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2. ABSTRAKT
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Kandidat: Maria Murinova
Skolitel” doc. PharmDr. Jaroslav Roh, Ph.D.
Nazov prdce: Syntéza analoégov lansoprazolu s potencialnou

antimykobakterialnou aktivitou

Mycobacterium tuberculosis je baktéria, spdsobujuca zavazné infek¢né ochorenie,
tuberkulozu. Posledné Studie ukazuju nérast v pocte pacientov trpiacich tymto ochorenim,
poukazujiic na vzrastajucu rezistenciu tejto baktérie na vicSinu antibiotik. Vzhl'adom
k stcasnej globalizacii sveta ako d’alSieho z faktorov, ktory prispieva Sireniu tuberkuldzy aj do
oblasti, kde doteraz toto ochorenie bolo pod kontrolou, je priam nevyhnutné zameriavat’
pozornost na vyvoj novych antituberkulotik. Nedavne s$tadie zverejnili, Ze slubnym
kandidatom antituberkulotik je lansoprazol, ktory je znamy predovSetkym v suvislosti
inhibitorov Zaludocnej proténovej pumpy. Mechanizmus antimykobakteridlneho ucinku
spociva v tom, Ze lansoprazol po intracelularnej redukcii na lansoprazol sulfid zabija M.
tuberculosis inhibiciou cytochroému be-1. To robi z lansoprazol sulfidu vynikajicu zlaceninu

pre d’alSiu Strukturalnu optimalizaciu a Stidium vzt'ahov medzi Struktirou a aktivitou.
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Cielom tejto prace bolo modifikovat’ Struktiru lansoprazolu a pripravit’® jeho
analogy obmenou benzimidazolového heterocyklu. Boli tak pripravené série substituovanych
imidazolovych, 1,2,4-triazolovych, 1,3,4-oxadiazolovych, 1,3,4-thiadiazolovych a 1H-
tetrazolovych analogov lansoprazol sulfidu a testovana ich antimykobakterialna aktivita proti

Standardnému kmeniu M. tuberculosis H37Rv a proti M. avium a M. kansasii.
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3. ABSTRACT
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Title of diploma thesis:  Synthesis of lansoprazole analogs with potential

antimycobacterial activity

Mycobacterium tuberculosis is a bacterium that causes a serious infectious disease,
tuberculosis. Recent studies show an increase in the number of patients suffering from this
disease, pointing to the increasing resistance of this bacterium to most antibiotics. Given the
current globalization of the world, as another factor contributing to the spread of tuberculosis
in areas where the disease has been under control so far, it is essential to focus on the
development of new antituberculosis drugs. Recent studies have reported that a promising
candidate is lansoprazole, which is known primarily as gastric proton pump inhibitor. The
mechanism of the antimycobacterial effect is that lansoprazole, after intracellular reduction to
lansoprazole sulfide, kills M. tuberculosis by inhibiting cytochrome bc-1. This makes
lansoprazole sulfide an excellent compound for further structural optimization and study of its

structure-activity relationships.
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The aim of this work was to modify the structure of the lansoprazole and to prepare
its analogs by altering the benzimidazole heterocycle. Thus, a series of substituted imidazole,
1,2,4-triazole, 1,3,4-oxadiazole, 1,3,4-thiadiazole and 1H-tetrazole analogs of lansoprazole
sulfide were prepared and tested for their antimycobacterial activity against M. tuberculosis

H37Rv and against M. avium and M. kansasii.
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4. UVOD

4.1. Tuberkuloza

Tuberkul6za (TBC) je prenosné ochorenie, ktoré podla Svetovej zdravotnickej
organizacie (WHO) patri do rebricka desiatich najcastejSich pri¢in umrti. V roku 2019
sposobilo toto ochorenie 1,4 miliona umrti, vratane 208 000 I'udi postihnutych HIV, kde
sucasna diagnéoza TBC je hlavnou pri¢inou tychto umrti."? Okrem HIV ainych
imunodeficitnych stavov st d’al§imi rizikovymi faktormi faj¢enie, nadmerné uzivanie alkoholu
a tiez diabetes. TBC vedie na zozname hlavnych pri¢in imrti na jedného poévodcu infekcie, ¢o
znamena, Ze sa v poradi nachadza aj nad HIV/AIDS.?

