky. Tudiz je tfeba zaméfit noveé
vyvijené 1éky na rozruSeni této struktury. [11,13]
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2.2.2 Mycobacterium tuberculosis complex

Mycobacterium tuberculosis complex je souborem mykobakterii, ktery zahrnuje nejcastéjsi a
nejdulezitéjsi pti¢inné agens tuberkuldzy, kterd jsou obligatorné patogenni pro ¢lovéka. [1]

Mycobacterium tuberculosis (M.th.) je v soucasnosti nejcastéjSim puvodcem tuberkuldézy u
Clovéka, konkrétné v celych 95 % pripadu. M. tb. dosahuje velikosti 0,3 — 0,6 x 1,4 um
s genera¢nim ¢asem in vitro 14-15 hod za optimalnich podminek. Idealni teplota pro mnozeni
je 37 °C. Mykobakteria nejsou schopna piezit déle nez 1-2 hod, jsou-li pii béznych podminkach
Vv prosttedi vystavena slune¢nimu svitu a teploté vyssi nez 60 °C. Davka schopnd infikovat
¢loveéka se odhaduje na 3- 300 bacilt. M. th. je na zékladé imunologické analyzy extrahované
T-katalazy*strukturalné identicka s M. bovis a M. africanum, aviak vykazuje vyraznou
divergenci od ostatnich druhd. [5,9]

Mycobacterium bovis je oznaCovan za druhého nejcastéjSiho ptivodce TB, ackoli jeho
hostitelem byva spiSe hovézi ¢i veptfovy dobytek. Jeho kultivace trva 21 dni a vice, nejlépe za
teploty 37 °C, coz je mimo jiné i optimalni teplota lidského téla. Z M. bovis byl odvozen
vakcina¢ni kmen Bacillus Calmette-Guérin (BCG), ktery ma v podstaté stejné vlastnosti jako
M. bovis s vyjimkou jeho zna¢né oslabené patogenity. [5,15]

Mycobacterium africanum také patii mezi prava mykobakteria, avSak neni jiz tak Casty.
Objevuje se zejména v rozvojovych zemich, konkrétné v tropické Africe. Jeho kolonie maji
primér 3 um a rostou zejména na vajecnych médiich pfi teploté 37 °C. Mikroskopicky se M.
africanum podoba M. th. a M. bovis, mezi kterymi tvoii jakysi pfechod. [5]

2.3 Prenos TB

Jak vime, tuberkuldza je vysoce infek¢éni onemocnéni. Nejvétsim pienaSeCem tuberkulozy je
nemocny C¢lovek, zejména ten, ktery exkretuje mykobakteria, jejichz existence je
mikroskopicky prokazatelna. Po kontaktu s infikovanym se inkubac¢ni doba fadové pohybuje
mezi 4 tydny a 2 lety, avSak dojde-li k latentni formé tuberkul6zy, onemocnéni muze
propuknout az pii imunosupresi. [16]

2.3.1 Inhalac¢ni forma

Ptenos nékazy v rdmci dvou lidi se tedy nej€astéji uskuteciiuje inhalacni cestou. Z toho divodu
jsou nejcastéji postizenym orgdnem prave plice (cca 85-90 % ptipadit), konkrétné obvykle dolni
laloky. Dochazi zde ke vdechnuti mykobakterii, ktera se dostala do vzduchu bud’ tim, Ze uvizla
na bronchidlnim sekretu, ktery vykaslal nemocny clovék (kapénkova forma) nebo se volné
vznasela ve vzduchu bez toho, aniz by byl zdravy jedinec v osobnim kontaktu s nemocnym. [1]

12 T-katalaza je enzym rozkladajici peroxid vodiku na volny kyslik a vodu s T indexem
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2.3.2 Primy kontakt

Pfimym kontaktem je myslena ndkaza zplsobena praci s infikovanym materialem. Ptipady
tohoto razu maji obvykle profesionalni ptivod (napf. patolog, chirurg). Ojedinéle se v této
situaci objevuje inokula¢ni'® tuberkuloza. [1, 16]

2.3.3 Vzacné formy nakazy

Jednou z moznosti infikace je kontakt s kontaminovanymi pfedméty (napt. pradlo, piibory).
Dale mize dojit k infikaci i alimentarni cestou, kdy se do traviciho traktu dostane infikované
maso dobytka ¢i nakazené mléko. [1, 16, 17]

2.4 Patogeneze TB

Pti1 infekci Clovéka mykobakteriemi vznikaji v jeho téle 2 zakladni imunitni odezvy. Prvni je
vytvofeni urcitého projevu ziskané imunity proti infekci, druhou je tuberkulinova
hypersenzitivita'*. Obé tyto reakce maji celuldrni charakter a zprostiedkovavaji je T-
lymfocyty!®. Zmény a imunitni odpovédi bun&k hraji ve vyvoji onemocnéni také vyznamnou
roli a jejich vzadjemny vztah a projev u infikované osoby determinuje progresi choroby a jeji
manifestaci. [5]

2.4.1 Primarni TB

Primarni tuberkuloza se fadi mezi manifestni typy tuberkulozy. K jejimu rozvoji dochazi po
skonceni prvni expozice s pfenasecem. Je obvykla spiSe u mladSich osob. Mykobakterialni
infekce se za vhodnych podminek dostava (nejcastéji inhala¢ni formou) do plic hostitele,
obvykle do dolnich lalok?, kde se v alveolech vytvoii exsudat®®, jez je bohaty na bilkoviny.
Mykobakteria se zde tudiz mnoZi a to do rozvoje bunééné imunity (4-8 tydnu). Puvodni
nespecificky zanét alveoli?’ béhem 10 dndi vyusti v tzv. Ghoniv fokus. Hlavnim znakem tohoto
tuberkuldzniho procesu je vznik nekroz!® v lokalng postizené ¢asti tkang. Neustalé mnoZeni
mykobakterii vygraduje do degenerativniho procesu - kazeifikace!®. Za téchto podminek
nastava uvolnéni télovych substanci, které jsou zejména lipidové povahy. Nasledné¢ dojde ke
granulaci®®, kdy tyto substance na okraji kazea transformaci z makrofagi vytvoii spole¢né
S epiteloidnimi buitkami, Langhansovymi buitkami a lymfocyty specifickou granulaéni tkan.
V pritbéhu nekolika hodin se mykobakteria rozsiti pomoci lymfatickych drah do regiondlnich
lymfatickych uzlin. Loziska v plicich a spadové hilové uzliné spolecné vytvaii primarni

13 Inokulaéni- o&kovani jakozto pficina ndkazy

14 Hypersenzitivita- zvysena citlivost

15 T-lymfocyt- druh bilych krvinek ze skupiny agranulocytli, sou¢ast imunitniho systému

18 Exsudat- zanétlivy vypotek

17 Alveolus- plicni sklipek

18 Nekroza- odumfeni tkang

19 Kazeifikace- zesyrovaténi, tvorba syrovité nekrozy

20 Granulace- tvorba tkané slozené z nové vytvorenych cév a vaziva, ktera pierlista pres poskozend mista
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tuberkulozni komplex. Za ptiznivého imunitniho stavu se primarni tuberkulozni komplex
spontanné zhoji fibrozou?! a kalcifikaci?. [1,5,17]

Pokud se ale onemocnéni rozviji, dochdzi tak k dalsi exsudaci, kalcifikaci a zifidkakdy mutze
dojit i ke zkapalnéni (tzv. kolikvaci) a vytvofeni priméarni kaverny?3. Samotna infekce se v téle
$if1 per continuitatem?* nebo bronchogenné. Takto dojde ke vzniku tuberkulézni pneumonie.
Jestlize je lozisko ulozeno pod pleurou®, vytvafi se tuberkulozni pleuritida, ktera je velmi
bolestivd a byvd mnohdy prvnim projevem TB. V utlém véku se typicky objevuje i TB
lymfatickych uzlin, kdy se lymfatické uzliny zvétsi natolik, Zze zacnou zuzovat bronchy a
ojedinéle se do nich mohou 1 provalit. Timto zpisobem vznika v plicich tzv. epituberkuloza,
kterA je kombinaci atelektatickych?® a zanétlivych zmén. Pokud se infekce dostane
Z lymfatickych cest do krevniho ob€hu, tj. hematogenni rozsev virulentnich tuberkul6znich
bacil do takika vSech organi a tkani, vznikaji tak v plicich, stejné jako v ostatnich organech,
hematogenni metastazy. Jedna se tedy o miliarni tuberkul6zu. Az se primarni TB vyhoji, mohou
mykobakteria ve tkanich dlouha léta perzistovat a k manifestaci choroby mutze dojit po
skoncenti latence. [5,17]

I.  Primarnituberkuldza
1. Primoinfekce

Zhojeni Primarni tuberkuldzni komplex-
plicni a uzlinové loZisko Latence
Zhojeni <—| Progrese

2. VEasna generalizace

* Tuberkuléznipneumonie * Lymfogennia hematogennirozsev
* Tuberkuldznipleuritida * Tuberkuldzniorganova loziska
*  Tuberkuléza lymfatickych uzlin *  Miliarni TBC

Obrazek 4: Schématické znazornéni patogeneze primarni TB. Prevzato z citace: [5]

21 Fibroza- zmnoZeni vaziva

22 Kalcifikace- zvapenaténi

23 Kaverna- dutina

24 Per continuitatem- plynule

25 Pleura- tenké blana vystylajici dutinu hrudni a pokryvajici plice
% Atelektatické zmény jsou zmény vedouci k nevzdusnosti plice
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2.4.2 Postprimarni TB

Postprimarni tuberkuldza se objevuje u jedinci, ktefi jiz infikovani byli. K opétovnému
propuknuti nemoci mtize dojit za pfedpokladu snizené imunity (AIDS), kdy se zdanlivé zhojena
loziska spontanné reinfikuji. Tento mechanismus se nazyva endogenni exacerbace. Druhou
moznosti je tzv. exogenni superinfekce, ktera vznika vlivem inhalace novych mykobakterii pfi
masivnim ¢i protrahovaném vystaveni tuberkul6znim bacilim. Z klinického hlediska se tyto
dva mechanismy nedaji rozlisit. [1,17]

Klicem k rozvoji sekundéarni formy tuberkulézy je enzym izocitratlyaza, ktery je schopen
produkovat mastné kyseliny, jeZ jsou esencidlni jako zdroj energie pro metabolismus
mykobakteria. Tim padem jsou schopna se replikovat a perzistovat ve tkanich. Bez ohledu na
zpusob, jakym se mykobakteria znovuobnovila, jsou schopna se nejefektivnéji mnozit
v mistech nejvétsiho kyslikového tlaku, naptiklad v ristovych zdénach dlouhych kosti,
vrcholech plic €1 v ledvinach. Konkrétné plicni postizeni se projevuje infiltraty, které se
nejéast&ji nachazi v apikalnim segmentu?’ dolniho laloku (infiltrativni tuberkuléza plic) a
hornich lalocich. Tyto infiltraty se dale mohou rozpadat a tim padem dojde ke vzniku kaverny,
coz je nekrotickd plicni tkan. Pokud infiltrace rychle progreduje a je-li klinicky obraz bouftlivy
(rapidni snizeni hmotnosti, no¢ni poty, vysoké teploty), jedna se o TB pneumonii. Rozsevem
pruduskového puavodu vznikd noduldrni tuberkuldéza plic. Jestlize dojde ke kombinaci
progresivnich a reparativnich procest, vznikne chronicka fibrokavern6zni TB. Pii chronickych
typech TB muize ojedinéle vznikat shluk mykobakterii obalenych pojivem, jez se nazyva
tuberkulom, a je schopen kalcifikovat. Jevi se jako solitdrn¢ okrouhly utvar. Paklize jsou
postizeni rozsahla, mize dojit k posttuberkuldzni fibroze plic, kterd je jiz neinfekéni a projevuje
se dusnosti. [1,17]

Il. Postprimarni tuberkuléza
3. Endogennia exogenni reinfekce
(exacerbace, superinfekce)

Zhojeni Tuberkuldznireinfekce
| Plicni apikalni loZiska Latence
Zhojeni ﬁ Progrese

4, Orimové tuberkuléza

* Infiltrativni TBC plic * Chronicka fibrockavenozni TBC
* Rozpadova TBC plic * Tuberkulom

* TBC pneumonie * Posttuberkuloznifibroza plic
* Nodularni TBC plic

Obrazek 5: Schématické znazornéni patogeneze postprimarni TB. Prevzato z citace: [5]

21 Apikalni segment- vrcholova &ast plic
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2.4.3 Latentni forma TB

Latentni tuberkuloza se tyka lidi, ktefi byli infikovani Mycobacterium tuberculosis a rovnéz
méli adekvatni imunitni odpovéd’ viici jeho antigenim. Navzdory tomu se u nich neprojevily
zadné priznaky. Vzhledem k tomu jsou casté¢ diskuse o aktudlnim stavu latence a stupné
metabolické aktivity spojené se stavem této choroby. S nejvétsi pravdépodobnosti se zde
vyskytuje kontinuum mezi latentni mykobakterialni infekci a manifestni tuberkul6zou nez dvou
vzdalenych chorobnych stavii. Tento pfechod je nejlépe popsatelny u lidi, kteti byli nakazeni
HIV, u kterych se dokaze stav TB rapidné zménit z latentni infekce, pies sub-klinickou TB az
na aktivni symptomatickou formu TB. Odhadem mé¢lo urcitou formu latentni TB v roce 2017
globalné asi 1,7 miliardu lidi. Nicmén¢ takovy odhad je Cisté ptiblizny, z velké casti kvili
problémim tykajicich se diagnostiky latentni infekce. Bohuzel jesté neexistuje zadny idealni
test na detekci mykobakteridlni infekce. SouCasné testy sice stanovuji imunitni responzi
hostitele viic¢i M. tb., ale samotnou infekci neodhali. Dfive byl dostupnym pro diagnostiku
latentni infekce pouze tuberkulinovy kozni test (TST), ale s uvedenim Interferon Gamma
Release Assay (IGRA) testu dosahla diagnostika TB pokro¢ilejsi irovné. Nedavny prizkum
potvrdil, Ze pravé IGRA test je schopen s urCitou piesnosti predpovédét vyvoj TB. Lécba
latentni formy TB se také vylepSila a to zavedenim efektivni tfimesicni terapie. [17]

2.5 Diagnostika TB

Soucasné snizovani po¢tu onemocnéni na TB ve vyspélych zemich a dalsi aspekty si vyzaduji
klast diiraz a sousttedit se na komplexnost pouzitych diagnostickych metod a na jejich celkové
zhodnoceni pfi stanoveni diagndzy tuberkulozy. Z klinického hlediska je tuberkuloza
diagnostikovana na zdklad¢ piiznakl, nalezi na tomografech hrudniku a skiagramech ¢i
prukazu existence mykobakterii TB v kultivacich. Mezi typické ptfiznaky tuberkulozy patii
stavy napadné inavy, nechutenstvi, hubnuti, elevace teploty a nasledné poceni ve spanku, kasel
(ktery miize se miize vyvinout az v hemoptyzu) a pleurdlni bolesti. [1,5]

