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Tuberkuléza (TB) je rozsifené infekéni onemocnéni, které je zplsobeno predevsim bakterii
Mycobacterium tuberculosis. Na zakladé dat Svétové zdravotnické organizace je TB stidle mezi 10
nejcastéjsimi pri¢inami Umrti na svété. V roce 2019 onemocnélo TB celosvétové okolo 10 miliond lidi
a 1,4 milionu této nemoci podlehlo. TB patfi mezi hlavni pfic¢iny dmrti ve skupiné HIV pozitivnich osob.

Tato prace je zalozena na predchozim Uspésném objevu sloucenin s vyznamnou
antituberkulotickou aktivitou, konkrétné 1,5- a 2,5-disubstituovanych tetrazoll a 2,5-
disubstituovanych oxadiazoll nesoucich 3,5-dinitrobenzylsulfanylovou skupinu, které vykazaly
minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) 0,03 uM proti M. tuberculosis (tzn. nizsi MIC v porovnani s léCivy
prvnilinie isoniazidem nebo rifampicinem). V této praci jsme studovali vliv ndhrady 3,5-dinitrofenylové
skupiny za 5-nitrofurylovou a vliv umisténi této skupiny na antimykobakteridlni aktivitu sloucenin.
Pokusili jsme se rovnéZz o pripravu latek s 5-nitropyridin-3-ylovou skupinou namisto 3,5-

dinitrofenylové.

NO,
NO,
R S R S O\
ey R G A
NO,

HET = 1,3,4-oxadiazol, tetrazol

Byly pfipraveny tfi série nitrofuryl-substituovanych oxadiazol(i a tetrazoll a byla studovana
jejich antimykobakteridlni ic¢innost vici M. tuberculosis, M. avium a M. kansasii. 'ybrané slouceniny
vykazaly dobrou antimykobakteridlni aktivitu v Fddech jednotek umol.I?, kterd vsak neprevysovala

ucinnost predlohovych 3,5-dinitrofenylovych latek.
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Tuberculosis (TB) is widespread infectious disease which is mainly caused by Mycobacterium
tuberculosis. Referring to the World Health Organization, it is still among the top 10 causes of death in
the world. Around 10 million people worldwide suffered from TB and 1.4 million died of TB only in
2019. TB is also a leading-killer in the group of HIV-positive people.

This work is based on a previous successful discovery of new compounds with significant
antitubercular activity, namely 1,5- and 2,5-disubstituted tetrazoles and 2,5-disubstituted oxadiazoles
bearing 3,5-dinitrobenzylsulfanyl fragment, that showed minimal inhibitory concentration (MIC)
values as low as 0.03 uM (i.e. lower MIC compared to first line anti-TB drugs isoniazid or rifampicin).
In this work we studied the influence of the replacement of 3,5-dinitrophenyl fragment with 5-
nitrofuryl group and of the position of this fragment in the molecule on the antimycobacterial activity.

We also attempted to prepare several 5-nitropyridin-3-yl analogues.

NO, NO,
R S R S o \
e R
NO,

HET = 1,3,4-oxadiazole, tetrazole

Hence, three series of nitrofuryl-substituted tetrazoles and oxadiazoles were prepared and
their antimycobacterial activity against M. tuberculosis and non-tuberculous M. avium and M. kansasii
were studied. Some of the compounds showed good antimycobacterial activity with MIC in low
micromolar range. However, all of them were less active than original 3,5-dinitrophenyl containing

compounds.
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4.1 Tuberkuldza

Tuberkuldza je vysoce nakaZzlivé infekéni onemocnéni postihujici nejcastéji plice. Je zplsobeno
predevsim kmeny bakterie Mycobacterium tuberculosis. Nakaza se u plicni formy Sifi kapénkami pfi
kaslani, smrkani nebo mluveni, a proto se snadno prendsi na dalsi jedince. Je prokazano, ze
k propuknuti nemoci stadi jen nékolik malo vdechnutych kapének obsahujicich mykobakterie.! TB
mUze postihnout i jiné organy nezZ plice, napfiklad ledviny, mozek nebo kostni dien. Ptiznaky se pak
objevuji v zavislosti na postizenych orgdnech.?

Dle udajil WHO kazdoroéné onemocni TB v priméru cca 10 miliond lidi (z toho 1,2 milionu déti
v roce 20192). Aékoli TB patfi mezi 1é¢itelné nemoci, kazdoroéné ji podlehne okolo 1,5 milionu lidi
(vroce 2019 1,4 milionu Umrti?). TB se vyskytuje pfedevsim v rozvojovych zemich s nizkou Grovni
zdravotnictvi nebo v zemich, kde si lidé zdravotni péci nemohou dovolit. Az dvé tretiny vSech pripadu
TB pfipadaji na nejpostizen&jsi Indii. Mezi dal$i nejvice postizené zemé patti Bangladés, Cina, Filipiny,
Indonésie, Jihoafricka republika, Nigérie a Pakistan. TB se fadi mezi hlavni pfi¢iny umrti ve skupiné
infekénich onemocnéni a je rovnéz vyznamnou hrozbou pro HIV pozitivni pacienty (az 18x vyssi riziko
rozvoje TB2), ktefi tvofili v roce 2019 téméf 15 % zemfelych na TB. Ve skupiné v3ech diagnostikovanych
HIV pozitivnich osob s TB byla v roce 2019 imrtnost 70 %2. Existuje i tzv. latentni forma TB, kdy ¢lovék
neni infekéni, ale je pouze prenasecem nemoci. Odhaduje se, Ze az ¢tvrtina celosvétové populace ma
latentni formu TB, avSak pouze asi u 5-15 % z nich propukne béhem Zivota aktivni forma (zejména pfi
oslabeni imunitniho systému).! Mezi dal$i rizikové faktory TB patfi imunodeficience, podvyZiva,
alkoholismus nebo nikotinismus.?

Mezi hlavni pfiznaky TB patfi kasel (zpocatku suchy, ktery se méni na produktivni s pfimési
krve), horecka, bolest na hrudi, Unava, ztrata hmotnosti a noéni poceni. Casto maji pfiznaky pozvolny
nastup a pacient jim nevénuje zvySenou pozornost — nemoc se tak snadno rozsifuje do okoli. Pfi
podezieni na plicni formu TB je pacientovi odebran vzorek sputa. Pfi ostatnich formach jsou odebrany
vzorky télnich tekutin nebo postizenych tkani. Mezi hlavni diagnostické postupy patii molekularni

diagnosticky test, rentgenové zobrazeni hrudniku a mikroskopické vysetfeni sputa.?



4.2 Lécba tuberkulozy

TB je lécitelné onemocnéni, u kterého je dllezZita véasna diagnostika a zahajeni 1écby (dle udaji WHO
bylo od roku 2000 ucinnou lécbou zachranéno nejméné 63 milion( lidi). Lécba je naroénd a
dlouhodoba. PouZiva se kombinaéni lécba antituberkulotiky po dobu nejméné 6 mésicll. Velmi dllezita
je adherence pacienta k |éCbé. Predcasné vysazeni léCby pfispiva ke vzniku rezistence na pouzivana
|éCiva a sniZuje jejich Ucinnost pfi opétovném pouZiti. Navic pfi nedoléceni TB hrozi opétovné

propuknuti nemoci.?

4.2.1 Standardni lécba tuberkuldzy

Mezi zdkladni antituberkulotika patfi isoniazid, rifampicin, ethambutol a pyrazinamid. Lécba se
zahajuje kombinaci vsech 4 zakladnich antituberkulotik po dobu 2 mésicli a nasledné se pokracuje dalsi
4 mésice dvojkombinaci rifampicinu a isoniazidu. Extrapulmonalni formy TB vyzaduiji jeSté delsi 1écbu,
napf. pti postizeni kloubl nebo kosti 9 mésicl, pfi zasazeni mozku aZz 1 rok. U neohranicenych forem
TB se délka lécby posuzuje podle pribéhu nemoci. Na zakladé adajl Institutu Roberta Kocha je
existence dostupné lé¢by TB u 84,5 % lidi a Uspésné se podafi vylécit okolo 81 % pfipad(.*

Lécba je zpravidla dobie sndsena. Mezi hlavni nezadouci Ucinky patfi gastrointestinalni obtize
nebo vyrazka. Mezi zavaznéjsi Iékové problémy patii hepatotoxicita (zejména zvyseni hladin jaternich
enzymuU — |ze upravit doCasnym vysazenim léCby) nebo vzacné u méné jak 1 % pripad( opticka neuritida

(zpGsobuje ethambutol), periferni neuropatie nebo psychéza (zpGsobuje isoniazid).*

4.2.2 Lécha lékoveé rezistentni tuberkulozy

Problémem soucasné terapie TB je narUstajici vznik rezistence na IécCiva I. linie (existence rGizné citlivych
kmen( M. tuberculosis, pfed¢asné ukonéeni terapie, nevhodna preskripce 1é¢iv, léky nizké kvality).!
Pokud neni kmen M. tuberculosis citlivy na hlavni anti-TB |éCiva I. linie isoniazid a rifampicin,
pak hovofime o MDR-TB (multilékové rezistentni TB). V téchto pfipadech je nutné pouzit léciva z II.
linie (Tabulka 1), ktera jsou mnohdy relativné toxicka a néktera z nich vyZzaduji parenteraini podavani.
Dalsim problémem je nakladna dlouhotrvajici lécba (az 2 roky). V nékterych pripadech muze dojit
k rozvoji silnéjsi rezistence i na Iéciva Il. linie a pacienti se tak mohou ocitnout bez moznosti IéCby. Dle
udajl WHO bylo v roce 2019 celosvétové detekovano cca na 206 300 pfipadd MDR-TB nebo RR-TB
(rifampicin rezistentni TB) — ndrist 0 10 % v porovnani s rokem 2018. Asi polovina vSech téchto pripadl

pfipada na Indii, Cinu a Rusko. V sou¢asné dobé se spé&inost |é¢by MDR-TB pohybuje okolo 57 %.?
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Tabulka 1: Antituberkulotika Il. linie dle zdsad WHO (2020)°

Skupiny
A B C
/evofloxacu? nebo cyk./o_ser/n nebo ethambutol
moxifloxacin terizidon
bedachilin klofazimin delamanid
linezolid pyrazinamid

imipenem—cilastatin nebo meropenem

Léciva

amikacin nebo streptomycin

ethionamid nebo prothionamid

p-aminosalicylovad kyselina

V roce 2020 WHO vydala nové zasady v terapii MDR-TB (Tabulka 1), kde uvadi prehled i novych
|éCiv a doporucuje jejich podavani pouze peroralni cestou (vSechna léciva ze skupiny A i B a néktera
skupiny C) po dobu 9 mésicl. Tento krok je vyznamnym prinosem pro zvyseni compliance pacientt
k 1é¢bé MDR-TB. WHO doporucuje podavat kombinaci nasledujicich Ié€iv v poctu 5 latek: ze skupiny A
vSechna tfi |éCiva, ze skupiny B jedno nebo obé |éCiva a ze skupiny C léCivo pro utvoreni pétikombinace
nebo pokud nelze pouZit l1é¢ivo/léciva ze skupin A nebo B.°
citlivé na isoniazid, rifampicin, fluorochinolony a alespon jedno parenteralné poddvané lécivo
(kanamycin, amikacin aj.). V téchto pripadech je |éCba jesté obtiznéjsi, protozZe k dispozici zbyvaji jen
méné Ucinnd a drahd léciva, Casto s cetnymi nezadoucimi Ucinky. Odhadovana uspésnost Iécby se

pohybuje mezi 30 az 50 %.°

4.3 Prehled léciv v terapii tuberkulozy

4.3.1 Léciva l. linie

4.3.1.1 Isoniazid

Isoniazid (Obrazek 1), hydrazid kyseliny isonikotinové, je antituberkuloticky Ucinné lécivo I. linie
s primarné bakteriostatickym ucinkem, pfi rychlém déleni mykobakterii ma i Ucinek baktericidni.