Prejav TBC a frekvencia symptomov zavisia od toho, ¢i ide o primarnu, ¢i latentnt
TBC alebo o reaktivaciu latentnej TBC. Pacienti s primarnou TBC su ¢asto asymptomaticki
alebo malo symptomaticki. Symptémy, ktoré su najcastejSie pozorovatel'né a frekvencia ich

vyskytu u primarnej a reaktivovanej TBC st zndzornené v Tabulke 1.3

% postihnutych pacientov
SYMPTOMY Primarna TBC Reaktivovana TBC
Kasel 23-37 42
Horucka 18-42 37-79
Strata hmotnosti nezaznamenana 7-24
Hemoptyza 8 9

Tabul’ka 1 Prehlad symptomov u primarnej TBC a u reaktivovanej TBC

Povodcom tohto ochorenia sit mykobaktérie patriace do komplexu M. tuberculosis
(M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti a M. canettii), ktoré napadaji
predovSetkym pltca, ale vynimkou nie st ani ostatné tkanivd, u ktorych hovorime
o mimopl'icnej TBC.* Mykobaktérie sa neustale vyvijaji a ¢oraz viac odolavaju liecbe, ¢o

vedie k vzniku liekovo rezistentnej TBC.
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Kmene M. tuberculosis, rezistentné na antibiotika, ohrozuju pokrok v zvladani
globalnej epidémie. Aj ked’ sa naoko podla aktudlnych grafov WHO zd4a, ze vyskyt TBC
vSeobecne klesa, tak rezistencia naopak stipa, ¢o vedie k vy$Sej chorobnosti, umrtnosti
a v neposlednom rade aj k zvyseniu nakladov.’

Dal§imi, a to nie menej zavaznymi faktormi, ktoré prispievaju k rezistencii, je nizky
socialno-ekonomicky stav, imigra¢ny status a subezna infekcia inymi chorobami (HIV/AIDS,
diabetes, plesiiové ochorenia), nedodrziavanie liekovych rezimov, nespravne pouzivanie alebo
nespravne podavanie liekov.°

K rezistencii vSak prispievaji aj samotné mykobaktérie mechanizmami, akymi je
napriklad nepriepustnost’ bunkového obalu, efluxné pumpy, degradacia a modifikécia lieciva
a d’alSie. Pochopenie tychto mechanizmov z molekularneho, biologického a genetického

hladiska je nevyhnutné pri navrhovani inovativnych stratégii v boji proti rezistencii na lieky.

4.2. Liekovo rezistentné tuberkulozy

Sposob, akym sa mykobaktéria stava rezistentnou je dvojaky, vlastna a ziskana
rezistencia.

Vlastna rezistencia vyplyva zo stavby samotnej mykobaktérie, konkrétne jej
bunkovej steny, ktord je zloZzend z mykolovych kyselin a tie su vel'mi malo permeabilné pre
akékol'vek terapeutické Cinidlo. Pri dlhodobom vystaveni nizkodavkovym liekom dochadza
v bunke k zvySenej aktivacii transportnych proteinov a tym k vySsej exprimécii, a bunka sa tak
stdva nenavratne rezistentnou.’

Dal3im sposobom, a to ovel'a zavaznejsim, je ziskana rezistencia. Problém spogiva
v tom, Ze nespravne zvolena liecba alebo nizkodavkové rezimy indukuji v mykobaktérii
génové mutacie v cielovych Struktirach bunky, kde dané lieCivo pdsobi. Kmene s takto
ziskanou rezistenciou su prenosné a v d’alSich pacientoch mézu ziskavat’ d’alSie mechanizmy
rezistencie. Podl'a toho, na ktoré lie¢iva je mykobaktéria rezistentnd, rozliSujeme RR-TBC
(rifampicin rezistentna tuberkul6za), MDR-TBC (multirezistentna tuberkul6za) a XDR-TBC
(extenzivne rezistentna tuberkuloza).

V roku 2019 bolo zistenych a ozndmenych celkovo 206 030 I'udi s MDR / RR-TBC,
¢o predstavuje 10% ndrast zo 186 883 v roku 2018 a na liecbu bolo zaradenych 177 099 osdb,
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¢o je narast zo 156 205 od roku 2018. Posledné tidaje hlasené WHO o tspesnosti liecby MDR-
TBC dosahuju 57% tuspesnost’, ¢o stale nie je uspokojivy vysledok a znamena to, Ze inovacie
v terapii su neustale potrebné, aby sa dosiahlo znizenie vyskytu TBC na celom svete na urovne,
ktoré sa uz dosiahli v niektorych krajindch s nizkym zat'azenim, kde sa uz TBC povazuje za
chorobu minulosti.?