2.5.1 Anamnéza a fyzikalni vySetieni

Anamnéza je obzvlast’ dilezita, jedna-li se o infek¢ni onemocnéni. Probiha formou aktivniho
vyhleddvani a zahrnuje patrani po vyskytu onemocnéni v rodin€ pacienta, v blizkém okoli ¢i na
pracovisti a nasledné vySetfeni rodinnych piislusnikii a spolupracovnikl. Podstatnd pii
pfedchozim onemocnéni TB je také osobni anamnéza, kdy je zjiStovano léceni, ockovani apod.
Vyhodou je porovnani piedeslych rentgenovych snimkit a pfipadnych vysledki
tuberkulinovych testt. [17,19]

Fyzikalni vySetieni zahrnuje hledani typickych znakl indikujicich tuberkulozu. Mezi takové
znaky patii napf. zvétSené mizni uzliny, problémy s mobilitou hrudniku. Konkrétné na hrudniku
se popisuje 1 jeho symetrie. Poklepem lze zjistit 1 vyskyt kavern a poslechem odhalit zhorSené,
trubicovité dychani. AvSak pouhé fyzikalni vySetfeni je pro celkovou diagnostiku zcela
nedostatecné. [1]

2.5.2 Skiaskopie hrudniku

Jedna se o zékladni vySettfeni, Z n€hoz je vysloveno podezieni na TB plic. Skiaskopie je
rentgenové vysetieni, prosvécovani, pii némZ se prosvicend ¢ast téla pfimo pozoruje na
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obrazovce. V tomto piipad¢ jsou plice snimany z riznych Ghli pro vytvoieni uceleného obrazu-
skiagramu. Tuberkuldézni nekroticka loziska jsou prozrazena stiny v oblasti plic. V ramci
upiesnéni nalezu se pouzivd i CT hrudniku, které se mize vyjadtit k aktivité onemocnéni,
jelikoz 1épe zachyti rozpady. Nicméné z klinického hlediska ani tato metoda nepatii mezi 100
% presné. [1,17]

2.5.3 Mikroskopické vySetieni sputa na acidorezistentni ty¢inky

Toto vysetieni se fadi mezi jedno z nejrychlejsich pii identifikaci osob, které vykaslavaji velké
mnozstvi sputa?® a jsou tak nejvétsi infekéni hrozbou pro své okoli. Mikroskopicky prikaz
bohuzel neumoznuje blizsi identifikaci mykobakterii a posouzeni jejich Zivotaschopnosti.
Nalez acidorezistentnich ty¢inek je navic mozny pouze v piipadé, Ze pocet bacild v1 ml
piesdhne 50 000. Z epidemiologického hlediska je tedy jasné€, ze nemocni, u kterych je nalez

v v s

Nejuzivan€j$i metodou k prikazu mykobakterii je barveni. Jednim z nich je fluorescencni
barveni. Pfi této metod¢ je vzorek za zvySené teploty zabarven auraminem, nasledné okyselen
alkoholem a nakonec je dobarven anilinovym barvivem- fuchsinem. Pod UV zafenim se
mykobakteria jevi jako zlutozelené ty€inky na rudém az temné rudém pozadi. [1]

Obrazek 6: Mikroskopicky priukaz mykobakterii fluorescenénim barvenim. Prevzato
z citace: [20]

Druhou nej¢astéj$i metodou je barveni karbol- fuchsinem podle Ziehl-Neelsena s prohlizenim
preparatli pod mikroskopem ve viditelné ¢asti spektra. Pfi tomto barveni maji acidorezistentni
tyCinky Cervené zabarveni na modrém ¢i zeleném pozadi. Ob& metody jsou vyhodnoceny jako
chvalitebné, av§ak v porovnani je metoda fluorescencni citlivéjsi a rychlejsi. [1]

28 Sputum- to co je vykaslano, ,.hlen*
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Obrazek 7: Mikroskopicky prikaz mykobakterii Ziehl-Neelsenovym barvenim. Prevzato
z citace: [21]

2.5.4 Tuberkulinovy test

Tuberkulinovy test slouzi ke zjisténi typu opozdéné hypersenzitivity vaci antigenim
mykobakterii. Mezi nejCastéj$i kozni tuberkulinové testy patii zkouSka podle Mantouxe.
Spociva ve vstiiknuti 0,1 ml ¢iSt€ného proteinového derivatu do predlokti. Aplikace je striktné
intradermalni. Za 3 dny se hodnoti okolni reakce. Tuberkulinovy test je pozitivni, jestlize se
V mist¢ vstfiku objevi zarudnuti a mirna indurace. V tomto piipad¢ to znamena, Ze byl jedinec
bud’ ockovan nebo TB jiz prodélal. Paklize je nadmérné, je zde pravdépodobnost, ze je TB
aktivni. Na druhou stranu, jestlize vyjde test negativné, znamena to, ze jedinec bud’ nebyl
ockovan nebo ma snizenou imunitu. Bohuzel, ani negativni tuberkulinovd reakce TB
nevylucuje. [17, 22]

2.5.5 Kultivaéni prikaz mykobakterii tuberkul6zy

Typickym rysem mykobakterii je jejich dlouhd generacni doba. To je avSak také jejich
nevyhoda, jelikoz oproti ostatnim bakteriim nevyrostou na médiu tak rychle a cCastokrat je
pierostou ostatni bakterie. Z toho diivodu je nutné pied kultivaci mykobakterii provést
dikladnou dekontaminaci materialu, ktery nebyl ziskan sterilnim zplisobem (napf. sputum,
mo¢, bronchialni aspirat). Dekontaminace je mozna diky rezistenci mykobakterii vici
kyselindm a zasadam, jelikoz pocet lipida v jejich sténé je velmi vysoky. Mezi nejucinng;si
metody patii metoda s laurylsulfatem sodnym nebo modifikované metody dle Petrofta, kdy se
pouziva louh. Sediment, jeZ je ziskdn po centrifugaci je ockovan na kultivacni média. Po
dekontaminaci nasleduje samotnd kultivace. Nejcastéji se provadi na vajeénych ptidach jako je
Lowenstein-Jensenova &i na ptdach tekutych s nativni bilkovinou, mezi které pati Sulova
puda. Jakmile se pidy naockuji, jsou uloZeny do termostatu pii teplot 37 °C, kde je vhodna
cirkulace vzduchu a patficnd vlhkost. Nésledné hodnoceni se sestdvd z pozorovani
makroskopického vzhledu kultivaénich médii. Jestlize je pida cird, je ndlez negativni.
V opaéném piipadé¢ je mozno hodnotit pocet kolonii kvantitativné. Kultivaéni pozitivita
indikuje nizs§i pocet mykobakterii nachédzejicich se v odebraném materialu. [1]
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Obrazek 8: Prikaz mykobakterii pti kultivaci na Lowenstein-Jensenové pudé. Prevzato
z citace: [23]

2.5.6 Metody urychlené kultivace

Znacnym problémem kultivace je jeji casova naro¢nost. Toto ale fesi novej$i metody urychlené
kultivace, které jsou zalozeny na ristu mykobakterii v tekutych ptidach. Mezi jedny z téchto
metod patii tzv. BACTEC systém, kterd vyuzivd radiometrii k urceni ristu mykobakterii.
Spo&iva v metabolizaci kyseliny palmitové *C na *CO,. Tato pfeména se totiz dé&je pouze za
piitomnosti Zivych mykobakterii. Po 14 dnech se hodnoti mnoZstvi uvolnéného *CO;, ktery se
vyznaduje svoji radioaktivitou. Pokud zde '*CO; neni piitomen po aplikaci jednotlivych
antituberkulotik, zna¢i to miru citlivosti mykobakterii na stavajici 1écbu. [1, 17]

2.5.7 Molekularné genetické techniky

Molekularné genetické techniky patii mezi dosud nejmodernéj$i a nejpreciznéj$i metody
diagnostiky TB. Tyto techniky popisuji druhové ¢i rodové specifickou sekvenci v DNA nebo
RNA mykobakterii. Genetické sondy slouzi k identifikaci a detekci mykobakterii v jiz
pomnozené kulture, zatimco amplifika¢ni metody (napt. PCR- polymerazova fetézova reakce)
prokazuji geneticky material mykobakterii pfimo v sesbiranych vzorcich. Jejich rychlost je
velkou vyhodou, jelikoz vysledek je zndm v fadu hodin. Mimo jiné jsou také velmi senzitivni.
Nicméné amplifikaéni metody plsobi spiSe jako podplrny dopln€k pro standardni kultivaci
mykobakterii. [1, 17]

2.6 Prevence proti TB

Mezi preventivni opatfeni 1ze zafadit vSe, co umoZnuje zabranit vzniku a rozptyleni choroby.
Vzhledem k vysoké nakazlivosti TB je prevence nutnosti. Nejucinnéj$im preventivnim
epidemiologickym prostiedkem je pravidelné ockovani. AvSak zejména zdravotnicka
pracoviSté by se na prevenci méla zaméfit a to konkrétné pifijimadnim pouze pracovnikll
S pozitivnim koznim testem. Jinym prostiedkem je vyhleddvani nezndmych zdroji mezi
nemocnymi a jejich izolace a 1écba. [9]
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2.6.1 Oc¢kovani

Ockovani je jedno z preventivnich epidemiologickych opatieni. Ackoli nevytvoii plnou
imunitu vi¢i antigenim mykobakterii, zabrani zadvaznym formam primarni tuberkulozy
(meningoencephalitida, miliarni TB). Kalmetizace neboli o¢kovani proti tuberkuldze, spociva
v podkozni aplikaci BCG vakciny, coz je suspenze zivych bacill se snizenou virulenci. Do roku
2010 bylo dle vyhlagky Ministerstva zdravotnictvi se v CR o¢kovani u novorozenci, jejichz
hmotnost ptesdhla 2,5 kg, povinné. Avsak od listopadu 2010 bylo plosné ockovani proti
tuberkuléze v CR zruseno. [9,17]

2.6.2 Chemoprofylaxe

Chemoprofylaxe je v podstaté preventivni podavani antituberkulotik. Casto je indikovana u déti
S negativnim tuberkulinovym testem, které jsou ve styku s infek¢éni TB, jelikoZ zabraiuje
vzniku primarni TB infekce. Obvykle je provadéna monoterapii isoniazidem v ddvce 5 mg na
kg hmotnosti. Isoniazid je podavan kazdy den po dobu 6 mésica. [17]
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3 LECBA TUBERKULOZY

Principem 1é¢by TB je podédvani antituberkulotik. Délka lécby zalezi na rozsahu postizeni
tuberkul6zou, pridruzenych onemocnéni pacienta a kombinaci pouzitych antituberkulotik.
V roce 2005 byl doporuceny systém aplikace denni a pierusovany (1x az 3x tydn¢). Pacient,
ktery byl diagnostikovan TB, byl zatazen do jedné ze 4 1éCebnych kategorii. Prvni kategorie
zahrnuje nova onemocnéni plicni TB, jez jsou mikroskopicky pozitivni a klinicky zavazné
formy plicni a mimoplicni TB (témét vSechny bakteriologicky ovétené TB). Do druhé kategorie
spadaji recidivy, 1é¢ebné neuspéchy a l€cby po preruseni. Treti kategorie se sestava z méné
zavaznych forem TB ( bakter. neovétrené plicni a mimoplicni TB) a ¢tvrta kategorie fesi ostatni
ptipady - TB chronici- bakteriologicky pozitivni i po dokonceni kontrolované 1écby
doporucované pro kategorii II. Dle zatfazeni do kategorie je pacient lécen odpovidajicim
rezimem (viz Tab. 1). [1,17]

Tabulka 1: Lécebné kategorie pro antituberkulotickou 1é¢bu. Prevzato z citace: [17]

Inicialni faze Pokracovaci faze

4 HR nebo 4 H3R3

I. kategorie 2 HRZE nebo 2 HRZS
nebo 6 HE
2 HRZSE a 1 HRZE
Il. kategorie Pii pfetrvavani m. p. 5 HRE nebo 5 H3R3E3

2 HRZSE + 2 HRZE
4 HR nebo 4 H3R3

I11. kategorie 2 HRZ
nebo 6 HE

Léceni prisné individualizované, ve specializovanych

V1. kategorie , . . o 1ax
g ustavech; mozné prodlouzeni 1éCby

Legenda k tabulce 1: Tabulka rozdéluje antituberkulotickou 1é¢bu do étyfech kategorii. Kazdé kategorii piislusi
priklad zptisobu 1éCby, avsak ta samotna jeste€ zalezi na konkrétnim pacientovi. Jsou zde zminéna antituberkulotika
Vv nasledujicich zkratkach — H nalezi isoniazidu, R rifampicinu, Z oznacuje pyrazinamid, E ethambutol a S zastava
streptomycin. Déle jsou zde uvedeny i Cislice, které symbolizuji dobu v jednotkach mésict, po kterou je 1écba
uskuteénéna. To znamena, Ze napiiklad 2 HRZE znamena 2 mésice podavani kombinace HRZE denné a dale 4
H3R3 znaci 4 mésice podavani H a R 3x tydné.

Lécba se déli na 2 faze, inicidlni a pokracovaci. Pokud je pacient nakazen lékové citlivou
formou TB, inicialni faze probihd 2 mésice a spoliva v troj- nebo ctyrkombinaci
antituberkulotik 1. fady. V pokracovaci fazi se poddva dvojkombinace antituberkulotik, obykle
isoniazidu a rifampicinu, béhem 4-6 mésicti. Paklize dojde ke vzniku rezistence, voli se
individualni lé¢ebné rezimy za pouziti antituberkulotik 2. fady. [1,17]

3.1 Zakladni antituberkulotika
Zakladni antituberkulotika, neboli antituberkulotika prvni volby jsou pouzivana k lécbé
tuberkulozy  zapti€inéné nerezistentnimi (tedy citlivymi) kmeny mykobakterii.