Vykazuje specifickou aktivitu vici M. tuberculosis, M. bovis a M. kansasii. Na ostatni mikroorganismy

11



nepuUsobi. Isoniazid je prolécivo, které je aktivovano mykobakterialni katalazou na molekulu, kterd
vazbou na enzym zabranuje vzniku mykolové kyseliny, ktera je hlavnim stavebnim kamenem
mykobakteridlni bunééné stény.” Lé¢ivo se podava v kombinacich perorélni cestou pfed jidlem ve
formé tablet v davce 5 mg/kg télesné hmotnosti/den s maximem 300 mg/den (u déti 10-20 mg/kg),
Ize poddavat i 2x tydné v davce 15 mg/kg u déti i dospélych (max. 900 mg 2x tydné).?

H

OsN.
NH,

X
~

N

Obrazek 1: Isoniazid

4.3.1.2 Rifampicin

Rifampicin (Obrdazek 2) je polosyntetické baktericidni Sirokospektré antibiotikum produkované bakterii
Streptomyces mediterranei. V citlivych organismech se vaze na DNA-dependentni RNA-polymerazu,
zabrafuje tak tvorbé& RNA a burika umira. Neovliviiuje savéi transkripéni enzymy. Z dlvodu vzristajici
rezistence je jeho pouzivani zachovdno pouze pro citlivé kmeny M. tuberculosis, pripadné na jiné
vybrané infekce (nap¥. zplisobené Pseudomonas aeruginosa nebo Mycobacterium leprae).® Rifampicin
je podavan v kombinacich peroralné pred jidlem ve formé tobolek vdavce 10 mg/kg télesné

hmotnosti/den, maximalné 300-600 mg/den.°

Obradzek 2: Rifampicin

4.3.1.3 Ethambutol

Ethambutol (Obrazek 3) je Sirokospektré baktericidni antituberkulotikum 1. linie, které inhibuje
mykobakteridlni arabinosyltransferazy ucastnici se syntézy bunécné stény. Lécivo inhibuje taktéz

syntézu dvou hlavnich arabinan(: arabinogalaktanu a lipoarabinomannanu. Nevyhodou IécCiva je pranik

12



do lidskych bunék a nezadouci ovlivnéni jejich funkci. Ethambutol je poddvan v kombinacich peroraini

cestou ve formé tablet v davce 15 mg/kg télesné hmotnosti/den nebo 30 mg/kg télesné hmotnosti 3x

e

H

tydne. b 12

\in

HO

Obrdzek 3: Ethambutol

4.3.1.4 Pyrazinamid

Pyrazinamid (Obrazek 4) je specifické antituberkulotikum, které plsobi baktericidné na M.
tuberculosis. Je to prolécivo, které se v mykobakteriich pomoci pyrazinamidasy preménuje na aktivni
pyrazinovou kyselinu. V mirné kyselém prostredi se vaze na enzym FAS | (fatty acid synthase), ktery je
zodpovédny za syntézu mastnych kyselin v mykobakteriich. Vaze se také na ribosomalni proteiny a
zabrariuje tak translaci RNA.' Pyrazinamid se podava v kombinacich peroralni cestou ve formé tablet

po jidle zpravidla v davce 20-25 mg/kg télesné hmotnosti/den nebo ve vyssich davkach 50-70 mg/kg

@)
N
[\j)kNHz
—
N

Obrazek 4: Pyrazinamid

télesné hmotnosti 3x tydné.*

4.3.2 Léciva ll. linie

4.3.2.1 Fluorochinolony

V ramci IéCiv Il. linie se dle WHO uplatnuji IéCiva levofloxacin (Obrazek 5) a moxifloxacin (Obrazek 6).
Jejich ucinek spociva v inhibici DNA gyrdzy a topoisomerazy IV. Maji Sirokospektry baktericidni ucinek
na bakterie véetné mykobakterii. Nevyhodou je snadny vznik rezistence. Levofloxacin se uziva ve formé

tablet v ddvce 500—-1000 mg/den. Moxifloxacin se uZiva ve formé tablet v ddvce 400 mg/den.™ 16
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M

Obradzek 5: Levofloxacin Obradzek 6: Moxifloxacin

4.3.2.2 Linezolid

Linezolid (Obrazek 7) je rovnéz antituberkuloticky uc¢innym lécivem II. linie ze skupiny A dle WHO. Jeho
hlavnim vyuZitim je ale u multirezistentnich bakterii véetné MRSA (methicilin rezistentni
Staphylococcus aureus). Mechanismus Ucinku spociva v inhibici proteosyntézy odliSnym zptsobem nez
u jinych antibiotik, proto témér nevykazuje zktizenou rezistenci. Inhibuje také neselektivné enzym

monoaminooxidazu.'” Linezolid se poddvé 2x denné ve formé tablet v jednotlivé ddvce 400-600 mg.*®

NBH:O
<
s

Obrdzek 7: Linezolid

4.3.2.3 Cykloserin

Cykloserin (Obrazek 8) je sirokospektré antibiotikum produkované Streptomyces garyphalus, 1éCivo ze
skupiny B antituberkulotik II. linie dle WHO. Je uUcinny proti M. tuberculosis i M. avium complex.
Inhibuje enzymy L-alaninracemdzu a D-alanylalaninsyntetdzu, zabranuje tak tvorbé bakteridlni

buné&éné stény.® PFi 16¢bé TB se podava ve formé tablet v davce 250 mg 2—3x denné.?®

0
L
)

Obrdzek 8: Cykloserin
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4.3.2.4 Aminoglykosidy

Ze skupiny aminoglykosidovych antibiotik se v Iécbé TB jako IéCiva Il. linie vyuZivaji amikacin nebo
streptomycin. Amikacin (Obrazek 9) je semisyntetické antibiotikum odvozené od kanamycinu A. Je
ucinny proti bakteriim rezistentnim na béznd antibiotika. Je U¢inny zejména na M. avium complex.
Streptomycin (Obrazek 10) je ucinny proti M. tuberculosis. Obé léciva se vazou na 30S podjednotku
ribozom( a blokuji tim proteosyntézu.?! Amikacin a streptomycin se podévaji intravendzné nebo

intramuskularné v davce 1 g 1x denng.?* 23

Obrazek 9: Amikacin Obrdzek 10: Streptomycin

4.3.2.5 Bedachilin

Bedachilin (Obrazek 11) je novéjsi baktericidni antituberkulotikum, které se pouziva v terapii MDR-TB
jako lécivo Il. linie. Mechanismus Ucinku spociva v inhibici protonové pumpy mykobakterialni ATP-
syntdzy, ktera je nezbytna pro tvorbu energie v mykobakteriich.2* UZiva se peroralné ve formé tablet
zpocatku 1x denné 400 mg, nasledné se prechazi na podavani 200 mg 3x tydné s odstupem nejméné

48 hodin.”

Obrazek 11: Bedachilin
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4.3.2.6 Delamanid

Delamanid (Obrdazek 12) je antituberkulotikum II. linie vyuZivané v kombinacich pfi terapii MDR-TB a
XDR-TB, v ramci klinického hodnoceni plivodné oznacované jako OPC-67683. Je to prolécivo, které se
aktivuje mykobakteridlni deazaflavin (F420)-dependentni nitroreduktazou a inhibuje syntézu derivati

mykolové kyseliny nutnych pro tvorbu bunééné stény.?® Delamanid se podava peroralné ve formé

_f‘N{\N@COO N a

Obrazek 12: Delamanid

tablet 100 mg 2x denné po dobu 6 mésic(.?’

4.3.2.7 Pretomanid

Pretomanid (Obrazek 13) je rezervni antituberkulotikum vyuzivané pfi lé¢bé rezistentni MDR-TB, resp.
XDR-TB a poddvané spolec¢né s bedachilinem a linezolidem. Jednd se o molekulu ze skupiny
nitroimidazold (podobné jako delamanid) plvodné oznacovanou jako PA-824 vramci klinického
hodnoceni. LéCivo se stava aktivnim redukci pomoci mykobakteridlni deazaflavin (F420)-dependentni
nitroreduktdzy. Mechanismus Ucinku se za aerobnich podminek pfedpokladd jako inhibice syntézy
lipid a pti anaerobnich podminkach jako vznik aktivnich dusikatych radikdld a jejich negativni
plUsobeni na mykobakterie. Pretomanid se uziva v kombinacich peroralné po jidle 200 mg 1x denné po

dobu 26 tydn(.%®

Obrazek 13: Pretomanid

4.3.3 Potencialni nové antituberkuloticky tcinné latky

Vzhledem k narustajici rezistenci na klasicka antituberkulotika a skutec¢nosti, Ze za poslednich 40 let se
na farmaceutickém trhu objevila jen tfi nova léciva v terapii plicni MDR-TB (delamanid, pretomanid a

bedachilin), je vyvoj novych latek s odliSnym mechanismem uUcinku velmi zadouci.
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4.3.3.1 Benzothiazinony