RR-TBC je rezistentna len voci rifampicinu a nie lie¢ivam z druhej ¢i tretej linie.
MDR-TBC je forma tuberkul6zy spdsobena baktériami, ktoré neodpovedajii na isoniazid
a rifampicin, ¢o s 2 najucinnejsie lieky prvej vol’by proti TBC. Liecba RR-TBC a MDR-TBC
je zvycajne dlhSia a pozostava z vybranych liekov prvej vol'by spolu s réznymi kombindciami
liekov druhej vol'by, medzi ktoré patria fluorochinolony (levofloxacin, ofloxacin), injekéné
lieciva  (amikacin, capreomycin, kanamycin) a dalSie (ethionamid/protionamid,
cykloserin/terizidon, linezolid, klofazimin). V nevyhnutnych pripadoch je mozné pouzit’ aj
doplnkové lie¢iva, medzi ktoré patria napriklad bedaquilin, delamanid a dalsie.® Tieto
moznosti su vSak obmedzené a vyzaduju dlhodobu terapiu — az 2 roky lie¢by liekmi, ktoré su
drahé a pri dlhodobom uzivani zle znaSatelné. V sucasnosti je mozné aplikovat’ aj skrateny
rezim v trvani 9 - 12 mesiacov, ktory doporucila WHO. Pred zacatim lieCby tymto rezimom je
vzdy potrebné vylucit rezistenciu na fluorochinolony. Z hl'adiska adherencie je pre pacientov
tento skrateny rezim I'ahsie absolvovatelny.®

XDR-TBC je zavaznejsi poddruh MDR-TBC. Rezistencia tohto druhu spociva
v minimalnej odpovedi na liecbu rifampicinom, isoniazidom, fluorochinolonom a tieZ
k injek&nému lie¢ivu druhej volby.¢ Liecba takto rezistentnej TBC je konzultovana od pripadu
k pripadu a musi byt konzultovana medzi odbornikmi.” Nagtastie vSak vyskyt takto rezistentnej
TBC oproti MDR / RR-TBC nie je aZ tak frekventovany.>

Jednou z inovécii v terapii rezistentnych TBC je napriklad pouzitie uz existujiiceho
lieku a jeho analogov, €o znizuje néklady na vyvoj lieku a zdroven skracuje dobu vyskumu. Na

b[19

tuto myslienku bolo zameranych viacero vyskumov, kde bolo hlavnym cielom ,,vylepSit* uz
existujuce lieciva pouzivané v terapii TBC.

Nov¢ antituberkulotikum by tak vSeobecne malo mat’ vlastnosti ako vyssiu aktivitu,
zniZenu toxicitu, kratku dobu liecby, vyhybat’ sa vyznamnym liekovym interakciam s lie¢ivami
aktualneho rezimu, mat’ efekt na MDR-TBC, XDR-TBC a tieZ vynikat novym mechanizmom

(cinku. '

12



4.3. Liec¢iva prvej linie pouZivané v Standardnom reZime terapie TBC a ich

analogy ako potencialne antituberkulotika

V sucasnosti je odporucanou lieCbou na TBC citlivej na lieky 6 - 9 mesacny rezim,
s pouzitim kombinacie liekov prvej vol'by: rifampicin, ethambutol, pyrazinamid a isoniazid,
kde stvorkombindcia tychto lieciv je poddvana po dobu 2 mesiacov a nasledujuce 4 mesiace je
podavana dvojkombinacia isoniazidu s rifampicinom. Uspe$nost’ takto nastavenej liecby