Antituberkulotika slouzi obecné¢ ke zniCeni mykobakterii a sterilizaci TB 1ézi.
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Mykobaktericidni a sterilizaéni ucinek se u jednotlivych 1éCiv li§i, avSak nejvyssi
mykobaktericidii maji pravé antituberkulotika prvni volby, Cize isoniazid- hydrazid kyseliny
isonikotinové (INH), rifampicin (RMP), pyrazinamid (PZA) a streptomycin (STM).
Ethambutol (EMB) pisobi zejména mykobakteriostaticky, to znamend, ze brani v ristu a
mnozeni mykobakterii. Za nejui¢innéjsi jsou povazovany prvni dva zminéné 1éky, dal$i maji
spiSe dopliujici charakter proti rozvoji odolnosti mykobakterii. [1]

3.1.1 Isoniazid

Isoniazid (INH), neboli hydrazid kyseliny isonikotinové, je pro svou snadnou vyrobu, levnost
a vysokou tc¢innost globaln¢ nejpouzivanéjsim lé¢ivem proti TB. Lze jej pouzivat v kombinaci
s ostatnimi 1é¢ivy a profylaxi?®® TB. Na mnozici se bakterie plisobi baktericidng. Snadno
prostupuje do stén M. th., kde se oxiduje na kyselinu izonikotinovou za pomoci enzymi
katalazy a peroxidazy, které jsou obsazeny v cytoplazmé. Kvili negativnimu ndboji kyseliny
isonikotinové, opousti INH buiiku obtiZzné a z toho diivodu se v ni kumuluje. Do metabolismu
bakterie zasahuje interferenci® kyseliny nikotinové, ktera je esencialni pro preziti bakterie. To
vysvétluje inhibici pochodl latkové premény, napt. syntézy kyseliny mykolové, kterd je
specifickou soucasti mykobakteridlni bunééné stény. Isoniazid se nejlépe vstiebava do stén
traviciho tustroji. Podani na lacno je nutné z divodu rovnomérné biologické dostupnosti.
Uspé&sng se vstiebava do viech télnim tekutin. Je schopen proniknout i do cerebrospinalniho
moku®!, coZ je esencialni pro 1é¢bu tuberkulézni meningitidy. V nezménéné formé se moéi
vylouéi cca 10 % celkové davky, vétsi podil je eliminovan ve formé acetylovanych metaboliti.
Nezadouci t€inky se projevuji zejména na centralnim nervovém systému (CNS), s ptibyvajicim
vékem se mimo jiné zvysuje nebezpeéi hepatotoxicity®?. Mezi kontraindikace patii epilepsie,
choroby CNS ¢i akutni jaterni onemocnéni. [1,24]

3.1.2 Rifampicin

Rifampicin ptisobi baktericidné na mnozici se mikroby tak, ze v bakteriich potlacuje syntézu
RNA. Tento proces je zpiisoben inhibici DNA-RNA- dependentni polymerazy, jejiz pti¢inou
je prave rifampicin. Primérni rezistence bakterii na rifampicin se vykytuje velmi ziidka (mén¢
nez 1 %). Pfi perordlnim podani je rifampicin ucinny, rovnomérné se distribuuje v celém
organismu a resorbuje se také v likvoru®®. Nejlépe se koncentruje v jatrech, kde se deacetyluje
na hydrofilni metabolit**, ktery je vyluc¢ovan zlu¢i a ma antibakterialni Gi¢inky. Rifampicin se
nejvice vaze na plazmatické bilkoviny a z téla je eliminovan za 2-5 hod. Mezi nezadouci G¢inky
patii lehké poruchy jaternich funkci, ze kterych se velmi ztidka vyvine tézké toxické poskozeni
jater, déle poskozeni ledvin ¢i poSkozeni CNS. Rifampicin je nutno podavat denné, jelikoz pti
intermitentni 1é¢bé je nebezpeéi krevnich dyskrazii®® &i Sokovych stavil. A¢koli je embyrondlni
poskozeni u ¢lovéka téméf nepatrné, uzivani rifampicinu v prvnim trimestru t¢hotenstvi se pres

29 Konkrétni ochrana pfed uréitou nemoci

30 Vz4jemné pronikéni

31 Mozkomisni mok

32 Chemicky zplsobené poskozeni jater

% Tekutina

3 Produkt latkové pfemény rozpustny ve vodé
% Porucha
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to nedoporucuje. Nevyhodou rifampicinu je pouze cetnost nezddoucich U¢inkd a rovnéz
pomérné vysoka cena. [1,24]

3.1.3 Pyrazinamid

Pyrazinamid je v ramci kratkodobych rezimt fazen mezi 1é¢iva prvni volby, kromé toho ma
také baktericidni u¢inky na M.tb, ale Mycobacterium bovis a Mycobacterium africanum jsou
vici nému vétSinou odolné. Podéani na pocatecnich fazich nemoci (2-3 mésice) zkracuje
pottebnou dobu 1é¢eni diky moznosti zni¢eni perzistord M.th. Mechanismy jeho G¢inku nejsou
presné znamy. V bakteriich se hromadi v podobé pyrazin-2-karboxylova kyseliny, kde se
pisobenim amidazy pyrazinamid $tépi. Timto se pfeméni na karboxylovou kyselinu a neni
schopen z bakterie uniknout. Po peroralnim podani se pyrazinamid dobie vstiebava a Gspésné
se distribuuje do vSech tkéani a télnich tekutin. Hepatotoxicita je omezenim v 1éCeni, z toho
divodu je nutno béhem lécby kontrolovat funkci jater. Mimo jiné snizuje vyluovani kyseliny
mocové z ledvin, coz miize vést k hyperurikémii®®. [1,24]

3.1.4 Ethambutol

Ethambutol plisobi bakteriostaticky na mnoZici se mikroby a zasahuje do syntézy celularni
membrany. Nejvetsi uplatnéni nachdzi v kombinované 1é€bé zejména pii odolnosti vii¢i jinym
medikamentim. CeloploSné se dobie rozprostira a vylucuje se renalné. Nezadouci uinky jsou
ojedinélé, jedna se hlavné o vyskyt leukopenie®’, alergické reakce &i poskozeni ledvin. Je
popsano také rozostfené vidéni ¢i neschopnost vidét zelenou barvu. Z tohoto diivodu jsou nutné
navitévy u oftalmologa® alespont ve &tyftydennich intervalech. Jestlize se ethambutol véas
vysadi, zrakové problémy ¢asem ustoupi. Moznou kontraindikaci ptedstavuje poskozeni ledvin.
Ethambutol je obecné tolerovany 1ék, avsak jeho nevyhodou je pouze vyssi cena. [1,24]

3.1.5 Streptomycin

Streptomycin byl poprvé izolovan ze Streptomyces griseus americkym biochemikem
Walksmanem a jeho spolupracovniky v roce 1943, je tedy povazovan za prvni 1€k proti
tuberkuléze. Zprvu byl povazovan za ,,zazracny 1¢k*, avSak Casem se zacaly zjistovat jeho
zavazné vedlejsi €inky. Navic mykobakteria na néj rychle ziskdvaji rezistenci, z toho diivodu
je pouzivan v kombinaci s jinymi antituberkulotiky. Navzdory tomu i nadale patii mezi
antituberkulotika prvni fady. Streptomycin plisobi baktericidné a je pouzivan k 1é¢bé zvlastnich
forem TB, mezi které patii tieba tuberkuldézni meningitida v détském véku. Z traviciho ustroji
se streptomycin téméf neresorbuje, je tedy podavan intramuskularng3®. Dobte prostupuje do
tekutin oka, ucha ¢i cerebrospindlniho moku v piipadé TB meningitidy. Mezi nejobavané;jsi
vedlejsi Uc¢inek zplsobeny lécbou patfi poskozeni 8. mozkového nervu, které se nejprve

e v

3 Zvysena hladina kyseliny mo&ové v krvi
37 Pokles poctu leukocytii v krvi

38 O¢ni 1ékar

39 Mezisvalovy
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poskozeni mozkovych nervli jsou nevratnd. Streptomycin je také nefrotoxicky a pfi
intramuskularnim podani se ¢asto objevuje bolestiva lokalni reakce. [1,24]

d) e)

Obrazek 9: Antituberkulotika prvni volby @) Isoniazid. Prevzato z citace: [25], b) Rifampicin.
Prevzato z citace: [26], ¢) Pyrazinamid. Prevzato z citace: [27], d) Ethambutol. Prevzato
z citace: [28], e) Streptomycin. Prrevzato z citace: [29]

3.2 Vedlejsi antituberkulotika

Jedna se o 1éciva druhé volby, ke kterym se piistupuje paklize nelze sestavit vhodny 1é¢ebny
rezim z 5 hlavnich antituberkulotik. Mezi vedlejsi antituberkulotika patii zastupci
aminoglykosidovych antibiotik (kanamycin, kapreomycin), cykloserin ¢i ethionamid. PouZivaji
se k1écbé zejména rezistentnich forem TB. Mezi takové formy se fadi multirezistentni
tuberkuléza (MDR-TB), extrémné rezistentni tuberkuléza (XDR-TB) a totaln¢ rezistentni
tuberkuloza (TDR-TB). Multirezistence je definovana odolnosti mykobakterii viéi 2
nejpouzivanéj§im antituberkulotiktim, tj. isoniazidu a rifampicinu. Extrémni rezistence je
zpusobena kmeny, které spliiuji jak kritérium pro MDR-TB, tak vykazuji odolnost viici 2
libovolnym vedlej$im antituberkulotikim. Totalné rezistentni tuberkuloza, nejzavazngjsi
z rezistentnich forem TB, se vyznacuje rezistenci vii¢i vSem antituberkulotiklim prvni i druhé
fady. Neustale dochazi k vyvoji novych antituberkulotik, mezi nez se fadi jak 1éciva, jejichz
ucel byl v ramci terapie zménén (rifamycin, clofazimine) tak i zcela inovativni slouceniny
(delamanid, bedaquiline). [1,30,31]
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4 POPIS VYZKUMU PROBIHAJICIHO NA FAF UK

V ramci nékolikaletého vyzkumu na FaF UK byly derivaty tetrazolu a 1,3,4-oxadiazolu
obsahujici nitro skupinu identifikovany jako slibna antituberkulotika. Tato kapitola popisuje
objevy inovativnich sloucenin, které oteviely dvere k dalsim moZznostem v oblasti 1éCby.

V ptedchozich pracich byl zkouman vztah mezi strukturou benzylsulfanyltetrazoli a jejich
antimykobakterialni aktivitou. V dasledku této studie byly 1-substituované 5-(3,5-
dinitrobenzylsulfanyl)-1H-tetrazoly a jejich oxa a selen analogy identifikovany jako vysoce
ucinné proti 1ékove citlivym a multirezistetnim kmentim M. tb. bez kiizové rezistence s bézné
pouzivanymi antituberkulotiky. Studované¢ latky vykazovaly vysokou a selektivni
antimykobakteridlni aktivitu, nizkou buné€nou toxicitu a genotoxicitu. Tato studie mimo jiné
potvrdila, ze obé dvé nitro skupiny na benzyloveé Casti slouceniny jsou nutné pro vysoké
antimykobakterialni  ucinky. Bylo také zji$téno, Zze 1-substituované 5-[(3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl]-1H-tetrazoly a jejich 2,4-dinitrobenzylsulfanylové analogy vykazovaly
nékolikanasobné vétsi aktivitu nez benzylsulfanyl a 4-nitrobenzylsulfanylové analogy. [32,33]

_NO;  Antitubercular activity (MIC)

Ve M.tb CNCTC My 331/88 = 1 uM (12 examples)
o MDR M.tb (6 strains) = 0.25 - 1 pM (5 examples)
R \
NO, e : . .
= No activity against bacteria and fungi (MIC >500 pM)
X=8§,0,Se Low toxicity: IC5y (4 mammalian cell lines) >30 uM

Obrazek 10: Graficky abstrakt studie zabyvajici se 1-substituovanymi 5-[(3,5-dinitrobenzyl)
sulfanyl]-IH-tetrazoly a jejich isosternimi analogy. Prevzato z citace: [32]

V nasledujici praci byl studovan vliv polohy substituentu na tetrazolovém cyklu a byla
porovnana antimykobakterialni aktivita 1-alkyl-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1H-tetrazoli a
2-alkyl-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-2H-tetrazolti. Bylo zjisténo, Ze 2,5-disubstituované
tetrazoly vykazuji pon€kud vyhodné€jsi vlastnosti ve srovnani s 1,5-regiozomery: maji vyssi
antituberkulotickou aktivitu a nizsi toxicitu. [34]

1,5-regicisomers 2.5-regioisomers

. 4 Antimycobacterial activity
f Cellular toxicity

Obrazek 11: Graficky abstrakt studie zabyvajici se tetrazolovymi regioizomery. Prevzato
z citace: [34]

Dale byl studovan vztah mezi strukturou a aktivitou v sérii 5-substituovanych 2-[(3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl]-1,3,4-oxadiazold a 1,3,4-thiadiazoli. Tyto slouceniny vykazaly
vynikajici antimykobakterialni aktivitu proti Iékové citlivym a multirezistetnim kmentim M. tb.
bez kiiZové rezistence s bézné pouzivanymi antituberkulotiky. Navic prokazaly studované latky
vysokou uc¢innost vici latentnim kmeniim M. th. Zkoumané slouceniny mély vysoce selektivni
antimykobakteridlni u€inek, protoZe nevykazovaly Zadnou aktivitu proti ostatnim bakteriim
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nebo houbam testovanym v této studii. Dale vykazovaly nizkou toxicitu in vitro ve ¢tyfech
proliferujicich savéich bunéénych liniich a izolovanych primarnich lidskych hepatocytech.
[33,35]

ne.  Antitubercular activity (MIC)

I,—{ = MLt CNCTC My 331/88 = 0.03 - 0.06 pM (9 examples)
¥ — ;3-" - active against MDR-TE and XDR-TE strains
hr )} & h i - active against nonreplicating A.fb. {$518b model)
"M NO;

High selectivity

¥=0.8 - no aclivity against other bacteria and fungi
= low toxicity: 1G5 (4 mammalian cell lines, isolated human hepatocyles)
- low genctoxicity/mutagenicity

Obrazek 12: Graficky abstrakt studie zabyvajici se 3,5-dinitrobenzylsulfanyl-1, 3,4-oxadiazoly
a thiadiazoly. Prevzato z citace: [35]

V dalsim vyzkumu byla pfipravena fada tzv. reverznich analogl, kde 3,5-dinitrofenylova
skupina byla pfipojena pfimo na 1,3,4-oxadiazolovy nebo tetrazolovy cyklus. [38] Tyto
slouceniny vykazovaly vynikajici antimykobakteridlni u¢inky srovnatelné s pivodnimi 3,5-
dinitrobenzylsulfanyl oxadiazoly a tetrazoly, resp. mély tyto slouCeniny znovu vysoce
selektivni ucinek, protoze nebyly u¢inné proti jinym bakteriim nebo houbdm a mély maly
ucinek na proliferaci bunék savcu. [33]

Parent compounds

N-N ____NO; O,N N-N

"' R | rmscgd = ' ’:__‘v_'\"_. ;;{L___ Ve

O ~S l‘l,“ y \ — | / “‘ o) S

NO, 0N
2N = alkyl, aryl
MIC (M.tb.): 0.03 -0.06 UM 0.03 - 0.06 M (9 examples)
-active against MDR-TB and XDR-TB -active against MDR-TB and XDR-TB

-low cytotoxicity: ICgy(HepG2) > 30 yM
-high selectivity: SI > 1000

Obrazek 13: Graficky abstrakt studie zabyvajici se reverznimi analogy. Prevzato z citace: [36]

Posledni studie byla soustfedéna na syntézu a zkouméni ve vodé rozpustnych analogl jiz
popsanych slouéenin s vysokou antimykobakterialni G¢innosti. Byla pfipravena série
terciarnich aminovych derivati 3,5-dinitrofenyltetrazolu a oxadiazolovych latek a byly
vyhodnoceny jejich antimykobakterialni G¢inky in vitro. Bylo zjisténo, Ze studované slouéeniny
vykazovaly antimykobakteridlni aktivitu zavislou na lipofilité. Aktivita té€chto sloucenin byla
opét porovnatelna s G¢innosti antituberkulotik prvni fady- isoniazidem a rifampicinem. Ve vodé
rozpustné 3,5-dinitrofenyltetrazolové a oxadiazolové latky popsané v této praci jsou dobrymi
kandidaty pro dalsi in vitro a in vivo farmakokinetické a farmakodynamické studie. [33,37]
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— N —
\ " \
NS\ 7 X W),
X —S \ K/N G PTRA =K
LN NO, NO,
n
X= NCH3 O. CH2 NBn
n-N — X =NBn . 2HCI:
i Y4 MIC (7 MDR/XDR M.tb. strains) = 0.125 - 2 uM
N/\/\S/ D —«\ Low cytotoxicity: ICgq (4 mammalian cell lines) >30 uM
(\ NO, Water solubility: 17 - 23 mM (9 - 12 mg/mL)

X

Obrazek 14: Graficky abstrakt studie zabyvajici se ve vodé rozpustnymi 3,5-
dinitrofenyltetrazolovymi a oxadiazolovymi latkami. Prevzato z citace: [37]
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Cilové latky a vyznam jejich syntézy

Cilem této prace je syntéza série novych sloucenin na bazi 1-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-
tetrazolt,  2-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazoli,  1-alkyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-
tetrazold a 2-alkyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazoli. U téchto latek bude studovan vliv
spojovaciho fetézce mezi 3,5-dinitrofenylovym fragmentem a tetrazolovym cyklem na
antimykobakterialni aktivitu sloucenin. Déle bude prostudovan vliv polohy substituentu na
tetrazolovém cyklu porovnanim aktivity 1,5- a 2,5-disubstituovanych tetrazold. V ramci
substituce siry u diive studovanych latek za uhlik v sérii novych derivati je o¢ekavana veétsi
metabolicka stabilita ptipravenych sloucenin.