V soucdasné dobé probihaji 2 klinické studie na nova |éciva ze skupiny benzothiazinon(, molekuly BTZ-
043 (Obrazek 14) a PBTZ-169, macozinon (Obrazek 15). Obé Iéciva se v roce 2020 nachazely ve lla fazi
klinického hodnoceni. LéCiva z této skupiny jsou inhibitory mykobakteridlni DprEl. DprEl
(dekaprenylfosforyl-B-D-ribofurandza-2-oxidaza) je enzym, ktery se  Ucastni  syntézy
dekaprenylfosforylarabindzy jako jediného donoru arabinosylovych jednotek v syntéze arabinanovych
polymer( pfi tvorbé mykobakteridlni bunécné stény. PBTZ-169 je latka odvozena od BTZ-043, ktera
postrada chirdlni centra, ma nizsi naklady na syntézu a lepsi farmakodynamiku. Obé léciva vykazuji

synergicky efekt s bedachilinem, rifampicinem nebo klofaziminem.2%3°

‘0. ,0 ‘0. ,0
¥ K
N F N
O I:F O

Obrdazek 14: BTZ-043 Obrdzek 15: PBTZ-169

4.3.3.2 SQ109

SQ109 (Obrazek 16) je latka, kterd v roce 2018 dokoncila Uspésné llb fazi klinického hodnoceni.
Chemicky je tato molekula odvozena od ethylendiaminu, podoba se I1é€ivu ethambutolu. Vykazuje novy
mechanismus ucinku, kterym se odliSuje od konvenénich anti-TB IéCiv. Inhibuje tvorbu bunééné stény
mykobakterii inhibici transportéru MmpL3, ktery prfenasi trehalézamonomykolat do bunééné stény

pfes bunéénou membranu. Vykazuje synergicky Géinek s isoniazidem nebo rifampicinem.3% 32

H
@N\/\N/\)\/\)\
H

Obrdzek 16: SQ109



4.3.3.3 OPC-167832

OPC-167832 (Obrdzek 17) je rovnéz nadéjnd latka svyznamnou antimykobakteridlni aktivitou
nachazejici se v roce 2020 v I. a Il. fazi klinického hodnoceni. Chemicky se jedna o latku ze skupiny 3,4-
dihydrokarbostyrilovych derivatd. Mechanismus ucinku je totozny jako ve skupiné benzothiazinon,

inhibice DprE1 a vysledkem je inhibice syntézy bun&éné stény mykobakterii.?3

o)
HO R
HN HO
/—‘CN cl
F o
F
Obrdzek 17: OPC-167832

4.3.3.4 Telacebec (Q203)

Telacebec, Q203 (Obrazek 18) je antimykobakterialné ucinné lécivo ve lla fazi klinického hodnoceni ze
skupiny imidazopyridinamidl. Jedna se o selektivni inhibitor mykobakteridlniho cytochrom bcl
komplexu (konkrétné qcrB podjednotky) jako nezbytné soucasti elektronového transportniho rfetézce

pro tvorbu energie v M. tuberculosis.>*

Q\ F

N

Obrazek 18: Telacebec (Q203)
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4.4 (Di)nitrofenyl a dinitrobenzyl-substituované heteroaromaty

jako potencialni antituberkulotika

V oblasti vyvoje novych potencidlnich antituberkuloticky uUcinnych latek na Katedfe organické a
bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy se soustfedime predevSim na
substituované dusikaté heterocykly, které ve své molekule obsahuji zpravidla alespon jednu nitro
skupinu. Mezi vyznamné uspéchy vyzkumu na KOBCH patfi objev antituberkuloticky ucinnych
substituovanych 1,3,4-oxadiazol(l a tetrazol( a jejich analogll, které ve své strukture obsahuji 3,5-

dinitrofenylovou skupinu.3 3¢

4.4.1 Substituované 1,3,4-oxadiazoly a jejich analoga

Jako velmi antituberkuloticky G¢inné se ukdazaly substituované  5-alkyl/aryl-2-[(3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl]-1,3,4-oxadiazoly pfipravené na KOBCH (Obrazek 19). Jako esencialni se ukazala
pozice nitro skupin v polohach 3 a 5 na benzenovém jadre, pozice 2 a 4 nebo ponechdni jen jedné nitro
skupiny mély za dusledek vyznamny pokles anti-TB aktivity. Byly také zkoumany stejné latky obsahujici
misto 1,3,4-oxadiazolu jeho sirny analog. Namérené hodnoty antimykobakteridlni aktivity byly
srovnatelné. Studie rovnéz ukazaly, Ze substituent v poloze 5 na oxadiazolu/thiadiazolu ma minimalni
vliv na vlastni antimykobakteridlni Gcinnost, ovliviiuje spiSe lipofilitu molekuly a je mistem, kde lze
optimalizovat fyzikalné-chemické vlastnosti. Latky vykazaly vysokou selektivitu vici mykobakteriim a

nhizkou cytotoxicitu na lidské jaterni hepatocyty.>®

NO,
R_x
1o
~N NO,

Obrdzek 19: 5-substituované 2-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1,3,4-oxadiazoly a 1,3,4-thiadiazoly
(X=0,S; R =alkyl, aryl)

Byly pfipraveny i reverzni derivaty téchto substituovanych oxadiazoll (Obrazek 20), které
vykazaly podobnou ucinnost. Také se opét potvrdila nezbytnost pfitomnosti dvou nitro skupin pro
zachovani Uc¢inku, nicméné v tomto pripadé bylo mozZno jednu nitro skupinu nahradit rovnéz silné

elektronakceptorovou trifluormethylovou skupinou.®”
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Obrdzek 20: Reverzni derivdty pivodnich 1,3,4-oxadiazol(i (X = NO,, CF3; R = alkyl, aryl)
Antimykobakteridlni aktivity vybranych latek z této kapitoly viz tabulky 3 a 5, kapitola 7.3.

4.4.2 Substituované tetrazoly a jejich analoga

Mezi velmi antimykobakteridlné ucinné latky objevené na KOBCH patfi i substituované tetrazoly.
Podobné jako u vySe zminénych substituovanych 1,3,4-oxadiazol(l je nositelem Gcinku u 1-
substituovanych 5-[(dinitrobenzyl)sulfanyl]-1H-tetrazolll pravé 3,5-dinitrofenylova skupina, ostatni
zkoumané polohy vykazaly nizsi acinnost. Byl také zkoumdn vliv zamény atomu siry za kyslik, selen,
sulfinylovou nebo sulfonylovou skupinu — podobna antimykobakteridlni aktivita byla namérena pouze
u analogl s kyslikem a selenem (Obrazek 21). VSechny latky vykazaly vysoce selektivni ucinek vici
mykobakteriiim a nizky cytotoxicky ucinek na lidské hepatocyty. Substituent v poloze 1 u tetrazolu ma

predevsim vliv na fyzikdln&-chemické vlastnosti molekuly.®

NO,
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Obrdzek 21: 1-substituované 1H-tetrazoly (X = S, O, Se, SO, SO>; R = alkyl, aryl)

Kromé 1-alkyl substituovanych derivatl byly zkoumany také i 2-alkyl substituované tetrazoly a
jejich selenova analoga. Opét se ukazalo, Ze pro zachovani ucinku je nutnd pfitomnost 3,5-
dinitrofenylové skupiny. Vy33i antimykobakterialni ucinnost a nizsi cytotoxicita byla popsana u latek
alkylovanych v poloze 2. U selenovych analog se aktivita vyznamné neliSila. Reverzni derivaty
zkoumanych tetrazolll vykazaly mirny pokles anti-TB Ucinnosti, avSak stale zlstavaji vysoce aktivnimi

(Obrazek 22).3637
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Obrdzek 22: Reverzni derivaty piivodnich 1H-tetrazoli (R = alkyl, aryl)

U tetrazolU byl dale zkouman vliv délky spojovaciho fetézce mezi HET a 3,5-dinitrofenylovou
skupinou. Zkraceni (vynechani methylenového mustku nebo pfimé napojeni 3,5-dinitrofenylu na
tetrazol) ¢i prodlouzeni fetézce (methylenovd aZz butandiylovd skupina) nemélo vyznamny vliv na
antimykobakterialni aktivitu latek. Z toho vyplyva, Ze spojovaci fetézec ma zanedbatelny vliv na anti-
TB ucinnost tohoto typu latek.®

Antimykobakteridlni aktivity vybranych latek z této kapitoly viz tabulky 6 a 7, kapitola 7.3.

Ve

4.5 Latky s antimykobakterialnim ucinkem obsahujici ve své

strukture 5-nitrofuran

Nitro skupina jako nositel ucinku se vyskytuje jiz v plvodnich vysoce aktivnich slouc¢eninach
pfipravenych diive na KOBCH3®*3®, navic je soudasti nékterych antibakteridlné puasobicich Ié&iv
(metronidazol, nitrofurantoin) a také nejnovéjsich antimykobateridlné ucinnych latek delamanid a
pretomanid (kapitoly 4.3.2.6, 4.3.2.7) nebo benzothiazinond, které prochdzeji klinickym hodnocenim
(kapitola 4.3.3.1).

V nékolika publikovanych studiich bylo ovéreno, Ze nitroskupina navazand na furan v poloze 5
ma antimykobakteridlni uinek. Mezi takové antituberkuloticky Ucinné molekuly patfi ndasledujici
skupiny latek: nitrofuranylmethylpiperaziny, nitrofuranylisoxazoliny, pentacyklické nitrofurany a
nitrofuranylamidy. Latky ze skupiny nitrofuranylmethylpiperazinG vykazaly vysokou aktivitu proti M.
tuberculosis v hodnotach MIC 0,17 —0,0072 uM a taktéz submikromolarni aktivitu proti MDR-TB a RR-
TB (Obrdzek 23 vlevo nahote)®. Latky ze skupiny nitrofuranylisoxazolinG vznikly jako ve vodé
rozpustnéjsi derivaty plvodnich latek, na kterych doslo k oboménam na fenylovém a piperidinovém
kruhu —jako nejucinnéjsi se ukazala zaména piperidinu za morfolin (Obrazek 23 vpravo nahote) pfi MIC
proti M. tuberculosis 0,17 uM*., Latky ze skupiny pentacyklickych nitrofurant byly pFipraveny
slouc¢enim kruh A a B nitrofuranylisoxazolinG spole¢né s kruhy C, D a E u delamanidu (OPC-67683) za

vzniku vedouci molekuly, od které byly pripraveny derivaty s cilem zvyseni perordlni biodostupnosti
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derivatd (Obrazek 23 vlevo dole). Ziskané hodnoty MIC proti M. tuberculosis se u téchto derivatd
pohybovaly s minimélnim rozptylem okolo hodnoty 0,04 puM.*? Mezi daldi latky sobsahem 5-
nitrofuranylové skupiny, u kterych byla pozorovana antimykobakteridlni aktivita, patti latky ze skupiny

nitrofuranylamid(i (Obrazek 23 vpravo dole).*

/ 0 5
© N\J SEAMNG \

N-O
Latka ze skupiny nitrofuranylmethylpiperazinQ Latka ze skupiny nitrofuranylisoxazolinG
MIC 0,2 pMm*° MIC 0,17 pM*’