u TBC citlivej na tieto lie¢iva je najmenej 85%. >

4.3.1. Isoniazid a jeho analogy

Isoniazid patri medzi jednu z najacinnejSich zlacenin v terapii TBC. Aj ked
Struktira molekuly je na prvy pohlad jednoduché (Obrazok 3), mechanizmus tc¢inku je ovela
zlozitej$i a komplexnej$i. Spociva v ovplyvneni viacerych mechanizmov. Isoniazid je
prolie¢ivom, ktoré je aktivované kataldzou — peroxidadzou a aktivna molekula d’alej inhibuje
enzym, konkrétne enoyl-ACP reduktdzu, ¢o ma za nésledok inhibiciu tvorby mastnych kyselin,
vratane mykolovych kyselin, ktoré st podstatnou zloZkou bunecnej steny mykobaktérii.
Hlavnou pri¢inou rezistencie mykobaktérie je génova mutiacia najmi v tychto enzymoch.
Désledkom je tak hromadenie neaktivnej formy lieciva, ktoré nie je schopné inhibicie enzymu,
zodpovedného za syntézu bunkovej steny, ¢im dava mykobaktéridm Sancu na preZitie.'!
V snahe potlacit’ rezistenciu bola pripravena rada derivatov isoniazidu. Na molekulu isoniazidu
boli pripojené hlavne lipofilné fragmenty, o zvySuje permeaciu molekuly cez bunkov stenu
mykobaktérii. STubne vypada lipofilny derivat isoniazidu, zlucenina pod ozna¢enim LL- 3858,
kde k zakladnej Struktire isoniazidu bol naviazany substituovany pyrrolovy fragment (Obrazok
1). Dané zltcenina sa uz nachadza v pociatocnych fazach klinického testovania. Vyhodou je,

7e vykazuje aktivitu aj vo¢i MDR-TBC.'?
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Obrazok 1 Isoniazid a jeho analog LL-3858

4.3.2. Rifampicin a jeho analégy

Rifampicin ako jedno z kli¢ovych lie¢iv u¢inkuje na principe inhibicie predizenia
retazca RNA, tym, ze sa naviaze na RNA-polymerazu a ovplyviiuje tak transkripéné procesy
v bunke, ¢im ju nakoniec usmrti. Svojou makrocyklickou $truktirou sa radi medzi ansamyciny,
ktoré st lipofilné a dokézu tak prestupit’ aj cez hematoencefalickll bariéru. Do tejto skupiny
patri okrem rifampicinu aj rifabutin, rifapentin, a tiez rifalazil, ktory sice vykazoval vyssiu
aktivitu, ale kvoli zdvaznym vedl'ajsim ucinkom bol vyradeny z klinického testovania. Naopak
rifabutin sa osvedcil v terapii nielen TBC citlivej na lieky, kde nie je mozné pouzit rifampicin,
ale tiezZ v terapit MDR-TBC ako doplnkové lie¢ivo, ¢i sic¢astou liekového rezimu XDR-TBC.
Zaujimavou molekulou z rady ansamycinov je aj rifapentin, ktory je vyuzivany v prevencii
latentnej TBC u pacientov s HIV, kde jeho podavanie po dobu jedného mesiaca sa vyrovna

preventivnemu uZivaniu isoniazidu po dobu iestich tyzdiov.’



N
rifapentin rifabutin i

Obrazok 2 Rifampicin a jeho analogy

4.3.3. Ethambutol a jeho analogy

Ethambutol je schopny inhibovat’ arabinofuranosyltransferazu, ktora sa tiezZ podiel’a
na tvorbe mykobakteridlnej steny syntézou arabinogalaktanov, ¢im zvySuje permeabilitu
bunkovej steny. U ethambutolu sa taktiez objavuje stupajici trend v rezistencii. Viac nez
polovica MDR-TBC pripadov je rezistentnych na ethambutol.!* Po analyze genému
rezistentnych izolatov bolo zistenych niekol'’ko polymorfizmov ovplyvitujucich gény, ktoré sa
podiel'aju na metabolizme aminocukrov, nukleotidovych cukrov, metabolizme siry a d’alSich,
14

¢o v kone¢nom ddésledku ovplyviiuje syntézu zdrojov uhlika a energie pre mykobaktérie.

Opét v snahe potlacit’ rezistenciu ethambutolu, bolo pripravenych niekol'ko analdégov
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s lipofilnymi asymetrickymi diaminmi a s objemnymi hydrofébnymi fragmentami, z ktorych

najsl'ubnejsi je analog SQ-109 (Obrazok 3).
/j/ ~
H
HO

ethambutol

WN\/\”