Celkem bude syntetizovano 18 latek, tj. jak meziproduktd, tak finalnich slou¢enin. U 16 z nich
budou postupné¢ namefena NMR-spektra, ruéné stanovena teplota tdni a zhotovena CHNS
analyza kvili jejich presnéjSi charakteristice. Paklize bude kvantita findlnich produkt
dostacujici, budou odeslany na méfeni antimykobakterialni aktivity na Oddé€leni bakteriologie
a mykologie Zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé. Z diivodu zjisténi ucinnosti budou
aktivity finalnich latek porovnany s pfedlohovymi 3,5-dinitrobenzylsulfanyltetrazoly a také
hydrazidem kyseliny isonikotinové, ktery se fadi mezi piedni 1é¢iva proti tuberkuloze.

5.2 Metodika vyzkumu

Prakticka ¢ast prace probihala formou experimentu. Vyzkum se uskutecnil na Farmaceutické
fakulté¢ Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, Katedfe organické a bioorganické chemie.
Odborna ¢innost byla vedena Ing. Galinou Karabanovich, Ph.D. Syntetické postupy, podle
kterych byly slouceniny ptipraveny, jsou obecné znamy a jsou Siroce pouzivany v chemickych
laboratoftich.

Béhem prace bylo v ramci syntézy finalnich produktt provedeno celkem 5 zakladnich kroki a
to jak pfi ptipravé slou¢enin s jednoduchou vazbou, tak i téch s vazbou dvojnou. Byly to
konkrétné preména kyseliny 3,5-dinitrofenylpropionové ¢&i 3,5-dinitrofenylakrylové na
ptislusny chlorid a dale na odpovidajici amid, syntéza nitrilu, syntéza 1H-tetrazolu a 3 reakce
alkylace ziskaného 1H-tetrazolu vhodnymi alkylaénimi ¢inidly. Reakce byly provedeny bud’
pfi michani na magnetické michacce za laboratorni teploty nebo pfi michani na magnetické
michacce a souc¢asné¢ho zahtivani k varu pod zpétnym chladi¢em. Pro kontrolu pribéhu reakci
a kontrolu ¢istoty ziskanych slou¢enin byla uskuteénéna chromatografie na tenké vrstvé (TLC).
Pro zpracovani reakci byly pouzity takové metody jako filtrace za normalniho ¢i sniZeného
tlaku, extrakce (vytfepavani). Za ucelem pieisténi latek byla provedena sloupcova
chromatografie.

Ptipraveny 3-(3,5-dinitrofenyl)propanamid byl izolovan z reakéni smési pomoci vytfepavani a
byl ziskan v dostatecné Cistoté, aby mohl byt pouzit v dalsich krocich syntézy bez Cisténi. 3-
(3,5-dinitrofenyl)akrylamid byl po reakci precistén pomoci sloupcové chromatografie. 3-(3,5-
dinitrofenyl)propannitril byl izolovan z reak¢éni smési pomoci vytfepavani a byl precistén
pomoci sloupcové chromatografie, zatimco 3-(3,5-dinitrofenyl)akrylonitril byl pouzit v dalSich
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krocich syntézy bez ¢isténi. Latky 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazol a 5-(3,5-dinitrostyryl)-
1H-tetrazol byly ziskany tim zptsobem, Ze z reak¢éni smési byla pomoci filtrace izolovana sodna
sul tetrazolu, ktera byla rozpousténa ve vod¢ a okyselenim pfevedena na pozadovany tetrazol.
Filtraci byly ziskany krystaly tetrazolii v dostatecné Cistote, aby mohly byt pouzity v dalSich
krocich syntézy bez ¢isténi. Finalni produkty - 1-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazoly, 2-
alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazoly, 1-alkyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazoly a 2-alkyl-
5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazoly byly jako smés regioisomerd izolovany z reakéni smési
pomoci vytiepavani. Prostiednictvim sloupcové chromatografie byly findlni latky separovany
od sebe.

5.3 Pouzité materialy

Pouzité chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich nebo byly dfive pfipraveny v
ramci jinych studii. K tenkovrstvé chromatografii byly pouZzity TLC hlinikové desky se silika-
gelem 60 F254 od firmy Merck. NMR analyza byla provadéna spektrometrem Varian Mercury
Vx BB 300 a v ramci méfeni teplot tani byl vyuzit bodotavek Kofler. Odparovani rozpoustédel
bylo provedeno na vakuové rota¢ni odparce Heidolph.

5.4 Pouzité separacni a analytické metody

Kromé samotné syntézy novych cilovych latek bylo nutno také izolovat latky z reak¢énich smési
a ziskat je v dostatecn¢ Cistém stavu, aby mohly byt pouzity i v dalSich krocich. Ackoliv se fika,
ze Cisténi produkti je mnohdy pracnéjsi nez samotna syntéza, diky modernimu chemickému
vybaveni jiz neni tento proces tak casové narocny. Zakladni charakteristiky pouzitych
separacénich a analytickych metod vychazeji z postupt piesné popsanych v publikaci Chemicka
laboratorni technika pro farmaceuty, Hrabalek A. z roku 2000 [38] laboratofi Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Piipadné odlisnosti od standardnich metodik jsou
v dalSim textu vzdy presné specifikovany.

5.4.1 Filtrace

Filtrace se pouziva, paklize je nutno oddélit pevnou latku od kapalné. Spociva v naliti suspenze
na poérovitou prepazku tj. filtr, ktery je schopen propustit pouze kapalnou slozku suspenze
(filtrat), zatimco Castecky pevné latky se na ném zachyti. Zasady filtrace jsou dokonalost a
rychlost. O tom, do jaké miry bude dokonald rozhoduji jak vlastnosti filtrované latky, tak i filtr,
ktery je pouzivan. U rychlosti zalezi pfedev$im na velikosti port a filtracni plochy, typu
filtrované latky, viskozité rozpoustédla a pretlaku filtrované kapaliny. K bézné filtraci se
nejcastéji pouziva filtrani papir S naleZitou velikosti port dle velikosti ¢astic, které jsou
filtrovany. Paklize je ale filtrovan silné kysely ¢i alkalicky roztok, pouZzivaji se porézni desticky
ze slinutého skla nebo skelnd vata.

Pti experimentalni ¢asti byla uplatnéna filtrace za normalniho tlaku, kdy byla suspenze nalita
na filtr a filtrat protekl plisobenim gravitace. K filtraci za normalniho tlaku byla pouZita nalevka
s kratkym ¢i del$im stonkem a kousek vaty. Dal$im druhem filtrace je filtrace za sniZeného
tlaku. Podstatou filtrace za snizeného tlaku je odsavani. Aparatura se sklada z Biichnerovy
nalevky, jez je pfipojena k odsavaci banice za pomoci vrtané gumové zatky nebo guko-tésnéni
(konického gumového prstence). Odsavaci baiika je tubusem napojena pies pojistnou nadobu
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na vodni vyvévu. Perforované dno Biichnerovy nalevky je pokryto filtracnim papirek tak, aby
prekryval vSechny otvory. Pred zacatkem filtrace je papir navlhéen rozpoustédlem, aby 1épe
prilnul ke dnu. Béhem filtrace je nutno dat pozor, aby kola¢ nepopraskal z ditvodu Spatného
promyvani. Po odsati kapaliny nasleduje promyvani, kdy se zavzdu$ni pojistnd nddoba a
K pevné latce je ptidano rozpoustédlo, smés je promichana a vyvéva je opét piipojena.

kadinka se
suspenzi
P Blichnerova nalevka
stojan s stojan s
drzakem drzdkem
nalevka s
kouskem [ e @' 57 manzeta
= skelné vaty - droi
zdroj
4 — vakua
kadinka
pro filtrat odséavaci
a) b) bafka

( ) —— )

Obrazek 15: Filtrace a) pies chomacek vaty, b) za snizeného tlaku. Prevzato z citace: [38]

5.4.2 Extrakce

Rozhodujicim faktorem pro provedeni extrakce je rozpustnost latek v rozdilnych
rozpoustédlech. Diky extrakci mizeme rozdélit smés dvou latek na zéklad¢ rozdilnych
vlastnosti obsazenych slozek (rozpustnost v urcitém rozpoustédle). Dle provedeni se
rozeznavaji jednotlivé druhy extrakci (extrakce tuhé latky kapalinou, tj. macerace, digesce;
extrakce kapaliny kapalinou - vytiepavani).

Pfi nasem vyzkumu byla pouzita nejjednodussi forma extrakce, ¢ili vytfepavani. Pii této
extrakci byla upotiebena délici nalevka spole¢né s vhodnymi rozpoustédly. Surovy produkt byl
extrahovan mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi rozpoustédly. V naSem ptipad€ byly pouZity
voda a ethyl-acetat. Po vneseni produktu do systému dvou rozpoustédel, délici nalevka byla
uzaviena, po prevratu byl kohout povolen, aby doslo k uvolnéni tlaku. Poté byl kohout opét
uzavien a smés byla protiepana. Nasledné byla ndlevka upevnéna k laboratornimu stojanu a po
chvili se rozpoustédla rozdélila na 2 vrstvy.
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== D¢lici ndlevka

Vrstva organického rozpoustédla
(ethyl-acetat)

Laboratorni stojan

Kadinka

Obrazek 16: Extrakce (Autorka prace,
2019)

5.4.3 Kolonova chromatografie

Obecné se chromatografie fadi mezi separacni metody, jelikoz zde dochazi k déleni smési latek
na jednotlivé sloZzky. Chromatografie je zaloZena na rozdilné interakce sloZzek smési v systému
dvou fazi: staciondrni (adsorbent) a mobilni (rozpoustédlo). Jednim z druhii chromatografie je
kolonovéa (neboli sloupcovd) chromatografie, kterd se sestdva ze tii hlavnich krokt, tedy

naneseni vzorku na kolonu, dé€liciho procesu a detekce.
—R =5

&

Obrazek 17: Kolonovéa chromatoraﬁe (Autorka prace, 2019)
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Pti kolonové neboli sloupcové chromatografii byla nejprve kolona pfipevnéna k laboratornimu
stojanu. Ve svislé poloze bylo jeji tsti ucpano kouskem vaty a poté byl do ni pfi otevieném
kohouté vlit adsorbent (silikagel) jako suspenze v mobilni fazi. Nasledné byl nanesen produkt
adsorbovany na silikagel (v suchém, sypkém stavu) a nakonec byl na koncovou c¢ast sloupce
napojen zasobnik na mobilni fazi. Pfi experimentdlni Casti byla vyuzita piedev§im
chromatografie za pomoci zvySeného tlaku: na zasobnik byla ptfipevnéna hadice se sklenénym
kohoutem, ktery byl upevnén klipsnou a byl zapnut stlaceny vzduch, ktery urychloval protékani
mobilni faze pres sloupec. Vytékajici frakce byly poté zachycovany do Erlenmeyerovych ban¢k
a pritomnost produktli byla detekovana pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) pod UV
lampou. Paklize se produkt objevil, tak se deska zabarvila do fialova, pokud ne, zlstala
bezbarva.

5.4.4 TLC (chromatografie na tenké vrstvé)

TLC, neboli Thin-Layer Chromatography, je dal§im pouzitym typem chromatografie. Stejné
jako u kolonové chromatografie, tak 1 u TLC je déleni jednotlivych slozek smési zalozeno na
rozdilné interakci mezi mobilni a stacionarni fazi. Vzhledem k tomu, ze TLC ma spiSe
analyticky charakter, sta¢i k ni pouze maly vzorek smési.

Obriazek 18: TLC s produktem (Autorka prace, 2019)

K provedeni TLC byl potieba vhodny ustiizek hlinikové desky, na kterém je vrstva sorbentu
vétSinou silikagelu, a chromatografickd komora. Na desku s ustfizenymi rizky se tuzkou
oznacil start a do vysky cca 0,5 cm ode dna chromatografické komory se nalila naleZita mobilni
faze. Dulezité bylo pracovat obezietné, aby nebyla vrstva sorbentu naruSena. Vzorek byl
nanesen na start TLC pomoci kapilary a vloZen do chromatografické komory. Vzlindni hladiny
mobilni faze bylo pozorovano, a jakmile hladina dosdhla okraje ustfizené desky, byl
chromatogram vyndan. Paklize se jedna o nebarevnou latku absorbujici UV zéfeni, obsahuje
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TLC i vrstvu lumiforu®® a je tudiz hodnocena po UV lampou. Latka, ktera prekryva lumifor,
nefluoreskuje a je dobie viditelna.

Jak uz vime, TLC se fadi mezi analytické metody. Kazda latka, kterou naneseme na TLC, ma
vlastni retencni faktor. Reten¢ni faktor je pomérem rychlosti pohybu studované latky a rychlosti
pohybu idedlniho standardu (mobilni faze). Prakticky, retencni faktor se urcuje jako pomer
vzdalenosti stfedu skvrny studované latky od startu (namalovana ¢ara tuzkou pied zacatkem
vyvoje) a vzdalenost ¢ela chromatogramu od startu. Rozdilnost reten¢nich faktorti vychozich
latek a produktu da vyuzit ke zjisténi prib&hu reakce. Naneseme-li na start i standard vychozi
latky, v rdmci porovnani s reakéni smési miizeme urcit, zda-li reakce probéhla nebo ne. Pokud
se kromé skvrny produktu, vyskytne i1 skvrna reaktantu, ktery se shoduje se skvrnou standardu,
znamena to, ze reakce jeSté neprobehla. Toto hodnoceni bylo také vyuzito v experimentalni
Casti prace.