, \ = O,N
\
02N O N’O

ZT
\

Latka ze skupiny pentacyklickych nitrofurant

Latka ze skupiny nitrofuranylamida®®
MIC 0,04 uM*? Piny y

Obrazek 23: Priklady skupin antimykobakteridlné ucinnych Idtek obsahujicich ve své strukture 5-

nitrofuranylovou skupinu a jejich MIC proti M. tuberculosis

22



5 CIL PRACE

Tato prace navazuje na predchozi vyznamné Uspéchy vyzkumné skupiny na KOBCH FaF UK, mezi které
patfi objev antituberkuloticky uc¢innych substituovanych 1,3,4-oxadiazol(l a tetrazoll a jejich analogQ,
které ve své struktufe obsahuji 3,5-dinitrofenylovou skupinu (Obréazek 19, Obrazek 21).3% 3¢

Na zakladé dostupnych dat ze soucasné pouzivanych |éCiv v terapii TB a predevsim
potencidlnich antituberkuloticky Ucinnych latek v raznych fazich vyzkumu jsme hledali funkéni skupinu,
ktera by mohla nahradit 3,5-dinitrofenylovou skupinu. Jak bylo zminénou v Uvodu (kapitola 4.5),
v nékolika publikovanych studiich bylo zjiSténo, Ze nitroskupina navdzana na furan v poloze 5 ma
antimykobakterialni Gcinek. Z tohoto dlivodu byla vybrana pro obménu pdvodnich molekul pravé 5-
nitrofurylova skupina.

Cilem této prace je ovéfit vliv zamény 5-nitrofurylové skupiny namisto 3,5-dinitrofenylové
u substituovanych 1,3,4-oxadiazolll nebo tetrazol(l na antimykobakteridlni aktivitu téchto latek. Budou
pripraveny 4 série latek (1-IV). Prvni tfi série budou obsahovat 5-nitrofurylovou skupinu navazanou na
pGvodni HET (Obrazek 24-26), ve 4. sérii se pokusime nahradit 5-nitrofurylovou skupinu za 5-

nitropyridin-3-ylovou, u které predpokladame obdobny Ucinek (Obrazek 27).

NO,
NO,
O
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série |
Obrdzek 24: Zaména 3,5-dinitrofenylové skupiny u predlohovych 1,3,4-oxadiazoli za 5-

nitrofuranylovou v sérii |

R NO,
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Obrdzek 25: Priprava reverznich 1,3,4-oxadiazoli v sérii Il odvozenych od findlnich latek v sérii |
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Obrdzek 26: Zaména 3,5-dinitrofenylové skupiny u predlohovych tetrazoli za 5-nitrofuranylovou

v sérii lll

NO,

NO,
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série IV

Obrdzek 27: Zaména 3,5-dinitrofenylové skupiny u predlohovych 1,3,4-oxadiazoli za 5-nitropyridin-

3-ylovou v sérii IV
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v 7

6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Chemikalie a pristroje

Pfi syntéze vsSech latek této prace byly vyuzity komeréné dostupné chemické latky a rozpoustédla od
firmy Sigma-Aldrich bez jejich dalsi purifikace pred pouzitim.

Prabéh reakci byl sledovdan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) za vyuZiti TLC desek
Merck silica gel 60 F254. Mobilni faze byla zvolena v zavislosti na typu reakce (hexan:ethyl-acetat
v poméru 2:1, 3:1, 5:2 nebo 7:1). Detekce byla provedena pod UV zafenim o vinovych délkach 254 a
366 nm. Jako stacionarni faze pro sloupcovou chromatografii byl vyuzit Merck Kieselgel 60 (0,040—
0,063 mm).

Cistota jednotlivych syntetizovanych latek byla ovéfena za vyuziti *H a *C NMR spektrometrie.
Tato spektra byla zméfrena pomoci VNMR S500 NMR spektrometru nebo JNM-ECZ 600R spektrometru.
Hodnoty chemického posunu & [ppm] v H a 3C NMR spektrech jsou nepfimo vztaZené k vnitfnimu
standardu tetramethylsilanu.

Elementarni analyza jednotlivych latek byla zmérena na pfistroji Automatic Microanalyser
EA1110CE. Teploty tani byly zméreny na pfistroji Kofler block nebo Blichi B-545.

Nazvy vSech slouc€enin byly ziskany v programu ChemDraw 19.1 a podle pravidel preloZzeny do
ceského jazyka. Jednotlivé chemické vzorce, reakéni schémata a vybrané analytické udaje (molekulova

hmotnost, elementarni analyza) byly ziskany ve stejném programu.

6.2 Priprava latek obsahujicich 5-nitrofurylovou skupinu

6.2.1 Priprava substituovanych 1,3,4-oxadiazolu (série | a ll)

6.2.1.1 Sériel

Vychozi latkou pro syntézu heterocyklickych sloucenin tohoto typu obsahujicich 5-nitrofurylovou
skupinu jsou substituované benzenkarboxylové kyseliny. V této praci byla vyuZita kyselina benzoova a
dale jeji derivaty substituované v poloze 4 bromem, chlorem nebo methoxy skupinou. Reakce I.—lll.
popisuji pfipravu 5-(4-bromfenyl)-2-[(5-nitrofuran-2-yl)methylsulfanyl]-1,3,4-oxadiazolu 7. Jsou vsak

obecné platné pro pfipravu ostatnich latek v této sérii s odliSnou substituci na benzenovém jadre.

I.  Vychozi karboxylova kyselina 4-brombenzoova kyselina (10 g, 49,75 mmol) byla

esterifikovana methanolem (200 ml) za pfidani malého mnozZstvi kyseliny sirové 96% (0,2 ml)
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jako katalyzatoru. Reakéni smés byla zahfivana 48 hodin, pribéh reakce byl sledovan pomoci
TLC. Nasledné bylo odpareno rozpoustédlo za snizeného tlaku a odparek rozpustén v ethyl-
acetatu (30 ml). Byla provedena extrakce s NaHCOs (3x50 ml), organicka vrstva oddélena,
vysuSena bezvodym Na,SO,, zfiltrovdna a rozpoustédlo odpareno. Latka 1 byla pfipravena

v dostatecné kvalité pro dalsi reakce.

0] 0]

C. C.
Br HS04 g,

1

Schéma 1: Esterifikace vychozi karboxylové kyseliny za vzniku esteru 1

1: methylester kyseliny 4-brombenzoové
Vzhled: krystalicka latka

Molarni hmotnost: 215,046 g/mol
Teoreticky vytézek: 10,698 g

Prakticky vytéZzek: 9,850 g (92 %)

Cely vytézek byl pouzit pro naslednou reakci.

Ester 1 byl preveden na pfislusny hydrazid 2. Do reakéni smési k esteru (1 eq., 9,85 g, 45,80
mmol) v ethanolu (100 ml) byl pfidan po kapkach 80% roztok hydrazin-hydratu (5 eq., 14,34 g,
286,46 mmol). Reakéni smés byla zahtivana 30 hodin, vznik hydrazidu byl detekovan pomoci
TLC. Po ukonceni reakce bylo pfidano malé mnozZstvi vody a smés ochlazena v chladnicce, kde
doslo k vykrystalizovani hydrazidu. Nasledné byl odfiltrovan na Bilichnerové nalevce, promyt

vodou a ethanolem. Hydrazid 3 byl pfipraven v dostatecné kvalité pro naslednou reakci.

O 0
I I

e NH,NH,.H,0 e
/©/ OCH, _ 2 2?27 NHNH,
Br EtOH Br

1 2

Schéma 2: Priprava hydrazidu 2 z esteru 1

2: 4-brombenzohydrazid
Vzhled: krystalicka latka
Molarni hmotnost: 215,050 g/mol

Teoreticky vytézek: 9,850 g
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Prakticky vytézek: 6,050 g (61 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO) & 9,84 (s, 1H), 7,75 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,65 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 4,50
(s, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO) 6 165,05, 132,59, 131,51, 129,23, 124,93.

Cely vytézek byl pouzit pro naslednou reakci.

Hydrazid 2 byl pfeveden na pfislusny 1,3,4-oxadiazol-2-thiol 3. K hydrazidu 2 (1 eq., 6 g, 27,90
mmol) rozpusténém v ethanolu (100 ml) byl pfidan roztok KOH (1 eq., 1,57 g, 27,92 mmol) a
nasledné byl pomalu ptidavan CS; (3 eq., 6,38 g, 83,76 mmol). Reakéni smés byla zahfivana
pod zpétnym chladicem 10 hodin, pribéh reakce sledovan pomoci TLC. Po dokonceni byl
odparen ethanol na vakuové rotacni odparce, ziskana smés rozpusténa ve vodé a okyselena
35% HCl na pH 2. Produkt byl extrahovan ethyl-acetatem (3x50 ml), vysusen bezvodym
siranem sodnym, zfiltrovan a nasledné bylo rozpoustédlo opét odpareno za snizeného tlaku.
Ziskany substituovany 1,3,4-oxadiazol 3 byl ziskan v dostatecné kvalité pro pouziti v zavérecné

reakci.
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Schéma 3: Priprava substituovaného 1,3,4-oxadiazolu 3 z hydrazidu 2

3: 5-(4-bromfenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-thiol
Vzhled: bila krystalicka latka
Moléarni hmotnost: 257,105 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 7,178 g
Prakticky vytézek: 3,876 g (54 %)
IH NMR (500 MHz, DMSO) & 14,80 (s, 1H), 7,82-7,76 (m, 4H).
13C NMR (126 MHz, DMSO) & 177,64, 159,97, 132,69, 128,14, 126,00, 121,92.
Elementarni analyza:
-> vypocteno: C, 37,37; H, 1,96; N, 10,90; S, 12,47
->zméreno: C, 37,45; H, 1,76; N, 10,37; S, 13,29
Teplota tani: 191-193 °C (lit.** 190-192 °C)
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U pripravené latky 3 a ostatnich 1,3,4-oxadiazolll, pfipravenych jiz dfive na KOBCH, byla
uskutecnéna zdvérecnd alkylacni reakce s 5-brommethyl-2-nitrofuranem. Jednotlivé findlni
latky se lisi substituentem na benzenovém jadre v poloze 4 (R = H, Br, Cl, OCHs). Pfislusny thiol
(1,1 eq.) byl rozpustén v acetonitrilu (5—-7 ml). K roztoku bylo pfidano alkyla¢ni ¢inidlo 5-
brommethyl-2-nitrofuran (1 eq., 0,1 g, 0,49 mmol) a triethylamin (1,2 eq., 0,059 g, 0,58 mmol)
jako baze. Reakce probéhla do 30 minut, alkylace byla ovéfena pomoci TLC. Nasledné byl
odparen acetonitril na rotac¢ni vakuové odparce, produkt rozpustén v ethyl-acetatu (30 ml),
nasledné extrahovan vodnym roztokem NaHCOs; (3x30 ml), organickd vrstva oddélena,
vysusena bezvodym siranem sodnym, zfiltrovana a v zavéru bylo rozpoustédlo opét odpareno
za snizeného tlaku. Ziskané produkty 4, 5, 6 a 7 byly precistény na sloupcové chromatografii za
vyuziti silikagelu jako stacionarni faze a smési hexan:ethyl-acetat v poméru 5:2 jako mobilni
faze. Po precisténi byly findlni latky v dostate¢né kvalité pro odeslani na testovani jejich

antimykobakterialni aktivity in vitro na specializovaném pracovisti.