SQ-109

Obrazok 3 Ethambutol a jeho analog SO-109

4.3.4. Pyrazinamid a jeho analégy

Pyrazinamid ma Specifické postavenie v terapii TBC, vzhl'adom na jeho Uc¢inok na
latentnd formu TBC v kyslom prostredi, ¢im ostatné antituberkulotikd nevynikaja. Ma
nezastupiteIné miesto aj v terapit MDR-TBC a XDR-TBC v kombin4cii s inymi liekmi. Podl'a
prieskumov vSak hrozi ¢oraz vysSia rezistencia aj na sam pyrazinamid. Jeho G¢inok suvisi s
enzymatickou premenou vd’aka pyrazinamidéaze na kyselinu pyrazinovu, ktora inhibuje syntézu
mastnych kyselin v mykobaktériach. Mechanizmus je stale predmetom vyskumu a zda sa, ze
v mykobaktérii zasahuje viac cielov.!” Na zaklade tohto mechanizmu boli pripravené estery
kyseliny pyrazinovej, kde sa predpokladalo, Ze lipofilnd esterovd skupina vykaze lepSiu
penetraciu cez bunkovl stenu. Na zlepSenie stability voc¢i bunecnej hydrolyze boli pripravené
estery s dlhy retazcom. Prekvapivé bolo zistenie, ze niektoré su 10-100 -krat Gi€innejSie nez
samotny pyrazinamid, priom najaktivneji z nich je ester s 12 - uhlikovym retazcom. Dal3ou
vynikajicou vlastnostou je, Ze sa podavajii inhalacne priamo do postihnutého plucneho
tkaniva, ¢im sa obmedzi velké systémové zat’azenie a tiez sa minimalizuju vedl'ajSie neziaduce

t¢inky na gastrointestinalny trakt ¢i pecen.'®
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R-(CH3)11CH3

Obrazok 4 Pyrazinamid a jeho lipofilny ester

4.4. Lieciva pouzivané v MDR-TBC rezimoch

V roku 2019 boli WHO vydané nové konsolidované usmernenia v pristupe liecby
MDR-TBC a XDR-TBC. Lieciva, ktor¢ sa pouzivaju v rezime terapie MDR-TBC radime do
druhej linie a su zoskupené do troch skupin, na zdklade najnovsich dokazov o ich bezpecnosti
a uinnosti. (Tabulka 2). Napriklad injekéné liecivd su rizikové z hladiska ototoxicity
a nefrotoxicity, preto su zaradené do skupiny C, hoci vykazuju lepsie vysledky nez samotna
perordlna terapia s vynimkou kanamycinu a kapreomycinu, ktoré boli spojené s nizSou
icinnostou a kapreomycin naviac s vy$§ou imrtnostou.!”

Jeden zo skratenych reZimov pozostdvajuci z peroralnych liekov (bedaquilin,
pretomanid, linezolid) dosiahol 85-90% mieru vyliecenia po Siestich mesiacoch trvania liecby.
Aby sa zachovala tspesSnost’ tohto rezimu, je potrebné pouzivat tieto lieky s opatrnost'ou, aby
sa minimalizovala rezistencia, hlavne v krajinach, kde je uz pouzivanie bedaquilinu v Sirokom
rozsahu.'®

Dalsi z testovanych rezimov je navrhnuty ako potencialne kratsi univerzalny rezim,
pozostavajici z bedaquilinu, pretomanidu, moxifloxacinu a pyrazinamidu. V Stadiach sa
ukdzalo, Ze k vylie¢eniu dosSlo po 2 mesiacoch, ¢o je trikrat kratSia doba neZ pri aktudlnom
Standardnom rezime. Je viac neZ pravdepodobné, Ze v budicnosti nebude len jeden Standardny
rezim, tak ako je tomu pri TBC citlivej na lieky, ale dand kombinacia bude zavisiet' od

jednotlivych pripadov.'®
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Skupina Lieciva Charakteristika
A levofloxacin, moxifloxacin, Lieky, ktoré maju byt’
bedaquilin, linezolid uprednostiiované
. . Lieky, ktoré maju byt
klofazimin, cykloserin, Ky , ore N J ,y
B N pridané do lie¢ebného
terizidon " 0 1
rezimu ako d’alSie
ethambutol, delamanid, Lieky, ktoré sa maju zahrnat’
C pyrazinamid, amikacin, do dokoncenia rezimov a pri
streptomycin, protonamid, nemoznosti pouzitia liekov
etionamid 7o skupiny A a B