40 Lumifor- latka schopné pohlcovat energii a nasledné ji vyzaiovat ve formé svétla
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6 SYNTEZA CILOVYCH LATEK

6.1 Syntéza 1-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazola a 2-alkyl-5-(3,5-
dinitrofenethyl)-2H-tetrazolu

6.1.1 Syntéza 3-(3,5-dinitrofenyl)propanamidu (NM5a)

o 0

0]
OyN
2 OH SOC|2 02N cl NH3 02N NH2
2mi THF

N02 N02 NOZ

NM5a
Schéma 1: Syntéza 3-(3,5-dinitrofenyl)propanamidu (NM5a)

Roztok 3-(3,5-dinitrofenyl)-propanové kyseliny (0,5 g; 240,17 g/mol; 2,081 mmol) ve 7 ml
thionyl chloridu byl zahfivin kvaru 3 hodiny. Doslo ke vzniku 3-(3,5-
dinitrofenyl)propanoylchloridu. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byla reakéni smés
smichana s 15 ml hexanu a nasledné byla odpafena na rota¢ni vakuové odparce za snizené¢ho
tlaku. Do banky se surovym 3-(3,5-dinitrofenyl)propanoylchloridem byl piidan suchy
tetrahydrofuran (7 ml) a smés byla probublana amoniakem za neustdlého michani na
magnetické michac¢ce michadlem. Reakéni smés byla michéna za laboratorni teploty po dobu 2
hodin. JelikoZ se pozadovany produkt, amid, vykrystalizoval jen v malém mnozstvi, byl do
banky piidan ethyl-acetat (30 ml) a 5 % roztok uhli¢itanu sodné¢ho (30 ml) a byla provedena
extrakce. Cilovy produkt zlstava v organickém rozpoustédle (ethyl-acetatu), zatimco vznikly
chlorid amonny a nezreagovany meziprodukt pretrvavaji ve vodni fazi. Nasledné¢ byla
organickd vrstva promyta 1 % kyselinou chlorovodikovou (1 x 20 ml) a ¢istou vodou (2 x 20
ml), vysuSena bezvodym siranem sodnym (ktery byl poté odfiltrovan prostou filtraci pfes vatu)
a rozpoustédlo bylo odpatreno na rotacni vakuové odparce za snizeného tlaku. Pozadovana latka
(NMb5a) byla ziskana v dostate¢né Cistoté, aby mohla byt pouzita v dalSich krocich syntézy bez
daliho ¢&isténi. Cistota produktu byla ovéfena pomoci TLC (mobilni faze: hexan/ethylacetat
3:1).

Charakterizace 3-(3,5-dinitrofenyl)propanamidu (NM5a)

Molekulova hmotnost: 239,19 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,498 g

Prakticky vytézek: 0,3 g (60 %)

Vzhled: nazloutla sypka krystalicka latka

Teplota tani: 107-108 °C

NMR spektrum: 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 8,67 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,54

(d, J = 2,2 Hz, 2H), 7,33 (s, 1H), 6,84 (s, 1H), 3,08 (t, J = 7,3 Hz,
2H), 2,51 — 2,48 (m, 2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-de) 5
172,85, 148,08, 146,45, 129,27, 116,48, 35,69, 30,11.
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Obrazek 19: 3-(3,5-Dinitrofenyl)propanamid (NM5a)

6.1.2 Syntéza 3-(3,5-dinitrofenyl)propannitrilu (NM6a)
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Schéma 2: Syntéza 3-(3,5-dinitrofenyl)propannitrilu (NM6a)

Do roztoku 3-(3,5-dinitrofenyl)propanamidu (0,27 g; 239,19 g/mol; 1,128 mmol) v 7 ml
dichlormethanu byl pfidan triethylamin (0,171 g; 0,24 ml; 101 g/mol; p = 0,726 g/ml; 1,693
mmol) a trifluoracetanhydrid (0,355 g; 0,24 ml; 210,03 g/mol; p = 1,49 g/ml; 1,69 mmol).
Reakéni smés byla pfes noc michdna za laboratorni teploty. Pritb¢h reakce byl kontrolovan
pomoci TLC (mobilni faze: hexan/ethyl-acetdt 3:1). Jakmile vzorek reakcéni smési jiz
neobsahoval vychozi amid, bylo michani reakce ukonceno a reakce zpracovana.

K reakéni smési byl pfidan hydrogenuhliitan sodny za ucelem neutralizace vzniklé kyseliny
trifluoroctové. Nasledné byl k reakéni smési pfidan dal§i dichlormethan (20 ml) a vzniklé
vrstvy (organické rozpoustédlo a vodni faze) byly oddéleny v délici nalevce. Organickd faze
byla nasledné promyta Cistou vodou (2 x 20 ml) a vysuSena bezvodym siranem sodnym.
K organické fazi byl pfidan silikagel, aby absorboval produkt, a rozpoustédlo bylo odpateno na
rotacni vakuové odparce za snizeného tlaku. Cilovy produkt byl pieciStén sloupcovou
chromatografii (mobilni faze: hexan/ethyl-acetat, 4:1). Zhruba po 6 frakcich se objevil produkt,
kterého bylo sesbirdno celkem 8 frakci po 15 ml. VSechny frakce s produktem byly slity do
barky a odpareny.

Charakterizace 3-(3,5-dinitrofenyl)propannitrilu (NM6a)

Molekulova hmotnost: 221,17 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,25¢g
Prakticky vytézek: 0,19 g (76 %)
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Vzhled: syté zluta krystalicka latka
Teplota tani: 106-107 °C

NMR spektrum: IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 8,71 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8,65
(d, J = 2,1 Hz, 2H), 3,18 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 2,94 (t, J = 7,3 Hz,
2H). 23C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 148,57, 144,03, 130,00,
120,28, 117,73, 30,09, 18,07.

Obrazek 20: 3-(3,5-Dinitrofenyl)propannitril (NM6a)

6.1.3 Syntéza 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (NM1a)
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Schéma 3: Syntéza 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (NM1a)

Suspenze 3-(3,5-dinitrofenyl)propannitrilu (1 g; 221,17 g/mol; 4.52 mmol), azidu sodného
(0,353 g; 65 g/mol; 5,42 mol) a chloridu zine¢natého (0,616 g;136,28 g/mol; 4,52 mmol) v 20
ml n-butanolu byla ohtivana 18 hodin na 100 °C.

Pomoci TLC jsme porovnali standart vychozi latky a reak¢ni smés (mobilni faze: hexan/ethyl-
acetat 3:1). Byl uren konec reakce a zaroveii bylo zjisténo, Ze v reakéni smési vznikaji vedlejsi
nezddouci produkty. Po ochlazeni reakce na laboratorni teplotu byla provedena filtrace za
snizeného tlaku. SraZenina na filtru byla seSkrabana do kadinky a smichana s 10 % roztokem
hydroxidu sodného (20 ml). Vznikly roztok byl extrahovan s ethyl-acetatem (EtOAc 30 ml).
EtOAc byl oddélen v délici nédlevce od vodni vrstvy a zlikvidovan. K vodni vrstvé byla
ptidavana HCI (do pH = 2) za G¢elem zvySeni acidity, coz vedlo ke vzniku krystalka 5-(3,5-
dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (NM1a). Vzniklé krystalky byly odfiltrovany za snizeného tlaku,
promyty destilovanou vodou do neutrdlniho pH a pak vysuSeny v exsikatoru nad oxidem
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fosfore¢nym (jako suSidlem). Produkt NMla byl ziskan v dostatecné Cistote, aby byl pouzit
Vv dal$im reakénim kroku syntézy.

Charakterizace 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (NM1a)

Molekulova hmotnost: 264,20 g/mol

Teoreticky vytézek: 1,199

Prakticky vytézek: 0,394 g (33 %)

Vzhled: nazloutla krystalicka latka

Teplota tani: 174-175 °C

NMR spektrum: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,66 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,56

(d, J = 2,1 Hz, 2H), 3,31 (s, 4H). *C NMR (101 MHz, DMSO-
de) & 148,53, 145,21, 129,87, 117,29, 32,09, 24,31.

Obrazek 21: 5-(3,5-Dinitrofenethyl)-1H-tetrazol (NM1a)

6.1.4 Syntéza 2-benzyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazolu (NM2a) a 1-benzyl-
5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (NM2b)

r\f”‘!\N N=N Q N-N
O,N / - N | \/N
2 N Br CHsCN  O2N N OzN N
+ + EtgN ————— +
NO, NO, NO; ©)

NM2a NM2b

Schéma 4: Syntéza 2-benzyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazolu (NM2a) a 1-benzyl-5-(3,5-
dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (NM2b)

K roztoku 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (0,2 g; 264,20 g/mol; 0,757 mmol) v 10 ml
acetonitrilu byl ptidan triethylamin (0,1 g; 0,14 ml; 101,19 g/mol; p = 0,726 g/ml; 0,984 mmol)
anasledné pridan benzylbromid (0,155 g; 0,107 ml; 171,04 g/mol; p = 1,44 g/ml; 0,908 mmol),
jakozto alkylacni ¢inidlo. Reakce byla michana 8 hod pfi laboratorni teploté na magnetické
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michacce. Nebot’ reakce neprobéhla kompletné, byla poté reakéni smés zahiivana k varu po
dobu 4 hodin.

Po ukonceni reakce, byla reakéni smés NM2 odparena na rota¢ni vakuové odparce a nasledn¢
byl produkt extrahovan mezi 5 % roztokem uhli¢itanu sodného (25 ml) a ethyl-acetatem (25
ml). Pozadované produkty NM2a a NM2b a zbytky alkyla¢niho ¢inidla zlstavaji v organické
fazi, zatimco triethylamonium bromid a popfipadé nezreagovany tetrazol jsou rozpustény ve
vodné fazi. Organické vrstva byla oddé€lena od vodni, promyta Cistou vodou (2 x 20 ml) a
vysusena bezvodym siranem sodnym. Po filtraci pies kousek vaty byl k filtratu pfidan silikagel
za ucelem adsorbce produkti a ethyl-acetat byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce. Produkty
byly separovany a pteciStény pomoci sloupcové chromatografie (mobilni faze: hexan/ethyl-
acetat, 2:1). Byly sesbirany jednotlivé frakce (po 15 ml). Podle TLC bylo zjisténo, v jakych
frakcich se nachazi jaky produkt. Frakce byly nasledné prislusné smichany a odpareny. Takto
doslo k odd€leni 2 finalnich produkti.

Charakterizace 2-benzyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazolu (NM2a)

Molekulova hmotnost: 354,33 g/ mol

Teoreticky vytézek: 0,268 g

Prakticky vytézek: 0,063 g (24 %)

Vzhled: zluta krystalicka latka

Teplota tani: 76-77 °C

NMR spektrum: 'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 8,85 (t, J = 2,1 Hz, 1H),

8,35 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 7,40 — 7,28 (m, 5H), 5,68 (s, 2H), 3,37
— 3,33 (m, 4H). ®C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 164,71,
148,41, 144,52, 132,96, 129,09, 129,00, 128,85, 128,33, 117,02,
56,76, 33,13, 26,26.

Obrazek 22: 2-Benzyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazol (NM2a)

Charakterizace 1-benzyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (NM2b)
Molekulova hmotnost: 354,33 g/ mol

Teoreticky vytézek: 0,268 g
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Prakticky vitézek: 0,027 g (10 %)

Vzhled: svétle zIuta krystalickd latka
Teplota tani: 132-133 °C
NMR spektrum: 'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 8,84 (t, J = 2,1 Hz, 1H),

8,25(d, J=2,0Hz,2H), 7,41 —-7,33 (m, 3H), 7,19-7,12 (m, 2H),
5,54 (s, 2H), 3,26 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 3,10 (t, J = 7,5 Hz, 2H). 13C
NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 152,94, 148,49, 143,45,
132,99, 129,46, 129,29, 128,75, 127,30, 117,36, 51,00, 31,80,
24,48,

Obrazek 23: 1-Benzyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazol (NM2b)

6.1.5 Syntéza 5-(3,5-dinitrofenethyl)-2-(4-methoxybenzyl)-2H-tetrazolu (NM3a)
a 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1-(4-methoxybenzyl)-1H-tetrazolu (NM3b)
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Schéma 5: Syntéza 5-(3,5-dinitrofenethyl)-2-(4-methoxybenzyl)-2H-tetrazolu (NM3a) a 5-
(3,5-dinitrofenethyl)-1-(4-methoxybenzyl)-1H-tetrazolu (NM3b)

K roztoku 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (0,2 g; 264,20 g/mol; 0,757 mmol) v 10 ml
acetonitrilu byl pfidan triethylamin (0,1 g; 101 g/mol; 1 mmol) a nasledné byl pfidan 4-
methoxybenzyl chlorid (0,142 g; 156,61 g/mol; 0,91 mmol) a byla smés zahiivana k varu pod
zpétnym chladicem po dobu 15 hodin. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (mobilni
faze hexan/ethylacetat 2:1)

Po ochlazeni reak¢ni smés byla odpatena na rotacni vakuové odparce a nasledovala jeji extrakce
vyttepanim mezi ethyl-acetatem (25 ml) a 5 % roztokem uhli¢itanu sodného (25 ml).
PoZadované produkty NM3a a NM3b a zbytky alkyla¢niho ¢inidla ziistavaji v organické fazi,
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zatimco triethylamonium-chlorid a poptipadé nezreagovany tetrazol jsou rozpustény ve vodni
fazi. Organicka vrstva byla oddélena od vodni, promyta ¢istou vodou (2 X 20 ml) a vysuSena
bezvodym siranem sodnym. Po filtraci pies kousek vaty byl k filtratu ptidan silikagel, aby
absorboval produkty, a ethyl-acetat byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce. Produkty byly
separovany a precistény pomoci sloupcové chromatografie (mobilni fize: hexan/ethyl-acetat,
5:1—4:1)

Zhruba po 15 frakcich se objevil prvni produkt (NM3a) a bylo sesbirano celkem osm 15 ml
frakci s nim. Tyto frakce byly slity do banky a odpateny. Sloupcova chromatografie
pokracovala a cca po 13 frakcich se objevil druhy produkt (NM3b), jehoz bylo sesbirano celkem
Sest frakci po 15 ml. Druhy produkt byl také odpaien.

Charakterizace 5-(3,5-dinitrofenethyl)-2-(4-methoxybenzyl)-2H-tetrazolu (NM3a)

Molekulova hmotnost: 384,35 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,231¢g

Prakticky vytézek: 0,065 g (28 %)

Vzhled: bila krystalicka latka

Teplota tani: 135-136 °C

NMR spektrum: 'H NMR (500 MHz, Aceton-ds) & 8,76 (t, J = 2,0 Hz, 1H), 8,56

(d, 3 =2,0 Hz, 2H), 7,29 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 6,90 (d, J = 8,6 Hz,
2H), 5,72 (s, 2H), 3,81 (s, 3H), 3,45 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 3,37 (t, J
=7,4 Hz, 2H). 13C NMR (126 MHz, Aceton-ds) § 149,28, 130,68,
130,04, 127,02, 117,33, 114,89, 56,51, 55,55, 33,50, 26,81.