—N

i)
=Z

o B
(2}
Ego
z
o
N

3

TOOTI
(@]
I
w

Noah
&

A 000

Schéma 4: Pfiprava findlnich 1,3,4-oxadiazol( 4-7 alkylaéni reakci

4: 2-fenyl-5-[(5-nitrofuran-2-yl)methylsulfanyl]-1,3,4-oxadiazol
Vzhled: Zlutd krystalicka latka
Molarni hmotnost: 303,299 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,147 g
Prakticky vytéZzek: 0,108 g (73 %)
H NMR (500 MHz, aceton) & 8,08-8,00 (m, 2H), 7,67-7,56 (m, 3H), 7,48 (d, J = 3,7 Hz, 1H), 6,9
(d, J=3,7,1H), 4,80 (s, 2H).
13C NMR (126 MHz, aceton) 6 166,95, 163,19, 155,07, 132,75, 130,11, 127,37, 124,51, 113,78,
113,73, 29,25.
Elementdrni analyza:
->vypocteno: C, 51,48; H, 2,99; N, 13,85; S, 10,57
->zméreno: C, 51,65; H, 3,02; N, 13,77; S, 11,14
Teplota tani: 102-104 °C
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5: 2-(4-methoxyfenyl)-5-[(5-nitrofuran-2-yl)methylsulfanyl]-1,3,4-oxadiazol
Vzhled: ZlutooranzZova krystalicka latka
Molarni hmotnost: 333,318 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 0,162 g
Prakticky vytézek: 0,090 g (56 %)
'H NMR (500 MHz, aceton) & 7,97 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,48 (dd, J = 3,7, 0,5 Hz, 1H), 7,13 (d, J =
8,5 Hz, 2H), 6,88 (dd, J = 3,7, 0,6 Hz, 1H), 4,77 (s, 2H), 3,92 (s, 3H).
13C NMR (126 MHz, aceton) 6 166,94, 163,51, 162,31, 155,16, 129,21, 116,82, 115,51, 113,73,
55,93, 29,28.
Elementarni analyza:
-> vypocteno: C, 50,45; H, 3,33; N, 12,61; S, 9,62
->zméreno: C, 48,76; H 3,47; N, 11,50; S 9,21
Teplota tani: 108-110 °C

6: 2-(4-chlorfenyl)-5-[(5-nitrofuran-2-yl)methylsulfanyl]-1,3,4-oxadiazol
Vzhled: hnédobila krystalicka latka
Molarni hmotnost: 337,734 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 0,164 g
Prakticky vytéZzek: 0,100 g (61 %)
'H NMR (500 MHz, aceton) & 8,05 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,64 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,48 (dd, J = 3,7,
0,5 Hz, 1H), 6,89 (dd, J = 3,8, 0,7 Hz, 1H), 4,80 (s, 2H).
13C NMR (126 MHz, aceton) § 166,17, 163,53, 155,00, 138,27, 130,36, 129,04, 123,27, 113,81,
113,73, 29,23.
Elementdrni analyza:
->vypocteno: C, 46,23; H, 2,39; N, 12,44; S, 9,49
->zméreno: C, 46,46; H, 2,49; N, 11,73; S, 9,01
Teplota tani: 125-127 °C

7: 2-(4-bromfenyl)-5-[(5-nitrofuran-2-yl)methylsulfanyl]-1,3,4-oxadiazol
Vzhled: hnédobila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 382,188 g/mol

Teoreticky vytéZzek: 0,186 g

Prakticky vytéZzek: 0,080 g (43 %)
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'H NMR (500 MHz, aceton) 6 7,98 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,81 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,48 (dd, J = 3,7,
0,6 Hz, 1H), 6,89 (dd, J = 3,8, 0,6 Hz, 1H), 4,81 (s, 2H).
13C NMR (126 MHz, aceton) & 166,28, 163,57, 155,00, 133,38, 129,17, 126,71, 123,69, 113,82,
113,73, 29,24.
Elementdarni analyza:

-> vypocteno: C, 40,86; H, 2,11; N, 10,99; S, 8,39

->zméreno: C, 40,86; H, 1,94; N, 10,92; S, 8,48
Teplota tani: 143,5-145,5 °C

6.2.1.2 Sériell

Vsechny latky v této sérii jako reverzni derivaty latek ze série | byly pfipraveny z vychozi 5-nitrofuran-

2-karboxylové kyseliny.

I Vychozi kyselina (0,5 g, 3,18 mmol; 2 g, 12,73 mmol) byla esterifikovdna methanolem (25 ml;
50 ml) za ptidani malého mnoZstvi 96% kyseliny sirové (0,2 ml) jako katalyzatoru. Reakéni smés
byla zahfivana 40 hodin, pribéh reakce sledovan pomoci TLC. Nasledné bylo odpareno
rozpoustédlo za snizeného tlaku a odparek rozpustén v ethyl-acetatu (30 ml), provedena
extrakce s NaHCOs (3x40 ml), organicka vrstva oddélena, vysusena bezvodym Na,SO; a

rozpoustédlo odpareno. Latka 8 byla ptipravena v dostatec¢né kvalité pro dalsi reakce.

CH4OH
OZN\Q/COOH 3 ozN\i‘ifcoocH3
L o U

8

Schéma 5: Esterifikace vychozi karboxylové kyseliny za vzniku esteru 8

8: methylester kyseliny 5-nitrofuran-2-karboxylové
Vzhled: Zluta krystalickd latka
Molarni hmotnost: 171,108 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,545 g; 2,179 g
Prakticky vytéZzek: 0,270 g (50 %); 1,620 g (74 %)
IH NMR (500 MHz, CDCls) & 7,35 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 7,30 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 3,98 (s, 3H).
13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 157,36, 144,71, 118,84, 111,47, 52,90.
Elementarni analyza:
-> vypocteno: C, 42,12; H, 2,95; N, 8,19
->zméreno: C, 42,21; H, 2,73; N, 8,03
Teplota tani: 75-77 °C (lit.* 77-79 °C)
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Ester 8 byl pfeveden na hydrazid 9. Do reakcni smési k esteru (1 eq., 0,1 g, 0,58 mmol; 1 eq., 1
g, 5,84 mmol) v roztoku ethanolu (5 ml; 50 ml) byl za chlazeni v ledu pfidan po kapkach 64,5%
roztok hydrazin-hydratu (2 eq., 0,091 g, 1,81 mmol; 2 eq., 0,910 g, 18,10 mmol). Reakéni smés
byla dale chlazena v ledu, vznik hydrazidu byl po 1 hodiné detekovdn pomoci TLC. Nasledné
byla smés premisténa do mrazaku, kde hydrazid vykrystalizoval. Poté byl odfiltrovan na
Blchnerové nalevce, promyt vodou a vysuSen v exikdtoru. Liatka 9 byla pfipravena

v dostatecné kvalité pro dalsi reakce.

OZN\(iW/coocH3 NH,NH3.H,0 OZN\@]/CONHNHZ

EtOH
8 9

Schéma 6: Priprava hydrazidu 9 z esteru 8

9: 5-nitrofuran-2-karbohydrazid
Vzhled: olivové zelend krystalicka latka
Molarni hmotnost: 171,112 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,100 g; 1,000 g
Prakticky vytéZzek: 0,060 g (60 %); 0,845 g (85 %)
'H NMR (500 MHz, DMSO) & 10,12 (s, 1H), 7,73 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 7,35 (d, J = 3,9 Hz, 1H),
4,67 (s, 2H).
13C NMR (126 MHz, DMSO) & 155,84, 151,73, 147,94, 114,96, 113,57.
Elementdrni analyza:
->vypocteno: C, 35,10; H, 2,95; N, 24,56
-> zméfeno: C, 35,03; H, 2,74; N, 24,61
Teplota tani: 153—155 °C (lit.*¢ 171-172 °C)

Hydrazid 9 byl prfeveden na 5-(5-nitrofuran-2-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-thiol 10. K hydrazidu 9 (1
eq.,0,1g,0,58 mmol; 1eq.,0,2g,1,17 mmol) rozpusténém v ethanolu (10 ml; 30 ml) byl pfidan
roztok KOH (1 eq., 0,033 g, 0,59 mmol; 1 eq., 0,066 g, 1,18 mmol) za chlazeni v ledu a nasledné
pomalu ptidan CS; (3 eq., 0,134 g, 1,76 mmol; 1 eq., 0,268 g, 3,52 mmol). Reakéni smés byla
po vzniku zdkalu zahfivana pod zpétnym chladicem 10 hodin, probéhnuti reakce bylo
sledovano pomoci TLC. Po dokonceni byl odparen ethanol, ziskana smés rozpusténa ve vodé a
okyselena 35% HCI na pH 2. Produkt byl nasledné extrahovan ethyl-acetatem (3x30 ml),
vysusen bezvodym Na,SO,, zfiltrovan a rozpoustédlo odpareno. Ziskany substituovany 1,3,4-

oxadiazol-2-thiol 10 byl ziskan v dostatecné kvalité pro pouZiti v zavérecné alkylac¢ni reakci.
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Schéma 7: Priprava substituovaného 1,3,4-oxadiazolu 10 z hydrazidu 9

10: 5-(5-nitrofuran-2-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-thiol

Vzhled: krystalicka latka

Molarni hmotnost: 213,167 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,125 g, resp. 0,249 g

Prakticky vytézek: 0,060 g (48 %); 0,120 g (96 %); 0,118 g (95 %), resp. 0,234 g (94 %)

'H NMR (500 MHz, aceton) & 13,62 (s, 1H), 7,77 (dd, J = 4,0, 0,6 Hz, 1H), 7,58 (dd, J = 3,9,
0,7 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, aceton) 6§ 178,78, 152,94, 140,13, 117,03, 113,83.