Tabulka 2 Klasifikacia lieciv pre terapiu MDR-TB

4.4.1. Fluorochinolony

St Sirokou skupinou antibiotik, ktoré vyuZivaju inhibiciu topoisomeraz k tomu, aby
inhibovali DNA replikaciu a transkripciu. Ich zacielenie na gram-negativne aj gram-pozitivne
baktérie 1m zabezpecCuje Siroku Skalu indikécii ako infekcie dychacich ciest,
gastrointestinalneho traktu ¢i gynekologickych infekcii. Pri infekcii M. tuberculosis je v druhej
linii vyuzivany levofloxacin, ciprofloxacin a ofloxacin a ako d’al§i kandidati zo Stvrtej
generdcie moxifloxacin a gatifloxacin. Moxifloxacin vykazuje dobré vysledky u pacientov,
ktori netoleruju Ziadne lie€ivo z prvej linie, ale chyba mu schopnost’ skratit’ celkova dobu
liecby. Uhlik v polohe 7 (Obrazok 5) je atraktivnym miestom, kde po naviazani substituentov
(napr. izatinu, azolu, hydrazonu, hydrazidu a inych) je vyrazne pozitivne ovplyvneny

biologicky profil. '’
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Obrdzok 5 Struktiira moxifloxacinu

4.4.2. Linezolid

Linezolid je antibiotikum pdsobiace na 50S podjednotke ribozému a okrem ucinku
na gram-pozitivne baktérie méa aj antimykobakterialny efekt. Co sa tyka vztahu $truktiry
a aktivity linezolidu, tak najva¢si podiel na aktivite ma (S)-konfiguracia na C-5
oxazolidinového kruhu. Pre aktivitu je d’alej potrebny N-arylovy kruh a taktiez substiticia
atdmom fluoru.!® Jeho §irokému uZivaniu brani profil neziaducich vedlajsich uginkov, ktorymi

su napriklad periférna neuropatia, myelosupresia, trombocytopénia a d’alSie.

Obrdzok 6 Struktiira linezolidu
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4.4.3. Bedaquilin

Bedaquilin je novd molekula patriaca do skupiny diarylcholinov a vyznacuje sa
novym mechanizmom ucinku so zacielenim na energeticky metabolizmus mykobaktérii.
Blokuje miesta viazuce i6ny na ATP-syntaze s vysokou selektivitou na mykobakteridlnu ATP-
syntazu (az 20 000 krat viac nez na l'udski ATP-syntdzu), ¢im sa minimalizuje negativne
ovplyvnenie ostatnych l'udskych buniek pri liecbe. Hoci mykobaktéria dokdze prezit’ stav
hypoxie, za ziadnych okolnosti, ani jeden druh mykobaktérii (aktivnych / neaktivnych,
fermentujtcich / nefermentujucich) nedokaze prezit' bez ATP, energetickej molekuly. Tato
vlastnost’ posobit’ na mykobaktérie vo vSetkych stavoch, vyrazne ovplyvnila aj dobu liecby
TBC. Za dany ucinok je zodpovedna konfiguracia dvoch stereocentier (1R, 2S), tiez tercidrna
aminoskupina s dvoma methylmi, halogén naviazany na fenylovom kruhu atiez brom
a methoxy skupina na chinolinovom kruhu prispievaju k danej aktivite.!” Znaénou nevyhodou
je vsak inkompatibilita pri su¢asnom podavani antiretrovirusovej liecby atiez vyznamné
predizenie QT-intervalu, ktoré vsak podla poslednych §tadii je zavazné az pri stéasnom
podavani s liekmi, ktoré tento neziaduici jav znasobuju . Tieto nevyhody obmedzili pouzivanie
bedaquilinu na MDR-TBC len v nevyhnutnych pripadoch, kedy iné moZnosti lie€by nezaberaju

alebo je nemozné ich pouzit’.'#202!

Obrdzok 7 Struktiira bedaquilinu
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4.4.4. Delamanid

Patri do skupiny nitroimidazolov, ktoré boli uz davnejSie pouzivané pri terapii
ochoreni ako napriklad anaerobnych infekcii (eradikacia H. pylori), ¢i protozoalnych infekcii.
Tieto zluCeniny boli proti M. tuberculosis neucinné. Aj napriek tomu bolo neskor zistené, ze
nitroimidazolova zli¢enina pod ndzvom pretonamid, vykazuje istu aktivitu vo¢i MDR-
TBC. Nasledna Strukturdlna obmena viedla az k vzniku zluceniny, ktorti dnes pozname pod
nazvom delamanid. Obe zluceniny ucinkuju podobnym sposobom, kedy musia byt najskor
aktivované a naslednou redukciou vznikaji metabolity, u ktorych sa odhaduje dany uc¢inok
vd’aka vzniku oxidu dusnatého, ktory okrem iné¢ho poSkodzuje aj lipidy bunkovej steny
a narusuje tak ich permeabilitu. Uginok je teda zavisly hlavne na nitroskupine naviazanej na

imidazooxazolovom heterocykle. '