Obrazek 24: 5-(3,5-Dinitrofenethyl)-2-(4-methoxybenzyl)-2H-tetrazol (NM3a)
Charakterizace 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1-(4-methoxybenzyl)-1H-tetrazolu (NM3b)

Molekulova hmotnost: 384,35 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,231g
Prakticky vytézek: 0,058 g (25 %)
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Vzhled: nazloutla krystalické latka
Teplota tani: 119-120 °C

NMR spektrum: 'H NMR (500 MHz, Aceton-ds) & 8,76 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8,53
(d, J=2,1 Hz, 2H), 7,21 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,88 (d, J = 8,6 Hz,
2H), 5,60 (s, 2H), 3,79 (s, 3H), 3.45 (s, 4H). *C NMR (126 MHz,
Aceton-ds) & 160,73, 154,56, 149,29, 145,72, 130,08, 130,02,
127,30, 117,55, 115,05, 55,55, 50,44, 32,50, 24,83.

Obrazek 25: 5-(3,5-Dinitrofenethyl)-1-(4-methoxybenzyl)-1H-tetrazol (NM3b)

6.1.6 Syntéza 2-(4-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazolu (NM4a) a 1-
(4-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (NM4b)
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Schéma 6: Syntéza 2-(4-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazolu (NM4a) a 1-(4-
chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (NM4b)

K roztoku 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (0,2 g; 264,20 g/mol; 0,757 mmol) v 10 ml
acetonitrilu byl pfidan triethylamin (0,1 g; 101 g/mol; Immol) a nésledné¢ byl pfidan 4-
chlorbenzyl chlorid (0,114 g; 161,03 g/mol; 0,708 mmol) a reakéni smés byla zahfivana k varu
pod zpétnym chladi¢em po dobu 13 hodin. Konec reakce byl uréen TLC (mobilni faze
hexan/ethyl-acetat, 2:1).

Po ochlazeni bylo rozpoustédlo odpateno a surovy produkt byl extrahovan mezi ethyl-acetatem
(25 ml) a 5 % roztokem uhli¢itanu sodného (25 ml). Pozadované produkty NM4a a NM4b a
zbytky alkyla¢niho ¢inidla zdstavaji v organické fazi, zatimco triethylamonium-chlorid a
popftipad¢€ nezreagovany tetrazol jsou rozpustény ve vodni fazi. Organicka vrstva byla oddé€lena
od vodni, promyta ¢istou vodou (2 % 20 ml) a vysusena bezvodym siranem sodnym. Po filtraci
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pres kousek vaty, byl k filtratu piidan silikagel, aby absorboval produkty, a ethyl-acetat byl
odparen na rota¢ni vakuové odparce. Produkty byly separovany a piecistény pomoci sloupcové
chromatografie (mobilni faze: hexan/ethyl-acetat, 4:1—2:1). Prvni produkt (NM4a) se objevil
po 9 frakcich a bylo sesbirdano 8 frakci po 15 ml. Standardni TLC byla provedena s mobilni fazi
hexan/ethyl-acetat 2:1. Frakce s produktem NM4a byly slity do banky a odpafeny. Druhy
produkt (NM4b) byl odhalen po 17 frakcich a bylo jej sesbirano 5 frakci po 15 ml. Nasledn¢
byla vykonana TLC s mobilni fazi hexan/ethylacetat 1:1 a Cistota produktu se potvrdila. Frakce
s produktem NM4b byly slity do baiiky a odpaieny.

Charakterizace 2-(4-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazolu (NM4a)

Molekulova hmotnost: 388,77 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,294 g

Prakticky vytézek: 0,086 g (36 %)

Vzhled: bila krystalicka latka

Teplota tani: 123-124 °C

NMR spektrum: 'H NMR (500 MHz, Aceton-ds) & 8,77 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,57

(d, J = 2,1 Hz, 2H), 7,41 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,37 (d, J = 8,6 Hz,
2H), 5,84 (s, 2H), 3,47 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 3,34 — 3,37 (m, 2H).2*C
NMR (126 MHz, Aceton-ds) § 166,17, 149,31, 146,31, 134,97,
134,05, 130,94, 130,04, 129,71, 117,35, 56,12, 33,46, 26,81.

Obrazek 26: 2-(4-Chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazol (NM4a)

Charakterizace 1-(4-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu (NM4b)

Molekulova hmotnost: 388,77 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,294 ¢

Prakticky vytézek: 0,073 g (25 %)

Vzhled: svétle zluta krystalicka latka
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Teplota tani: 107-108 °C

NMR spektrum: 'H NMR (500 MHz, Aceton-ds) & 8,78 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,57
(d, J=2,1Hz, 2H), 7,39 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,29 (d, J = 8,3 Hz,
2H), 5,71 (s, 2H), 3,54 — 3,46 (m, 4H). *C NMR (126 MHz,
Aceton-de) & 149,33, 145,75, 134,75, 134,43, 130,31, 130,10,
129,83, 117,56, 50,07, 32,44, 24,72.

Obrazek 27: 1-(4-Chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazol (NM4b)

6.2 Syntéza 1-alkyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazoli a 2-alkyl-5-(3,5-
dinitrostyryl)-2H-tetrazolu

6.2.1 Syntéza 3-(3,5-dinitrofenyl)akrylamidu (NM10a)

o) i O O

NH,OH
O,N X 4 02N A
THF

NO, NO, NO,

Schéma 7: Syntéza 3-(3,5-dinitrofenyl)akrylamidu (NM10a)

Roztok 3-(3,5-dinitrofenyl)-akrylové kyseliny (2,5 g; 238,16 g/mol; 10,4 mmol) byl s 15 ml
thionyl chloridu zahtivan k varu po dobu 3 hodin. Timto zptisobem doslo ke vzniku 3-(3,5-
dinitrofenyl)akryloylchloridu, k némuz bylo po ochlazeni na laboratorni teplotu ptidano 15 ml
hexanu. Smés byla nasledné odpafena na vakuové odparce za sniZzené¢ho tlaku. Do banky se
surovym 3-(3,5-dinitrofenyl)-akryloylchloridem byl nasledné pfidan tetrahydrofuran (20 ml) a
vznikly roztok byl pomalu pfidan do banky s vodnym roztokem amoniaku (25-27 %) za
chlazeni v ledové lazni. Po hodiné promichani reakéni smési michadlem na magnetické
michac¢ce byl roztok odpafen. Vznikly surovy produkt, amid, byl nasledné extrahovéan
mezi ethyl-acetatem (70 ml) a 5 % roztokem uhli¢itanu sodného (30 ml). Organicka vrstva byla
oddélena od vodni, promyta ¢istou vodou (2 x 20 ml), vysuSena bezvodym siranem sodnym a
prefiltrovand ptes vatu. K filtratu byl piidan silikagel a roztok byl odpaten za snizeného tlaku
na rotacni vakuové odparce. Mezitim byla pfipravena kolona k sloupcové chromatografii, jejiz
mobilni faze se sestavala z hexan/ethyl-acetatu v poméru 1:1. Celkem bylo nasbirano 8 frakci
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po 40-50 ml. Tyto frakce byly slity do banky a odpafeny za snizené¢ho tlaku. Poté byla findlni
latka (NM10a) jiz dostatecné Cista, aby mohla byt pouzita v dalsich krocich.

Charakterizace 3-(3,5-dinitrofenyl)akrylamidu (NM10a)

Molekulova hmotnost: 237,17 g/mol

Teoreticky vytézek: 3,08 ¢

Prakticky vytézek: 2,34 g (76 %)

Vzhled: tmavée zluta krystalicka latka

Teplota tani: 74 °C

NMR spektrum: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,75 (d, J = 1.9 Hz, 2H), 8,72

(t, J=1,9 Hz, 1H), 7,81 — 7,24 (m, 2H), 7,32 (s, 1H), 6,94 (d, J =
15,9 Hz, 1H). 13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 166,11, 149,04,
139,10, 135,63, 128,19, 127,80, 118,89.

Obrazek 28: 3-(3,5-Dinitrofenyl)akrylamid (NM10a)

6.2.2 Syntéza 3-(3,5-dinitrofenyl)akrylonitrilu (NM11a)

0
CH,Cl, N N
OZNQMNHz + EtsN  + (CF3C0O,)0 Oz Q/VC

N02 NOZ

Schéma 8: Syntéza 3-(3,5-dinitrofenyl)akrylonitrilu (NM11a)

Reak¢ni smés se sestavala z roztoku 3-(3,5-dinitrofenyl)akrylamidu (2,34 g; 237,17 g/mol; 9,87
mmol) ve 100 ml dichlormethanu, do kterého byl pfidan triethylamin (1,5 g; 2,06 ml; p = 0,726
g/ml; 14,85 mmol) a trifluoracetanhydrid (3,11 g; 1,9 ml; p = 1,641 g/ml; 14,81 mmol). Smés
byla za laboratorni teploty michana pfes noc. Dale bylo provedeno TLC (mobilni faze:
hexan/ethyl-acetat 2:1), které uré¢ilo konec reakce.
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Po ukonceni reakce, byl do ni pfiddn hydrogenuhli¢itan sodny v ramci neutralizace.
Nasledovala extrakce za pouziti dichlormethanu jako organického rozpoustédla. Vznikla
organicka faze byla odd€lena od vodni, promyta ¢istou vodou (2 x 50 ml), vysusena bezvodym
siranem sodnym a filtrovana pies vatu. Vysledny produkt se nachazel jiz v dostate¢né Cistote,
aby mohl byt pouzit v dalsim kroku syntézy.

Charakterizace 3-(3,5-dinitrofenyl)akrylonitrilu (NM11a)

Molekulova hmotnost: 219, 16 g/mol

Teoreticky vytézek: 2,169

Prakticky vytézek: 1,87 g (87 %)

Vzhled: nazloutla krystalicka latka

Teplota tani: 81 °C

NMR spektrum: 'H NMR (500 MHz, DMSO) § 8,93 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 8,83 (t,

J=2,1Hz, 1H), 7,92 (d, J = 16,7 Hz, 1H), 7,01 (d, J = 16,8 Hz,
1H). 3C NMR (126 MHz, DMSO) 5 148,72, 146,71, 137,17,
127,87, 119,93, 118,02, 102,86.

Obrazek 29: 3-(3,5-Dinitrofenyl)akrylonitril (NM11a)

6.2.3 Syntéza 5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazolu (NM12a)

N
_N nBUOH (| N

OZN\©/\/C¢ + NaNg + ZnCl, —> N

N02 NOZ

Schéma 9: Syntéza 5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazolu (NM12a)
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Suspenze 3-(3,5-dinitrofenyl)akrylonitrilu (1,82 g; 219,16 g/mol; 8,30 mmol), azidu sodného
(0,65 g; 65 g/mol; 10 mmol) a chloridu zine¢natého (1,13 g; 136,29 g/mol; 8,29 mmol) ve 30
ml n-butanolu byla zahiivana na teplotu 100 °C pod zpétnym chladicem po dobu 7 hodin.

Konec reakce byl urc¢en pomoci TLC (mobilni faze: hexan/ethyl-acetat 2:1) se standardem
vychozi latky. Takto bylo také zjisténo, Ze se v ni nachazeji i nezadouci produkty, které je
potfeba eliminovat. Po ochlazeni reakce na laboratorni teplotu byla provedena filtrace za
snizeného tlaku. Nasledné byl filtra¢ni kolac¢ sesbiran do kadinky a promichan s 10 % roztokem
hydroxidu sodného (40 ml) na magnetickém michadle. Vznikly roztok byl extrahovan s ethyl-
acetatem (EtOAc 40 ml). Vrstva EtOAc byla oddé€lena od vodni vrstvy a zlikvidovéna. Vodni
vrstva byla dale okyselena pomoci HCI (do pH = 2), tim padem doslo ke vzniku krystalkt 5-
(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazolu (NM12a). Vytvotené krystalky byly odfiltrovany za snizeného
tlaku a promyty destilovanou vodou do neutralniho pH. Poslednim krokem bylo TLC (mobilni
faze: hexan/ethyl-acetat/octovd kyselina, 20:10:1), které potvrdilo cistotu poZadovaného
produktu NM12a.

Charakterizace 5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazolu (NM12a)

Molekulova hmotnost: 262,19 g/mol

Teoreticky vytézek: 2,18 g

Prakticky vytézek: 1,29 g (59 %)

Vzhled: nazloutla krystalicka latka

Teplota tani: 164 °C

NMR spektrum: 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,94 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 8,74

(t, J = 2,0 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 16,5 Hz, 1H), 7,78 (d, J = 16,5
Hz, 1H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 155,78, 149,13,
139,28, 133,68, 127,86, 118,79, 117,20.

Obrazek 30: 5-(3,5-Dinitrostyryl)-1H-tetrazol (NM12a)
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6.2.4 Syntéza 5-(3,5-dinitrostyryl)-2-(4-methoxybenzyl)- 2H-tetrazolu (NM14a)

OCH;

N-N N:N\ \Q
N DMF
O,N AN o v KyCOs " O,N A
H 100°C
OCHs
NO,

NO, NM14a
Schéma 10: Syntéza 5-(3,5-dinitrostyryl)-2-(4-methoxybenzyl)- 2H-tetrazolu (NM14a)

Reakéni smés sestavajici se z 5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazolu (0,2 g; 262,19 g/mol; 0,76
mmol), uhli¢itanu draselného (0,137 g; 138 g/mol; 0,99 mmol) a 4-methoxybenzyl chlorid
(0,143 g; 156,61 g/mol; 0,91 mmol) v 15 ml dimethylformamidu, byla zahiivana na 100 °C po
dobu 10 hodin.

Priitbéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (mobilni faze: hexan/ethyl-acetat, 2:1). Po
ukonceni reakce bylo rozpoustédlo (DMF) odpafeno na rota¢ni vakuové odparce. Dale
byl surovy produkt rozpoustén v 50 ml ethyl-acetatu a byl promyt vodou (2 x 50 ml) a roztokem
chloridu sodného (1 X 30 ml). Organicka vrstva obsahujici findlni produkt byla oddélena od
vodni, vysuSena bezvodym siranem sodnym a filtrovana pies vatu. K roztoku byl pfidan
silikagel a rozpoustédlo bylo odpatfeno na rotatni vakuové odparce. Dale byla provedena
sloupcova chromatografie (mobilni faze: hexan/ethyl-acetat 3:1 —2:1). Podle TLC (mobilni
faze: hexan/ethyl-acetat 2:1) bylo zjisténo, v jakych frakcich se nachazi produkt. Frakce byly
nasledné piislusné smichany a odpareny.

Béhem syntézy byla pozorovana tvorba obou regioisomerd: 1,5- a 2,5-disubstituovanych
tetrazold. AvSak 1,5-derivat vznikal v malém mnozstvi a nepodafilo se ho izolovat v istém
stavu.