Celé vytézky byly pouzity pro ndsledné reakce.

Thiol 10 (1,1 eq., 0,1 g, 0,47 mmol) byl rozpustén v acetonitrilu (10-15 ml). K roztoku bylo
pridano v poloze 4 substituované (R = H, Br, Cl, OCHs) alkylaéni Cinidlo benzylbromid, resp.
chlorid (1 eq.) a triethylamin (1,2 eq., 0,052 g, 0,51 mmol) jako baze. Reakce probihala za
michani pfi laboratorni teploté velmi pomalu, dokonceni reakce bylo urychleno zahtivanim
reakéni smési po dobu 4-20 hodin. Pribéh alkylace byl ovéfovan pomoci TLC. Nasledné byl
odparen acetonitril na rotacni vakuové odparce. Produkt byl rozpustén v ethyl-acetatu (30 ml),
extrahovan vodnym roztokem NaHCOs; (3x30 ml), organicka vrstva oddélena, vysusena
bezvodym siranem sodnym, zfiltrovdna a rozpoustédlo odpareno za snizeného tlaku. Ziskané
findlni latky 11, 12, 13 a 14 byly precistény na sloupcové chromatografii za vyuZiti silikagelu
jako stacionarni faze a smési hexan:ethyl-acetat v poméru 2:1 jako mobilni faze. Po precisténi
byly latky v dostatecné kvalité pro odeslani na testovani jejich antimykobakterialni aktivity in

vitro na specializovaném pracovisti.
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14: R =Cl

Schéma 8: Priprava findlnich 1,3,4-oxadiazoli 11-14 alkylacni reakci
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11: 2-(benzylsulfanyl)-5-(5-nitrofuran-2-yl)-1,3,4-oxadiazol
Vzhled: svétle hnéda krystalicka latka
Molarni hmotnost: 303,292 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 0,129 g
Prakticky vytézek: 0,120 g (93 %)
'H NMR (500 MHz, DMSO) 6 7,92 (dd, J = 4,0, 0,5 Hz, 1H), 7,66 (dd, J = 4,1, 0,5 Hz, 1H), 7,52—
7,44 (m, 2H), 7,39-7,26 (m, 3H), 4,61 (s, 2H).
13C NMR (126 MHz, DMSO) & 164,90, 156,87, 152,69, 139,75, 136,35, 129,29, 128,80,
128,07, 116,66, 114,26, 36,22.
Elementarni analyza:
-> vypocteno: C, 51,48; H, 2,99; N, 13,85; S, 10,57
->zméreno: C, 51,24; H,2,98; N, 13,71; S, 11,41
Teplota tani: 115,5-117,5 °C

12: 2-[(4-brombenzyl)sulfanyl]-5-(5-nitrofuran-2-yl)-1,3,4-oxadiazol
Vzhled: Zlutozelena krystalicka latka
Molarni hmotnost: 382,188 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 0,163 g
Prakticky vytéZzek: 0,129 g (79 %)
'H NMR (600 MHz, DMSO) 6 7,88 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 7,62 (d, J = 4,1 Hz, 1H), 7,51 (d, J =
8,5 Hz, 2H), 7,42 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 4,55 (s, 2H).
13C NMR (151 MHz, DMSO) & 165,11, 157,31, 153,07, 140,11, 136,51, 132,03, 131,89,
121,61, 117,05, 114,63, 35,81.
Elementdrni analyza:
-> vypocteno: C, 40,86; H, 2,11; N, 10,99; S, 8,39
->zméreno: C,41,39; H, 2,24; N, 10,48; S, 8,01
Teplota tani: 131-133 °C

13: 2-[(4-methoxybenzyl)sulfanyl]-5-(5-nitrofuran-2-yl)-1,3,4-oxadiazol
Vzhled: Zlutd krystalicka latka

Molarni hmotnost: 333,318 g/mol

Teoreticky vytéZzek: 0,156 g

Prakticky vytézek: 0,141 g (90 %)
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'H NMR (600 MHz, DMSO) 6 7,88 (d, J = 4,1 Hz, 1H), 7,63 (d, J = 4,1 Hz, 1H), 7,37 (d, J =
8,7 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,53 (s, 2H), 3,69 (s, 3H).
13C NMR (151 MHz, DMSO) & 165,37, 159,50, 157,19, 153,06, 140,15, 131,01, 128,34,
117,01, 114,64, 114,57, 55,65, 36,35.
Elementdarni analyza:

-> vypocteno: C, 50,45; H, 3,33; N, 12,61; S, 9,62

->zméreno: C, 48,45; H, 3,31; N, 11,86; S, 9,62
Teplota tani: 142-144 °C

14: 2-[(4-chlorbenzyl)sulfanyl]-5-(5-nitrofuran-2-yl)-1,3,4-oxadiazol
Vzhled: Zlutooranzova krystalicka latka
Molarni hmotnost: 337,734 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,179 g
Prakticky vytézek: 0,127 g (71 %)
'H NMR (500 MHz, DMSO) 6 7,91 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 7,66 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 7,52 (d, /= 8,5
Hz, 2H), 7,41 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 4,60 (s, 2H).
13C NMR (126 MHz, DMSO) & 164,74, 156,92, 152,68, 139,73, 135,70, 132,68, 131,18,
128,72, 116,67, 114,25, 35,38.
Elementdarni analyza:
-> vypocteno: C, 46,23; H, 2,39; N, 12,44; S, 9,49
->zméreno: C, 45,87; H, 2,31; N, 12,09; S, 9,75
Teplota tani: 126-128 °C

6.2.2 Priprava substituovanych tetrazoli (série lll)

Vsechny finalni latky v této sérii byly pfipraveny z vychozich 1-substituovanych tetrazol-5-thiold, které
byly pfipraveny jiz dfive na KOBCH.

Prislusny substituovany tetrazol-5-thiol (1,1 eq.; R = H, Br, Cl, OCHs) byl rozpustén v acetonitrilu
(10-15 ml). K roztoku bylo ptidano alkylacni cCinidlo 5-brommethyl-2-nitrofuran (1 eq., 0,1 g, 0,49
mmol) a triethylamin (1,2 eq., 0,059 g, 0,58 mmol) jako baze. Reakce za michani pfi laboratorni teploté
probéhla do 10 minut, ukonceni bylo ovéfeno pomoci TLC. Po odpareni acetonitrilu byl produkt
rozpustén v ethyl-acetatu (30 ml), nasledné extrahovan vodnym roztokem NaHCOs3 (3x30 ml), vysusen
bezvodym Na,SQO,, zfiltrovan a rozpoustédlo odpareno za snizeného tlaku. Ziskané latky 15, 16, 17 a 18

byly precistény na sloupcové chromatografii za vyuziti silikagelu jako stacionarni faze a smési
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hexan:ethyl-acetat v poméru 2:1 (15, 17) nebo 3:1 (16, 18) jako mobilni faze. Po precisténi byly finalni
latky v dostatecné kvalité pro odeslani na testovani jejich antimykobakteridlni aktivity in vitro na

specializovaném pracovisti.
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Schéma 9: Priprava findlnich tetrazoli 15-18 alkylaéni reakci

15: 1-fenyl-5-[(5-nitrofuran-2-yl)methylsulfanyl]-1H-tetrazol
Vzhled: oranzova krystalicka latka
Molarni hmotnost: 303,130 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,147 g
Prakticky vytéZzek: 0,083 g (56 %)
'H NMR (500 MHz, aceton) 6 7,72-7,64 (m, 5H), 7,45 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 6,86 (d, J = 3,7 Hz, 1H), 4,83
(s, 2H).
13C NMR (126 MHz, aceton) & 154,77, 153,78, 134,41, 131,42, 130,85, 129,48, 125,23, 113,93,
113,70, 29,86.
Elementarni analyza:
-> vypocteno: C, 47,52; H, 2,99; N, 23,09; S, 10,57
->zméreno: C, 48,37; H, 3,36; N, 20,79; S, 9,76
Teplota tani: 116-118 °C

16: 1-(4-chlorfenyl)-5-[(5-nitrofuran-2-yl)methylsulfanyl]-1H-tetrazol

Vzhled: Zlutd krystalickd latka

Moléarni hmotnost: 337,738 g/mol

Teoreticky vytéZzek: 0,164 g

Prakticky vytézek: 0,120 g (73 %)

IH NMR (500 MHz, DMSO) 6 7,73 (d, J = 9,2 Hz, 2H), 7,69 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,60 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 6,81
(d, J = 3,7 Hz, 1H), 4,75 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO) & 154,35, 153,25, 151,29, 135,55, 131,85, 130,18, 126,73, 114,19, 113,60,
29,41.
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Elementdrni analyza:
-> vypocteno: C, 42,68; H, 2,39; N, 20,74; S, 9,49
->zméreno: C, 42,77; H, 2,25; N, 20,64; S, 9,78
Teplota tani: 110-112 °C

17: 1-(4-bromfenyl)-5-[(5-nitrofuran-2-yl)methylsulfanyl]-1H-tetrazol
Vzhled: svétle Zluta krystalickd latka
Molarni hmotnost: 382,192 g/mol
Teoreticky vytézek: 0,186 g
Prakticky vytézek: 0,125 g (67 %)
IH NMR (500 MHz, DMSO) 6 7,86 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,64 — 7,59 (m, 3H), 6,81 (dd, J = 3,7, 0,8 Hz, 1H),
4,75 (s, 2H).
13C NMR (126 MHz, DMSO) & 154,35, 153,21, 151,30, 133,13, 132,28, 126,89, 124,12, 114,20, 113,60,
29,42.
Elementdarni analyza:
->vypocteno: C, 37,71; H, 2,11; N, 18,32; S, 8,39
->zméreno: C, 38,35; H, 2,01; N, 18,30; S, 8,43
Teplota tani: 148-150 °C

18: 1-(4-methoxyfenyl)-5-[(5-nitrofuran-2-yl)methylsulfanyl]-1H-tetrazol
Vzhled: svétle Zluta krystalickd latka
Molarni hmotnost: 333,322 g/mol
Teoreticky vytéZzek: 0,162 g
Prakticky vytézek: 0,145 g (90 %)
IH NMR (500 MHz, DMSO) 6 7,60 (dd, J = 3,8, 0,6 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 9,1 Hz, 2H), 7,16 (d, J = 9,1 Hz,
2H), 6,80 (dd, J = 3,7, 0,7 Hz, 1H), 4,73 (s, 2H), 3,84 (s, 3H).
13C NMR (126 MHz, DMSO) 6 161,15, 154,78, 153,55, 151,59, 126,89, 125,90, 115,45, 114,52, 113,80,
56,16, 29,52.
Elementarni analyza:
-> vypocteno: C, 46,84; H, 3,33; N, 21,01; S, 9,62
->zméreno: C, 46,27; H, 3,15; N, 20,85; S, 10,12
Teplota tani: 128-130 °C
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6.3 Priprava latek obsahujicich 5-nitropyridinylovou skupinu

6.3.1 Priprava substituovanych 1,3,4-oxadiazoll (série IV)

Vsechny latky v této sérii byly pfipraveny z vychozi 5-nitropyridin-3-karboxylové kyseliny. Série IV

nebyla dokoncena.