N X’
(0]
\ (0]
b T :
o\ N\)<\o
Obrazok 8 Struktira delamanidu

4.4.5. Q203

Q203 (Telacebac) je zlucenina, ktora je aktualne v II. faze klinického testovania.
Patri do skupiny imidazopyridinov a nevyznacuje sa Ziadnym chirdlnym centrom, ¢im by sa
celkovo znizili vyrobné naklady a zvysila dostupnost’ tohto lieCiva hlavne v rozvojovych
krajinach s niz§im prijmom. Rozhodujucim pre antimykobakteridlnu aktivitu je karboxamid
s N-benzylom. Pozitivny vplyv mé aj lipofilny mostik spdjajiici benzylova skupinu s
fenylovou.!” Takto koncipovana §truktira pdsobi na cytochrém bec-1, ktory je stcastou
elektronového transportného retazca. Tym je mykobaktéria odkdzana na energeticky menej
vyhodny cytochrom bd, ¢oho vysledkom je len bakteriostaticky u¢inok. Tato skutocnost’ spolu

s myslienkou zacielenia aj na menej energeticky cytochrom odhalila vyborny ciel’ pre d’alSie
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antituberkuldzne lieky.?> Naslednym skriningom bol objaveny aj inhibitor cytochromu bd
(ND-011992), ktory sam o sebe nema ucinok, ale v kombindcii s telacebacom pdsobi

baktericidne.?

Wesialionct

cl NN
Z N \
- Z
\ N N
Q203 ND-011992

Obrazok 9 Struktira telacebacu a inhibitoru bd - ND-011992

4.5. Lansoprazol ako d’alSie lieCivo so zameranim na cytochrom bec-1

Terminalny oxidaény ret'azec sa stal natol’ko atraktivnym ciel'om pre ndvrh nového
antituberkulotika, ¥e nafi vedci zacali viac upriamovat pozornost.! Mykobaktérie maju
rozvetveny aerobny dychaci retazec, v ktorom elektrony prudia z dehydrogenaz az do
cytochromu ¢ oxidazy cez komplex cytochrém be-1 alebo priamo na cytochrém bd menachinol
oxidazu, ktord tak vystupuje ako zalozny zdroj energie atiez vdaka nemu v niektorych
patogénoch podporuje virulenciu, ¢im sa stdva zaujimavym potencidlnym cielom pre
liegiva.?+?°

Pri jednom z experimentov, kde pl'icne fibroblasty boli infikované mykobaktériami
anasledne pouzité pre skrining viac nez 1000 lieciv schvalenych FDA, bol lansoprazol
identifikovany ako 0¢€inna zluCenina, ktord chrani fibroblasty v hladinach porovnatel'nych
s dobre G¢innymi antibakteridlnymi zli¢eninami.'® A prave mechanizmus tohto uéinku je
podobny s u¢inkom telacebacu, kde sa lansoprazol viaze na cytochrom bc-1 a brani tak vzniku

energetickej molekuly, bez ktorej mykobaktéria nie je schopna prezZit’ v Ziadnom stave.
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4.5.1. Charakteristika lansoprazolu

Lansoprazol patri do skupiny inhibitorov proténovej pumpy, ktoré si indikované
v terapii zaludo¢nych vredov, refluxnej esofagitidy ¢i Zollinger-Ellisonovho syndromu. Je to
nestabilna zlucenina, u ktorej je k u¢inku potrebna konverzia na sulfénovu kyselinu, pripadne
sulfenamidovy medziprodukt v kyslom prostredi zaludka.?® Vd’aka tomu sa dokaZe naviazat na
viizbové miesta H/K"-ATP4zy a tym inhibuje produkciu zalado¢nej kyseliny. Po chemickej
stranke ide o lipofilni a slabu bazu (Obrazok 10) s biologickou dostupnostou 80-85 %.

V zavislosti od indikacie sa podava obvykle jedenkrat denne v davke 30 mg.?’