Charakterizace 5-(3,5-dinitrostyryl)-2-(4-methoxybenzyl)- 2H-tetrazolu (NM14a)

Molekulova hmotnost: 382,34 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,29 ¢

Prakticky vytézek: 0,11 g (38 %)

Vzhled: bézova krystalicka latka

Teplota tani: 199,5 °C

NMR spektrum: 'H NMR (500 MHz, DMSO) 5 9,01 (s, 2H), 8,74 (s, 1H), 7,93 (d,

J=16,7 Hz, 1H), 7,84 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 7,38 (d, J = 8,1 Hz,
2H), 6,96 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 5,89 (s, 2H), 3,74 (s, 3H). *C NMR
(126 MHz, DMSO) § 163,08, 159,67, 148,77, 139,36, 131,99,
130,31, 127,41, 126,02, 119,40, 118,13, 114,40, 55,90, 55,35.
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Obrazek 31: 5-(3,5-Dinitrostyryl)-2-(4-methoxybenzyl)-2H-tetrazol (NM14a)

6.2.5 Syntéza 2-benzyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazolu (NM15a) a 1-benzyl-5-
(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazolu (NM15b)

N-N,
O,N N 'N,N
/\©+ch03 15 mi s ) L@
m
NO,

NM15a NM15b

Schéma 11: Syntéza 2-benzyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazolu (NM15a) a 1-benzyl-5-(3,5-
dinitrostyryl)-1H-tetrazolu (NM15b)

Kroztoku 5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazolu (0,2 g; 262,19 g/mol; 0,76 mmol) v 15 ml
dimethylformamidu byl pfidan uhli¢itan draselny (0,14 g; 138,2 g/mol; 1,01 mmol) a
benzylbromid (0,16 g; 171,04 g/mol; 0,94 mmol), ktery hral roli alkylaéniho ¢inidla. Smés
reaktantl byla zahiivana na 100 °C po dobu 7 hodin.

Po ukonceni reakce bylo rozpoustédlo (DMF) odpaieno na rota¢ni vakuové odparce. Dale bylo
produkt rozpoustén v 50 ml ethyl-acetatu a byl promyt vodou (2 x 50 ml) a roztokem chloridu
sodného (1 X 30 ml). Organickéd vrstva obsahujici finalni produkty byla oddélena od vodni,
vysuSena bezvodym siranem sodnym a filtrovana pies vatu. K roztoku byl pfidan silikagel a
rozpoustédlo bylo odpatfeno. Dale byla provedena sloupcova chromatografie (mobilni faze:
hexan/ethyl-acetat 3:1 a nasledné 2:1). Podle TLC (mobilni faze: hexan/ethyl-acetat 2:1) bylo
zjiSténo, v jakych frakcich se nachazi jaky produkt. Frakce byly nasledné ptislusné smichany a
odpateny. Takto doslo k odd¢€leni 2 finalnich produkti NM15a a NM15b.

Charakterizace 2-benzyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazolu (NM15a)

Molekulova hmotnost: 352,84 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,29 ¢

Prakticky vytézek: 0,12 g (41 %)

Vzhled: lehce nazloutla krystalicka latka
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Teplota tani: 154 °C

NMR spektrum: IH NMR (500 MHz, DMSO) 5 9,01 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 8,74 (t,
J=2,1Hz, 1H), 7,94 (d, J = 16,5 Hz, 1H), 7,85 (d, J = 16,6 Hz,
1H), 7,42 — 7,39 (m, 5H), 5,98 (s, 2H). 3C NMR (126 MHz,
DMSO) § 163,17, 148,76, 139,35, 134,16, 132,08, 129,06,
128,82, 128,60, 127,41, 119,36, 118,14, 56,30.

Obrazek 32: 2-Benzyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazol (NM15a)
Charakterizace 1-benzyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-1H- tetrazolu (NM15b)

Molekulova hmotnost: 352,84 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,3g

Prakticky vytézek: 0,08 g (27 %)

Vzhled: nazloutla krystalicka latka

Teplota tani: 122 °C

NMR spektrum: 'H NMR (500 MHz, DMSO) § 9,12 (d, J = 2,0 Hz, 2H), 8,80 (t,

J=2,1Hz, 1H), 8,14 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 8,06 (d, J = 16,1 Hz,
1H), 7,44 — 7,30 (m, 5H), 5,92 (s, 2H). 3C NMR (126 MHz,
DMSO) § 152,14, 148,82, 138,74, 13554, 135,15, 129,11,
128,56, 128,01, 127,94, 118,85, 113,82, 49,86.
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Obrazek 33: 1-Benzyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazol (NM15b)

6.2.6 Syntéza 2-(4-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazolu (NM16a)
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Schéma 12: Syntéza 2-(4-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazolu (NM16a)

Kroztoku 5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazolu (0,2 ¢; 262,19 g/mol; 0,76 mmol) v 15 ml
dimethylformamidu byl pfiddn uhli¢itan draselny (0,14 g; 138,2 g/mol; 1,01 mmol) a 4-
chlorbenzyl chlorid (0,15 g; 161,03 g/mol; 0,93 mmol), jakozto alkyla¢ni ¢inidlo.

Po ukonceni reakce bylo rozpoustédlo (DMF) odpaieno na rotacni vakuové odparce. Dale
produkt byl rozpoustén v 50 ml ethyl-acetatu a byl promyt vodou (2 x 50 ml) a roztokem
chloridu sodného (1 x 30 ml). Organickd vrstva obsahujici findlni produkty byla oddélena od
vodni, vysuSena bezvodym siranem sodnym a filtrovana pies vatu. K roztoku byl pfidan
silikagel a rozpoustédlo bylo odpafeno. Déle byla provedena sloupcova chromatografie
(mobilni faze: hexan/ethyl-acetat 3:1 a nasledné 2:1). Podle TLC (mobilni faze: hexan/ethyl-
acetat 2:1) bylo zjisténo, v jakych frakcich se nachazi produkt. Frakce byly nasledné piislusné
smichany a odpateny.

Béhem syntézy byla pozorovana tvorba obou regioisomerti: 1,5- a 2,5-disubstituovanych
tetrazolli. AvSak 1,5-derivat vznikal v malém mnozstvi a nepodaftilo se ho izolovat v ¢istém
stavu.

Charakterizace 2-(4-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazolu (NM16a)

Molekulova hmotnost: 386,75 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,29 ¢
Prakticky vytézek: 0,08 g (28 %)
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Vzhled: bila krystalicka latka
Teplota tani: 223 °C

NMR spektrum: IH NMR (500 MHz, DMSO0) § 9,01 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 8,74 (s,
1H), 7,94 (d, J = 16,5 Hz, 1H), 7,85 (d, J = 16,5 Hz, 1H), 7,48 (d,
J=8,5Hz, 2H), 7,44 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 6,00 (s, 2H). *C NMR
(126 MHz, DMSO) § 163,25, 148,78, 139,35, 133,64, 133,14,
132,20, 130,67, 129,11, 127,47, 119,32, 118,21, 55,46.

Obrazek 34: 2-(4-Chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazol (NM16a)
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7 MECHANISMY REAKCi PROVEDNYCH V TETO PRACI

Pfi laboratorni Cinnosti bylo provedeno 6 ruznych typa reakci, kterymi byly ptipraveny
pozadované produkty. V této kapitole jsou popsany mechanismy provedenych reakci pro
fenethylové derivaty. Mechanismy reakci pro styryl-derivaty jsou stejné.

7.1 Syntéza amidu kyseliny 3,5-dinitrofenylpropionové:
Prvni slouceninou, ktera byla syntetizovana, je amid kyseliny 3,5-dinitrofenylpropionové.
Syntéza latky se skladala ze dvou krokl: v prvnim kroku byl z odpovidajici karboxylové

kyseliny ptipraven chlorid kyseliny, ktery se ve druhém kroku pfeménil na amid.

Schéma reakce:
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7.1.1 Reakce karboxylové kyseliny s thionyl-chloridem

Atom kysliku karboxylové kyseliny, ktery méa nepéarové elektrony a nese parcialné zaporny
naboj, je pfipojen na atom siry thionyl chloridu (vlivem atomi chloru a posunem elektronové
hustoty ke kysliku ziskava sira parcidlné kladny naboj). Pro vytvofeni meziproduktu (uveden
Vv zévorce), opousti jeden atom chloru a atom vodiku molekulu a vznikd smiSeny anhydrid
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kyseliny 3,5-dinitrofenylpropionové a kyseliny chlorsiti¢ité (1). Meziprodukt 1 obsahuje dobie
odstupujici skupinu (modra barva na schématu). Atom chloru (Cervend barva), ktery byl
uvolnén v prvnim stupni, se vrati a nahrazuje odstupujici skupinu obsahujici siru, ¢imz vznika
chlorid kyseliny 3,5-dinitrofenylpropionové (2).

7.1.2 Reakce chloridu kyseliny 3,5-dinitrofenylpropionové (2) s amoniakem

Atom uhliku chloridu kyseliny 2 ziskdva pisobenim atomu chloru a posunem elektronové
hustoty k atomu kysliku parcialné kladny naboj, a proto snadno podléha nukleofilni substituci.
Amoniak NHs se pfipojuje na uhlik chloridu kyseliny 2 za vzniku intermediatu uvedeného
v zavorce. Eliminaci atomu chloru a atomu vodiku dojde ke vzniku poZadovaného amidu
kyseliny 3,5-dinitrofenylpropionové 3.

7.2 Syntéza (3,5-dinitrofenyl)propannitrilu

Schéma reakce:
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Reakce je zahdjena reakci amidu kyseliny 1 na atomu kysliku, ktery na sebe odtahuje
elektronovou hustotu a tim ziskava zaporny parcialni naboj. Tento atom se napojuje na uhlik
trifluoracetanhydridu, ktery ma kladny parcidlni naboj, za vzniku meziproduktu 2 a za
odstoupeni triethylamonium-trifluoracetatu. V nasledujicich krocich odtrhava baze (EtsN)
protony za vzniku meziproduktu 3 a pozadovaného nitrilu 4. Béhem posledniho kroku pfi
odstépeni protonu (piisobenim baze) odstupuje trifluoracetitova skupina (je dobrou a stabilni
odstupujici skupinou) za vzniku triethylamonium-trifluoracetatu.
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7.3 Syntéza 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu

Schéma reakce:

N HN-N,
O,N cz O,N S
2 n-BuOH 2
+ an|2 + NaN3 ——
NO, NO,
NM6a NM1
Mechanismus reakce:
L
L\ L L\ \\L L % \L
o~ V7N~ ' n‘
L"'Z'\1"L L- n L X N LN
NT L || NN
OZN C —_— 02N —_— 02 \N/
\©/\/k N:N+_N \©/\/
NO, NO, 2
L\ N
Live Zn-|_
Na N \\ Na' N"‘f\
\ / NaOH 02 ~ , HC' \ ,
-Zn(OH),

L=

ligandy (CI, N5 BuOH, H,0)

Mechanismus tvorby tetrazlového cyklu z odpovidajiciho nitrilu a azidu je [2+3] cykloadice.
V prvnim okamziku reakce (3,5-dinitrofenyl)propannitril vytvaii komplex s chloridem
zineCnatym, ¢imz se nitril aktivuje pro adici azidu. Vznikajici komplex je déle stabilizovan
molekulami rozpoustédla. Azid sodny je 1,3-dipolani sloucenina, ktera vstupuje do reakce
dipolarni cykloadice nukleofilni adici azidu na atom uhliku, jez nalezi komplexu nitrilu
se zinkem. Dochazi ke vzniku meziproduktu 1. V dal§im kroku probiha uzavieni tetrazolového
cyklu — wvznikd komplex pozadovaného tetrazolu se zinkem 2. Pro ziskani 5-(3,5-
dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu 4 se meziprodukt 2 rozpousti v hydroxidu sodném — komplex 2
se rozpada na hydroxid zine¢naty a sodnou stl tetrazolu 3. Plsobenim koncentrované
chlorovodikové kyseliny ziskavame 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazol 4.
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7.4 Syntéza 2-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazola a 1-alkyl-5-(3,5-
dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu:

Schéma reakce:

PN Py CH,;CN o NR N
NN FRTTBr f BN ————= N + N
N >
O,N O,N O,N
Mechanismus reakce:
O2N N—N
78 + “
OM + Et3N —_— \QMN/N Et3NH _L> @M
O,N I S— - Etz;NH Br
,/ \« /—R
O2N N-N + R Br  ON N-N
/ N EtNH| ———= [N
N . N
- Et;NH Br
0,N ; O,N 3

Pasobenim triethylaminu na 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazol vznika triethylamonna sal 1.
Negativni naboj tetrazolu mize byt lokalizovan na dusiku N! nebo N? tetrazolového cyklu.
Atom dusiku tedy vystupuje jako nukleofil a navazuje se na atom uhliku alkyla¢niho ¢inidla R-
CH2-Br, ktery ptisobenim halogenu ma parcialni kladny naboj. Béhem reakce se odstépuje atom
bromu za vzniku triethylamonium-bromidu a vznikaji dva finalni produkty: 1,5- (2) a 2,5-(3)
disubstituované tetrazoly, které se 1iSi polohou substituentu na tetrazolovém cyklu (coz je
vysvétleno praveé lokalizaci naboji v cyklu). Hlavnim produktem vétSinou byva ze sterickych
divodl 2,5-disubstituovany tetrazol 3, avSak nastavenim reak¢nich podminek (vhodné
rozpoustédlo, zvyseni reakéni teploty) Ize ziskat i 1,5-disubstituovany tetrazol 2 v uspokojivém
vytézku.
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8 SHRNUTI HLAVNICH VYSLEDKU

V prubéhu zpracovani tohoto projektu bylo ptipraveno celkem 18 sloucenin. Dv¢ latky - 3-(3,5-
dinitrofenyl) propanoylchlorid a 3-(3,5-dinitrofenyl)-akryloylchlorid — byly ptipraveny,
izolovany, ale nebyly charakterizovany, jelikoz byly ihned pouzity v dal§im kroku syntézy. U
ostatnich 16 slouéenin byla zméfena NMR-spektra (uvedena v charakterizacich sloucenin,
grafy uvedeny v piiloze), zhotovena CHNS analyza (uvedena v ptiloze) a stanovena teplota
tani. VSechny findlni produkty byly pfipraveny v dostatecném mnozstvi, aby je bylo mozno
odeslat na hodnoceni antimykobakteridlni aktivity.

8.1 Vyhodnoceni ziskanych produkti

Bé&hem prace bylo v ramci syntézy finalnich produkti provedeno celkem 5 zakladnich kroki a
to jak pfi ptipravé sloucenin s jednoduchou vazbou, tak i téch s vazbou dvojnou. Byly to
konkrétné¢ pireména Kyseliny 3,5-dinitrofenylpropionové ¢i 3,5-dinitrofenyl-akrylové na
ptislusny chlorid a dale na odpovidajici amid, syntéza nitrilu, syntéza 1H-tetrazolu a 3 reakce
alkylace ziskaného 1H-tetrazolu vhodnymi alkyla¢nimi ¢inidly.