I.  Vychozi karboxylova kyselina (1,85 g, 11,00 mmol) byla esterifikovana methanolem (40 ml) za
pridani 96% kyseliny sirové (0,5 ml) jako katalyzatoru. Reakéni smés byla zahtivana 15 hodin,
prabéh reakce byl sledovan pomoci TLC. Nasledné bylo odpareno rozpoustédlo za snizeného

tlaku. Ester 19 byl bez dalSiho zpracovani pouzit do dalsi reakce.

ON COOH O,N COOCH
2 B CHyOH 2 B ’
— - 7

N H,SO, N
19

Schéma 10: Esterifikace vychozi karboxylové kyseliny za vzniku esteru 19

19: methylester 5-nitropyridin-3-karboxylové kyseliny
Vzhled: ¢ervena krystalicka latka

Molarni hmotnost: 182,135 g/mol

Teoreticky vytézek: 2,004 g

Prakticky vytézek: 1,850 g (92 %)

Cely vytézek byl pouZit pro naslednou reakci.

Il Ester 19 byl prfeveden na hydrazid 20. Do reakcni smési k esteru 19 (1 eq., 1,85 g, 10,16 mmol)
v roztoku ethanolu (50 ml) byl pfidan po kapkach 64,5% roztok hydrazin-hydratu (2 eq., 1,58
g, 31,56 mmol). Reakéni smés byla zahfivana 8 hodin, vznik hydrazidu 20 byl detekovan pomoci

TLC. Reakéni smés byla bez dalSiho zpracovani pouzita pro naslednou reakci, pfipravu thiolu.

OzN\(j/COOCHB NH,NH,.H,0 OZN\(TCONHNHz
_—
“ EtOH z

N N
19 20

Schéma 11: Priprava hydrazidu 20 z esteru 19
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20: 5-nitropyridin-3-karbohydrazid

Vzhled: Cervena latka

Molarni hmotnost: 182,139 g/mol

Teoreticky vytézek: 2,004 g

'H NMR (600 MHz, DMSO) & 10,27 (s, 1H), 9,44 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 9,28 (d, J = 2,0 Hz, 1H),
8,85 (t,J=2,1 Hz, 1H), 4,73 (s, 2H).

Hydrazid 20 byl preveden na substituovany thiol 21. K hydrazidu 20 (1 eq., teoreticky 2,0 g,
10,16 mmol) rozpusténém v ethanolu (60 ml) byl pfidan roztok KOH (1 eq., 0,57 g, 10,16 mmol)
a nasledné pomalu po kapkach pridavan CS; (3 eq., 2,32 g, 30,47 mmol). Reakéni smés byla po
vzniku zdkalu zahfivana pod zpétnym chladi¢em 19 hodin, pribéh reakce byl sledovan pomoci
TLC. Po dokonceni reakce byl odparen ethanol na rota¢ni vakuové odparce, ziskana smés byla
rozpusténa ve vodé a okyselena 35% HCl na pH 2. Produkt byl ndsledné extrahovan ethyl-
acetatem (3x60 ml), vysusen bezvodym siranem sodnym, zfiltrovan a rozpoustédlo opét
odparfeno za snizeného tlaku. Ziskany substituovany thiol 21 obsahoval dle vysledkdi NMR

necistoty, i pfesto byl pouzit pro nasledné alkylacni reakce.

SH
O2N._~_-CONHNH, KOH, cs, O2N o—(
e e ey L
=
N EtOH =
20 21

Schéma 12: Priprava substituovaného 1,3,4-oxadiazolu 21 z hydrazidu 20

21: 5-(5-nitropyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-thiol
Vzhled: Cervena latka

Molarni hmotnost: 224,194 g/mol

Teoreticky vytéZek: 2,462 g

Prakticky vytézek: 2,143 g (87 %)

NMR spektrum odhalilo pfitomnost nedistot.

Thiol 21 (1,1 eq., 0,2 g, 0,89 mmol) byl rozpustén v acetonitrilu (15 ml) a k roztoku bylo ptidano
alkylacni cinidlo benzylbromid (1 eq.), resp. 4-brombenzylbromid (1 eq.) a triethylamin (1,2
eq., 0,099 g, 0,97 mmol) jako baze. Reakce byla urychlena zahtivanim reakcni smési po dobu
7 hodin. Prabéh alkylace byl ovérovan pomoci TLC. Po odpareni acetonitrilu na rota¢ni vakuové

odparce byl produkt rozpustén v ethyl-acetatu (30 ml), nasledné extrahovan vodnym roztokem
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NaHCOs (3x30 ml), vysusen bezvodym siranem sodnym, zfiltrovan a rozpoustédlo odpareno za
snizeného tlaku. Ziskany produkt 22 byl precistén na sloupcové chromatografii za vyuziti
silikagelu jako stacionarni faze a smési hexan:ethyl-acetdt v poméru 7:1 jako mobilni faze. Na
zakladé vysledkd analyzy latky 22 nebyl produkt 23 precistén na sloupcové chromatografii a

série nebyla dokoncena.

SH Br N-N
O,N O Et;N | s/\Q\R
—\( 3 O2N\(j/l\o>§
_ CH5CN »
N R N
21 22:R = Br
23:R=H

Schéma 13: Pfiprava findlnich 1,3,4-oxadiazol(i 22, 23 alkylacni reakci

22: 2-[(4-brombenzyl)sulfanyl]-5-(5-nitropyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazol
Vzhled: hnéda latka

Molarni hmotnost: 393,215 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,351 g

NMR spektrum odhalilo pfitomnost smési o vice latkach.

23: 2-(benzylsulfanyl)-5-(5-nitropyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazol
Vzhled: hnéda latka

Molarni hmotnost: 314,319 g/mol

Teoreticky vytéZzek: 0,280 g

Nebylo pFistoupeno k ¢isténi produktu a jeho charakterizaci.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Priprava nitroheteroaromatt v této praci

V ramci této prdce jsme se pokusili pfipravit nové antituberkuloticky ucinné latky obsahujici ve své
strukturfe 5-nitrofurylovou nebo 5-nitropyridinylovou skupinu. Vychazeli jsme z dfive objevenych
antituberkuloticky dcinnych 3,5-dinitrofenyl-substituovanych Ilatek, které vykazaly velmi dobrou
antimykobakteridlni G¢innost, a u kterych jsme zaménili pravé klicovou 3,5-dinitrofenylovou skupinu.®
Veskeré reakce vychazely z obecného kaskadovitého postupu 4 reakci ovéreného v ramci drivéjsiho
vyzkumu na KOBCH:

1. Pfemeéna substituované vychozi karboxylové kyseliny na jeji ester.

2. Premeéna esteru kyseliny na jeji hydrazid.

3. Pfeména hydrazidu na substituovany 1,3,4-oxadiazol-2-thiol.

4. Zavérecna alkylace sulfanylové skupiny alkyla¢nim cinidlem a ziskani finalnich latek.

Byly pfipraveny celkem 4 série latek (I-IV). Série | a Il jsou zaloZeny na substituovanych
oxadiazolech obsahujicich 5-nitrofurylovou skupinu vzdy v poctu 4 findlni latky v sérii. Série lll je
zaloZena na substituovanych tetrazolech obsahujicich 5-nitrofurylovy zbytek v poctu 4 finalni Iatky.
Série IV nebyla dokonéena, nepodatilo se pfipravit pozadované substituované oxadiazoly obsahuijici 5-
nitropyridinylovou skupinu. Jednotlivé findlni latky v kazdé sérii se liSi ve své substituci na benzenovém
jadre v poloze 4 — byl vybradn nesubstituovany derivat a dale se substituci methoxy skupinou, chlorem
a bromem. Vybér byl proveden na zdkladé predchozich studii a dfive pfipravenych sérii, aby bylo
mozZné pFfimé srovnani antimykobakteridlniho Gcinku finalnich Iatek této prace sjiz v minulosti

pripravenymi latkami na KOBCH.

7.2 Odlisnosti od obecnych reakcnich postupt u jednotlivych sérii

7.2.1 Sérielalll

U série | a Ill bylo cilem ovéfit antimykobakteridlni U¢innost 5-nitrofurylové skupiny, ktera nahradila
3,5-dinitrofenylovou, vazané na dvou zdakladnich heterocyklech (substituované 1,3,4-oxadiazoly a

tetrazoly).
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7.2.2 Sériell

Vramci série Il jsme pfipravili reverzni derivaty findlnich latek ze série | a ovéfili jejich
antimykobakteridlni ucéinnost. Vychozi kyselina 5-nitrofuran-2-karboxylova je dle vysledk( prace
nachylnéjsi k rozkladu, a proto byly nékteré reakcni postupy odlisné.

PFi uplatnéni postupu syntézy hydrazidu ze série | (kapitola 6.2.1.1, reakce Il., 2) doslo po
pfidani 5 eq. hydrazin-hydratu k rozkladu produkt(i reakce. Empiricky se jako vhodné mnozZstvi jevily 2
eq. hydrazin-hydratu (kapitola 6.2.1.2, reakce Il., 9). Jako nevhodné se ukazalo zahfivani reakéni smési,
resp. nasledné zpracovani nevykrystalizovaného produktu za vyuziti vakuové rota¢ni odparky. DalSim
problémem byla ¢aste¢na rozpustnost hydrazidu ve vodé. Po probéhnuti reakce za chlazeni v ledu byl
proto hydrazid ponechan k vykrystalizovani v mrazaku a nasledné odfiltrovan na Blichnerové ndlevce.

PFi nasledné reakci, pfipravé 1,3,4-oxadiazol-2-thiolu z hydrazidu (kapitola 6.2.1.2, reakce .,
10), bylo rovnéz pouZito chlazeni v ledu pfi pfidavani roztoku KOH z obavy o jeho rozkladny ucinek na

nitrofuran.

7.2.3 SérielV

U série IV bylo snahou zaménit 5-nitrofuran za strukturné podobny 5-nitropyridin. Byl uplatnén postup
reakci ze série Il, avSak zavérecna alkylacni reakce z neznamého divodu neprobéhla ocekdvanym
zpUsobem (kapitola 6.3.1, reakce IV., 22) — po precisténi na sloupcové chromatografii, za vyuziti
silikagelu jako stacionarni faze a smési hexan:ethyl-acetdt v poméru 7:1 jako mobilni faze, byly ziskany
dvé hlavni frakce, avSak ani jedna z nich finalni latku dle vysledkd NMR spektra neobsahovala. Z tohoto
dlvodu nebyla ani latka 23 cisténa na sloupcové chromatografii a zbyvajici dvé latky k dokonceni série
IV jiz nebyly viibec pfipraveny. Problémem pfi snaze o zpracovani meziproduktl v ramci této série byla

také vysokd rozpustnost hydrazidu 20 ve vodé.

Ve

7.3 Vysledky antimykobakteridlni a¢innosti in vitro

Vsechny findIni latky v rdmci sérii I-IIl byly odeslany na specializované pracovisté (Zdravotni Ustav se
sidlem v Ostravé) ktestovani jejich antimykobakteriadlni aktivity in vitro. Byly vyuZity 3 kmeny
mykobakterii: M. tuberculosis a netuberkulézni kmeny M. avium a M. kansasii. Pro predstavu efektivity
klasickych antituberkulotik Tabulka 2 zachycuje Ucinnost standardné pouzivanych anti-TB IécCiv I. linie.

Tabulky 3, 4 a 6 ukazuji vysledky jednotlivych findlnich latek ze sérii I-Ill zaroven s vysledky
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antimykobakterialni aktivity u jednotlivych predlohovych latek. Tabulky 5 a 7 ukazuji vysledky dalSich
podobnych latek z predchoziho vyzkumu na KOBCH (kapitola 4.4).

Antimykobakteridlni aktivita je u vSech latek vyhodnocena jako minimalni inhibicni
koncentrace (MIC) v umol.I". Tato hodnota udava nejnizsi koncentraci testované latky v umol.I?, kterd
zpUsobuje inhibici ristu mykobakterii. Hodnoty MIC, pokud neni uvedeno jinak, byly zjistovany po 14

a 21 dnech méreni u M. tuberculosis, M. avium a po 7, 14 a 21 dnech u M. kansasii.

Tabulka 2: Antimykobakteridlni aktivita anti-TB IéCiv I. linie (uvedeny hodnoty MIC v umol.I%)

M. tuberculosis M. avium M. kansasii
rifampicin 0,25 31 0,125
P (14 dn)*> ¥ (14 dng)= ¥ (14 dn)*> ¥
isoniazid 05/1 >250 / >250 4/4/4
(14/21dn0)*>% | (14/21dn0)*>% | (7/14/21dn0)**
7,8
ethambutol (7 dnti)®?

Tabulka 3: Antimykobakteridlni aktivita findlnich latek 4-7 ze série | a srovndni s predlohovymi

3,5-dinitrobenzylsulfanylovymi derivéty (uvedeny hodnoty MIC v umol.I*)?

o] NO,
! »\S NO; R
. o \_/ o o
\
4.7 N-N NO,
M. . | M. avium M. kansasii M. i M. avium M. kansasii
tuberculosis tuberculosis
14/21dnt | 14/21dnG | 7/14 /21 dnl 14 /21 dnt 14 /21 dnh 7/14/21dn0
4
(R = H) 16/32 32/62 32/>32/>32 R=H 0,06 /0,06 16/ 32 1/1/2
5
(R = OCHs) >32 />32 64 / 64 >32 />32/>32 R=0CHs | 0,125/0,125 16/ 32 0,125/0,25/0,25
6
(R=Cl) 16/32 >32/>32 |>32/>32/>32 R=Cl 0,125/0,125 | >125/>125| 0,125/ 0,25/ 0,25
7
(R = Br) 8/16 16/32 16/16/32 R =Br 0,125/ 0,125 250 /250 0,125/0,25/0,25
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Tabulka 4: Antimykobakteridlni aktivita findlnich latek 11-14 ze série Il a srovndni s pifedlohovymi

Idtkami 4-7 ze série | (uvedeny hodnoty MIC v umol.I%)

O5N
(e}
7 S ) NO
9 O)\SAU 2
N—N R
11-14 4-7
M. . | M. avium M. kansasii M. . | M. avium M. kansasii
tuberculosis tuberculosis
14/21dnd | 14/21dnG | 7/14/21dnd 14/21dnd | 14 /21 dnd 7/14/21dn0
11 4
(R = H) 1/2 16/32 1/1/2 (R = H) 16/32 32/62 32/>32/>32
12 7
(R = Br) 1/1 32/32 2/2/4 (R = Br) >32/>32 64 / 64 >32/>32/>32
13 5
(R = OCHs) 1/1 32/32 1/1/2 (R = OCHs) 16/32 >32/>32 >32/>32/>32
14 1000/ 6
(R=c) 2/4 1000 2/2/4 (R=C) 8/16 16/32 16/16/32

Tabulka 5: Antimykobakteridlni aktivita plivodnich reverznich 1,3,4-oxadiazolii (uvedeny hodnoty

MIC v umol.I?) %
N—N
NO,
Ippts
R (@)
NO,

M. tuberculosis M. avium M. kansasii
14 dnli 14 dnl 14 dnG
R=H 0,5 4 0,5
R=Cl 0,03 - 0,06
R = OCH; 0,03 4 0,125
R =Br 0,03 125 0,03
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Tabulka 6: Antimykobakterialni aktivita findlnich Iatek 15-18 ze série Ill a srovndni s predlohovymi

3,5-dinitrobenzylsulfanylovymi derivdty (uvedeny hodnoty MIC v umol.I*)*®

N-N NO,
$NO e
R\©\ */UNOQ N
NN
S NO
N=N 2
15-18 R
M. . .. M. ., ..
. | M. avium M. kansasii . | M.avium M. kansasii
tuberculosis tuberculosis
14/21dnl | 14/21dnG | 7/14/21dn0 14/21dnl | 14 /21 dnd 7/14/21dnl
15
(R=H) >32/>32 500/500 |>32/>32/>32 R=H 4/4 62/62 2/4/16
16
(R=0l) 8/16 125/ 250 32/64/125 R=Cl 1/2 125/125 2/4/4
17
(R = Br) 16 /32 125/125 32/64/125 R=Br 1/1 125/125 1/2/2
18 _
(R = OCHs) 8/16 64 /125 32/64/125 R =0OCH3 2/4 16/32 1/4/4

Tabulka 7: Antimykobakteridlni aktivita piivodnich reverznich tetrazolii (uvedeny hodnoty MIC

v umol.I*)*¥

OoN N=N
N R
LT
O,N

M. tuberculosis M. avium M. kansasii
14 dnli 14 dnl 14 dnG
R=H 0,5 4 2
R=Cl 0,5 8 2
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Ze sérii I-lIl, ve kterych byla u findlnich latek zméfena jejich antimykobakteridlni aktivita,
nejvyssi ucinnost vykazuje série Il (Tabulka 4 vlevo). VSechny latky v této sérii maji podobnou aktivitu
proti kmenu M. tuberculosis a netuberkuléznimu kmenu M. kansasii v fadech 1-4 pumol.I. Tuto
aktivitu lze oznacit za velmi dobrou. V porovnani se soucasné pouzivanymi lécivy v terapii TB v I. linii
(Tabulka 2) nebo predlohovymi latkami této prace (Tabulky 3 vpravo, 5, 6 vpravo, 7) vsak latky ze sérii
vykazuje latka 7, substituovand na benzenovém jadre v poloze 4 atomem bromu. U sérii Il a lll se jevi
jako nejucinnéjsi substituent na benzenovém jadre v poloze 4 methoxy skupina, latky 13 a 18. Dle
vysledk( predchozich studii nasi vyzkumné skupiny Ize usoudit, Ze substituent na benzenovém jadre
nemad vyznamny vliv na antimykobakterialni aktivitu, ale ovliviiuje spise fyzikalné-chemické vlastnosti

molekuly, pfedevsim lipofilitu.?®
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8 ZAVER

Cilem této prace bylo navdzat na predchozi Uspésny objev vysoce antituberkuloticky ucinnych latek,
1,5- a 2,5-disubstituovanych tetrazold a 2,5-disubstituovanych oxadiazolli obsahujicich 3,5-
dinitrobenzylsulfanylovou skupinu, které byly pfipraveny na Katedre organické a biorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. V této prdci byla 3,5-dinitrofenylovd skupina nahrazena 5-
nitrofurylovou, resp. 5-nitropyridin-3-ylovou, které byly navazany na vybrané 1,3,4-oxadiazoly a
tetrazoly. Usp&¥né byly pfipraveny celkem 3 série latek (I-l11), sérii IV se nepodafilo dokondit.

Nejprve byla pfipravena série |, 2-substituované 5-[(5-nitrofuran-2-yl)methylsulfanyl]-1,3,4-
oxadiazoly. Pfipravené 4 finalni latky vykazaly antimykobakteriadlni uc¢innost vyjadienou v MIC 8—-64
umol.I’t (Tabulka 3 vlevo).

Dale byla ptipravena série Il, 2-alkylsulfanyl 5-(5-nitrofuran-2-yl)-1,3,4-oxadiazoly, které
obsahuji 5-nitrofurylovou skupinu zrcadlové navazanou na zakladni HET. Pfipravené 4 findlni latky
vykdazaly antimykobakteridlni u¢innost vyjadienou v MIC 1-32 pumol.I"? (Tabulka 4 vlevo). Tyto latky
maji nejvyssi anti-TB Uc¢innost ze vSech pripravenych findlnich latek v této praci.

Nasledné byla pripravena série lll, 1-substituované 5-[(5-nitrofuran-2-yl)methylsulfanyl]-1H-
tetrazoly. Pripravené 4 findini latky vykazaly antimykobakteridlni Gcinnost vyjadienou v MIC 8-500
umol.I’t (Tabulka 6 vlevo). Tyto latky maji nejnizéi anti-TB Gcinnost ze véech pfipravenych finélnich latek
v této prdaci.

Nakonec jsme se pokusili pFipravit sérii 1V, 2-alkylsulfanyl 5-(5-nitropyridin-3-yl)-1,3,4-
oxadiazoly. Pfipravené 2 finalni latky vsak dle vysledkl NMR neobsahuji poZzadované produkty, a proto
série nebyla dokoncena.

Vétsina pripravenych latek vtéto praci neprevySuje uUcinnost |éCiv pouzivanych v . linii
(Tabulka 2), resp. predlohovych latek této prace (Tabulky 3 vpravo, 5, 6 vpravo, 7). Nicméné produkty
11-14 ze série Il se svou Ucinnosti blizi standardné pouzivanym antituberkulotikim a jejich ucinnost

Ize tedy povaZovat ze velmi dobrou.
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