Produkty 3-(3,5-Dinitrofenyl)propanamid a odpovidajici nitril byly ziskany ve vysokych
vytézcich: 60 % za dva kroky a 76 %, resp. Odpovidajici tetrazol byl ziskan ve vytézku 33 %.
Nizky vytézek byl zapticinén hlavné tim, ze po izolaci Cistych krystalii tetrazolu filtraci byl
zlikvidovan dalsi podil tetrazolu ziskaného extrakci a to z ditvodu jeho velkého znecisténi
vedlejsimi nezadoucimi latkami. Alkylaci 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu vhodnymi
alkylaénimi ¢inidly byla pfipravena série 1-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazoli ve
vytézku 10-25 % a série 2-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazol ve vytézku 24-36 %.
Jelikoz béhem alkylace vznikaji dva produkty- 1,5- a 2,5-regioizomery, tak byl celkovy vytézek
reakci alkylace 34 az 61 %. 2-Alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazoly vznikaji ze sterickych
davodi ve vyssim vytézku.

Produkty 3-(3,5-dinitrofenyl)akrylamid a p¥islusny nitril byly ziskany ve vysokych vytézcich,
tedy 76 % a 87 % za 2 kroky. Pozadovany tetrazol byl ziskan v 59 % vytézku, cozZ je obstojné
mnozstvi, jelikoz byl také zneéistén. Alkylaci 5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazolu vhodnymi
alkyla¢nimi ¢inidly vznikl 5-(3,5-dinitrostyryl)-2-(4-methoxybenzyl)- 2H-tetrazol ve vytézku
38 %, dale 2-benzyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazol (41 %), 1-benzyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-
1H-tetrazol (27 %) a 2-(4-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazol, ktery dosahoval
vytézku 28 %.

U v8ech ziskanych produktd (meziproduktt a finalnich slouc¢enin) byla zméfena NMR-spektra
a zhotovena CHNS analyza pro ovéfeni Cistoty a totoznosti latek. Kazda sloucenina byla rovnéz
charakterizovana teplotou tani. Finalni slouéeniny: 1-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-
tetrazoly,  2-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazoly,  1-alkyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-
tetrazoly a 2-alkyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazoly byly ptipraveny v dostacujicim mnozstvi,
aby je bylo moZné odeslat na testovani antimykobakterilni aktivity.
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8.1.1 Antimykobakterialni aktivita findlnich produktii

Deset finalnich latek bylo otestovano na In vitro antimykobakteridlni aktivitu vaci
M.tuberculosis CNCTC* My 331/88, M.kansasii CNCTC My 235/80 a M.avium CNCTC My
330/88. Testovani bylo provedeno na Oddéleni bakteriologie a mykologie Zdravotniho tistavu
se sidlem v Ostrav€. In vitro antimykobakterialni aktivita byla stanovena po inkubaci latek
s mykobakteriemi v Sulové padé pii 37 °C po 14/21 dnii pro M.tuberculosis a M.avium, a po
7/14/21 dnech pro M.kansasii. Aktivita sloucenin je vyjadfena jako minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) v umol/L, coZ je koncentrace slou¢eniny, ktera viditeln¢ inhibuje rast >99
% mykobakterii. Do tabulky 2 jsou ptidany hodnoty in vitro antimykobakterialnich aktivit
predlohovych latek — 1-benzyl-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1H-tetrazolu a 2-benzyl-5-((3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl)-2H-tetrazolu a aktivita 1é¢iva prvni volby — isoniazidu.

Tabulka 2: In vitro antimykobakterialni aktivity fenethyl a styryl derivati vyjadiena jako MIC
(umol/L)

M.th M.avium M.kansasii

My 331/88 My 330/88 My 235/80

14 /21 dni 14/21 dni 7/14/,21
dni
Cl

\©vN/ ) 2 8 500nartist

NM4a °N >32
16 500narust

NO, >32

HsCO

N= NO >32
@vN/ N 2 8 500naréist

NM3a N >32
16 500narust

NO, >32

N=N N02 16
N 8 500narust

NM?2a °N 32
16 500narust

NO, >32

N—N NO,

N// \ 16
N 8 500narust

NM4b 32
N02 16 500ném°1$t

>32

Cl

4L CNCTC- Ceska narodni sbirka typovych kultur
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NM3b

NM2b

NM16a

NM14a

NM15a

NM15b

Piedlohové slouceniny

Isoniazid

65

16
16

16
16

16

0,5

500narust

500narust

500narust

500narust

500narust

500narust

500narust

500narust

500narust

500narust

500narust

500narust

62
125

25
250

250

16
32

16
32
>32

>32
>32
>32

16
32
>32

32
>32
>32

16
32
>32

16
16

250



Legenda k tabulce 2: V tabulce 2 jsou uvedeny zkratky a strukturni vzorce finalnich produktd, pfedlohové
slouceniny a jejich strukturni vzorce a nakonec isoniazid, antituberkulotikum prvni fady, pro porovnani. Tyto latky
byly testovany na konkrétnich kmenech mykobakterii z Ceské narodni sbirky typovych kultur, a to M.tuberculosis
CNCTC My 331/88, M.kansasii CNCTC My 235/80 a M.avium CNCTC My 330/88. Uvedeny pocet dni zastava
dobu, po kterou byly latky inkubovany s mykobakteriemi, ¢iselné hodnoty pak udavaji aktivitu slouéenin jako
minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) v umol/L. To je pravé takova koncentrace slouceniny, u které je viditelné
potvrzeno, ze zpomaluje rist >99 % mykobakterii.

Pfi porovnani in vitro antimykobakterialnich aktivit nové pfipravenych slou¢enin s aktivitou
predlohovych latek je vidét (viz tabulka 2 na str. 65), Ze zaména siry za uhlik ve spojovacim
fetézci vedla ke snizeni Gi¢innosti. Z tabulky 2 také vyplyva, ze substituent vazany na N* nebo
N? -tetrazolu malo ovliviiuje u¢inek ziskanych sloucenin. Na aktivitu rovnéz nema vliv ani
poloha substituentu na tetrazolovém cyklu. Aktivita NM3b miize naznacovat, Ze je tato latka
vyjime¢na - jeji aktivita je porovnatelna s aktivitou isoniazidu a ptedlohovych slouéenin, ale
také, Ze ma tato latka vysS$i toxicitu, coz je potieba jeSté zkontrolovat a podrobnéji ovéfit.
Porovnani aktivity fenethyl a styryl derivatd v tabulce 2 ukazuje, Ze slou¢eniny s jednoduchou
a dvojnou vazbou maji stejnou antimykobakterialni aktivitu.
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9 DISKUSE

Tato prace navazuje na studii [32], ve které byl zkouman vztah mezi strukturou
benzylsulfanyltetrazoli a jejich antimykobakteridlni aktivitou. V ramci této studie byly
vyhodnoceny 1-alkyl-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1H-tetrazoly jako nejucinnéjsi. V dalsi
studii [34] byla  porovnana  antimykobakterialni  aktivita 1-alkyl-5-[(3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl]-1H-tetrazoli a 2-alkyl-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-2H-tetrazold.
V této studii bylo zjisténo, Ze 2,5- disubstituované tetrazoly prokazaly vyssi antituberkulotickou
aktivitu a nizsi toxicitu ve srovnani s 1,5 -regioizomery.

Cilem tohoto projektu byla syntéza novych derivati na zakladé diive studovanych tetrazold,
kde by byla skupina S-CH2 v spojovacim fetézci nahrazena skupinou CH2-CH2 a CH=CH.
Ukolem bylo syntetizovat sérii 1-alkyl-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazoli, 2-alkyl-(3,5-
dinitrofenethyl)-2H-tetrazolia, 1-alkyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazold a 2-alkyl-5-(3,5-
dinitrostyryl)-2H-tetrazolid. Cilové slouc¢eniny byly syntetizovany s dostatecnym vytézkem a
nasledné¢ hodnoceny mikrobiologicky in vitro pro zjisténi antimykobakterialni aktivity proti
M.tb CNCTC My 331/88 (H37Rv), netuberkuloznim mykobakteridlnim kmenim M. avium
CNCTC My 330/88 a M. kansasii CNCTC My 235/80. Porovnanim antimykobakterialnich
aktivit noveé pripravenych 3,5-dinitrofenethyltetrazoli a 3,5-dinitrostyryltetrazoli s ptivodnimi
3,5-dinitrobenzylsulfanyltetrazoly byl studovan vliv spojovaciho fetézce mezi 3,5-
dinitrofenylovym fragmentem a tetrazolovym cyklem na jejich u¢innost. Bylo stanoveno, Ze
nové derivaty vykazuji niz§i antimykobakterialni aktivitu.

V ramci alkylace 5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazolu byly pfipraveny oba pozadované finalni
produkty: 1,5- a 2,5- disubstituované tetrazoly u fenethyl-derivatt. Z toho divodu u nich bylo
mozné srovnat aktivitu obou regioizomert a urcit, ze poloha substituentu na cyklu neovliviiuje
ucinek ziskanych sloucenin. Co se tyka reakce alkylace 5-(3,5-dinitrostyryl)-1H-tetrazolu, byl
piipraven pouze jeden par regioisomeru, které vykazaly stejnou ucinnost. V piipad¢ ostatnich
reakci byl pozorovan vznik obou regioisomert, avSak 1,5-derivaty se nepodatilo izolovat
Vv ¢istém stavu.

Porovnani aktivity fenylethyl a styryl derivata ukazalo, Ze slouc¢eniny s jednoduchou a dvojnou
vazbou maji stejnou antimykobakteridlni aktivitu. Pfi dalSim rozSifeni projektu by se
eventualné dalo pokraovat ve zkoumani efektii spojovaciho fetézce mezi substituovanym
fenylovym a tetrazolovym fragmentem a to konkrétn¢ vloZenim trojné vazby.

67



10 ZAVER

V pribéhu zpracovani tohoto projektu bylo ptipraveno celkem 18 sloucenin, z ¢ehoz bylo 10
findlnich produktii. Mezi témito noveé pfipravenymi latkami byly naslednou analyzou
vyhledavany slou¢eniny s potencialni antimykobakterialni aktivitou. Dvé latky, tj. 3-(3,5-
dinitrofenyl)-propanoylchlorid a 3-(3,5-dinitrofenyl)-akryloylchlorid — byly pfipraveny,
izolovany, ale nebyly charakterizovany, jelikoz byly ihned pouzity v dal§im kroku syntézy. U
ostatnich 16 sloucenin byla zméfena NMR-spektra, zhotovena CHNS analyza pro ovétreni
Cistoty a totoznosti latek a stanovena teplota tani. Finalni slouceniny: 1-alkyl-5-(3,5-
dinitrofenethyl)-1H-tetrazoly, 2-alkyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazoly, 1-alkyl-5-(3,5-
dinitrostyryl)-1H-tetrazoly a 2-alkyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazoly byly pfipraveny
Vv dostacujicim mnozZstvi za ucelem testovani jejich antimykobakterialni aktivity.

Pfi porovnani in vitro antimykobakterialnich aktivit nové pfipravenych sloucenin s aktivitou
predlohovych je mozné formulovat zavér, ze zaména 3,5-dinitrobenzylsulfanylové skupiny za
3,5-dinitrofenethylovou ¢i 3,5-dinitrostyrylovou skupinu ve spojovacim fetézci vedla ke snizeni
ucinnosti. Aktivita latky NM3b mize naznacovat, Ze je tato latka unikatni- jeji aktivita je
porovnatelna s aktivitou isoniazidu a ptedlohovych slouc¢enin, ale bude jesté nutné testovat miru
toxicity této latky. Porovnani aktivity fenethyl- a styryl-derivatt ukazuje, Zze slouceniny
S jednoduchou a dvojnou vazbou maji stejnou antimykobakterialni aktivitu. Z vysledki dale
vyplyva, Ze substituent vazany na N! nebo N? -tetrazolu ovliviiuje udinek ziskanych slouéenin
pouze nevyrazn¢. Na antimykobakteridlni aktivitu rovnéZ nema vliv ani poloha substituentu na
tetrazolovém cyklu.

Vsechny nové ziskané poznatky jsou pfinosem pro studium vztahi mezi strukturou a aktivitou
piipravenych latek a stanou se moznym podkladem pro dalsi studie.
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13 PRIiLOHA 1: ELEMENTARNi (CHNS) ANALYZY PRIPRAVENYCH LATEK

Kod Sumarni vzorec C H N

Fenylethyl-derivaty

NMb5a* Vypocitano 45,19 3,79 17,57
CoHoN3Os

amid Zjisténo 45,26 3,64 17,55

NM6a Vypocitano 48,88 3,19 19,0
CgH7N304

nitril Zjisténo 48,87 2,96 19,03

NM1la* Vypocitano 40,92 3,05 31,81
CyHgNgO4

1H-tetrazol Zjisténo 40,84 2,79 31,86

NM2a Vypocitano 54,24 3,98 23,72
C16H14N6O4

R=Bn Zjisténo 54,64 4,05 23,38

NM2b Vypocitano 54,24 3,98 23,72
C16H14N6O4

R=Bn Zjisténo 54,63 413 23,32

NM3a Vypocitano 53,12 4,20 21,87
C17H16N6Os

R=4-CH30Bn Zjisténo 53,52 4,37 21,48

NM3b Vypocitano 53,12 4,20 21,87
C17H16N6Os

R=4-CH30Bn Zjisténo 53,04 415 21,78

NMd4a Vypocitano 49,43 3,37 21,62
C16H13CINgO4

R=4-CIBn Zjisténo 49 59 3,25 21,55

NM4b Vypocitano 49,43 3,37 21,62
C16H13CINgO4

R=4-CIBn Zjisténo 49.40 3,24 21,23
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Styryl-derivaty

NM10 Vypocitano 45,58 2,98 17,72
C9H7N30s5

amid Zjisténo 45,40 3,04 17,15

NM11* Vypocitano 49,33 2,30 19,17
CyHsN304

nitril Zjisténo 49,72 2,52 19,01

NM12* Vypocitano 41,23 2,31 32,05
CyoHeNgO4

tetrazol Zjisténo 41,60 2,69 32,35

NM15a Vypocitano 54,55 3,43 23,85
C16H12N6O4

R=Bn ZjRteno 54,52 3,19 23,87

NM15b Vypocitano 54,55 3,43 23,85
C16H12N6O4

R=Bn Zjisténo 54,67 3,20 23,96

NM14a Vypocitano 53,41 3,61 21,98
C17H14H6Os

R=4-CHs0OBn Zjisténo 53,80 3,95 22,14

NM16a Vypocitano 49,69 2,87 21,73
C16H11CINgO4

R=4-CIBn Zjisténo 49 87 2,61 21,46

*

Tabulka 3: Elementarni (CHNS) analyza ptipravenych latek
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14 PRILOHA 2: NMR SPEKTRA PRIPRAVENYCH LATEK
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13C NMR 2-benzyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazol: NM2a
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13C NMR 1-benzyl-5-(3,5-dinitrofenethyl)-1H-tetrazol: NM2b
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13C NMR 5-(3,5-dinitrofenethyl)-2-(4-methoxybenzyl)-2H-tetrazol: NM3a
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13C NMR 2-(4-chlorbenzyl)-5-(3,5-dinitrofenethyl)-2H-tetrazol: NM4a
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13C NMR 2-benzyl-5-(3,5-dinitrostyryl)-2H-tetrazol: NM15a
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