Obrdzok 10 Struktiira lansoprazolu

4.5.2. Antimykobakteridlny ucinok lansoprazolu

Antibakteridlny mechanizmus lansoprazolu je odliSny, prebieha vyhradne
v intracelularnom prostredi mykobaktérie konverziou na lansoprazol sulfid (LPZS), pri¢om sa
nevytvara kyselina sulfénova potrebna na viazanie na Zalido¢na H'/K'- ATPazu (Obrazok
11).10

Ciel'om takto aktivneho metabolitu je cytochrém bc-1, o potvrdzuje aj priame
meranie hladiny ADP — prekurzoru energetickej molekuly ATP, u mykobatérii lieCenych a
nelieCenych LPZS. Vyslednd hodnota pomeru ADP/ATP bola priblizne sedemkrat vysSia
u lieCenych mykobaktérii nez u nelieCenych. Tento fakt je obzvlast zaujimavy v tom, ze
proteinova $truktira H'/K'- ATP4zy je vyrazne odlisna od cytochromu be-1.1°

Zatial’ nie s dostupné dokazy o tom, ¢i by mal lansoprazol priaznivy Uc¢inok, ak by
sa podaval l'ud’om, u ktorych je diagnostikovana tuberkul6za. Existuje vSak kohortova Studia,

ktora dokazuje menSiu mieru incidencie TBC u pacientov uZivajucich lansoprazol, nez
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u uzivatel'ov omeprazolu ¢i pantoprazolu. Nebolo vSak zistené, ¢i ochorenie bolo sposobené
reaktivaciou latentnej TBC, alebo v dosledku nedavnej infekcie.?® Studie in vitro, testovanie na
zvieratach ¢i vysSie spominané klinické testy vSak podskrtavaju ucinok lansoprazolu voci M.
tuberculosis. Taktiez to potvrdzuje aj antibioticky profil, ktory vykazoval vel'mi dobrt aktivitu

voci niektorym izolatom rezistentnym na lieciva. U M. tuberculosis H37Rv bola minimalna

v

pmol/1.10
CF3 CF;
o— o—/
N /—25 intracelularna H o
\>_S \N / redukcia >_ \N /
N\ - /
N 0 N
H
lansoprazol lansoprazol sulfid

Obrazok 11 Intraceluldrna redukcia lansoprazolu na lansoprazol sulfid

4.5.3. Vztah Struktiry a aktivity lansoprazol sulfidu

Pri spominanom experimente s infikovanymi plicnymi fibroblastami boli spolu
s lansoprazolom skimané aj ostatné pribuzné (5-hydroxylansoprazol) a Siroko pouZivané
inhibitory protoénovej pumpy (omeprazol, pantoprazol). Tieto latky vSak neboli uspesné
v koncentrécii, v ktorej lansoprazol vykazoval antimykobakterialnu uc¢innost (10uM).
Dokonca ani substitiicia hydroxylovou skupinou na piatom uhliku benzimidazolového kruhu
nevykazovala Ziadny pozitivny vysledok, ¢o vedie k predpokladu, Ze akdkol'vek substitiicia na

benzimidazolom kruhu znizuje i¢inok molekuly (Obrazok 12).
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Obrdzok 12 Struktiiry omeprazolu, pantoprazolu a 5-hydroxylansoprazolu
4.54. Farmakokinetika lansoprazol sulfidu

Co sa tyka sposobu podania lansoprazolu, existuju protichodné zdroje o G&inku
peroralne podaného lie¢iva. Niektoré uvadzaju, ze peroralne podanie je z hl'adiska eliminécie
mykobaktérii najvyhodnejsSie a iné zasa, Ze pri peroralnom podani by sa musela podat’ davka
vyssia nez 300 mg, aby sa dosiahlo danej koncentracie a uc¢inku v tkanivach, ¢o uz je davka,
ktora je T'udskym organizmom netolerovatelna aje siou spojenych mnoho vedlajSich

ucinkov.?’
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5. CIEL, PRACE

Tato praca nadvézuje na Stadiu, v ktorej bolo zistené, Ze metabolit lansoprazolu —
lansoprazol sulfid — vykazuje antimykobakteridlne uc¢inky.
Predpoklad, Ze pri podani Standardnej davky lansoprazolu bude v organizme adekvétne
mnozstvo lansoprazol sulfidu, nebol naplneny. V nadvédznosti na popisané skutocnosti
avzhladom na to, ze ani substiticia benzimidazolového kruhu neprispieva k vyssSej
antituberkuldznej aktivite, bolo nasim cielom obmenit’ benzimidazolovy heterocyklus za d’alSie

heterocykly a nésledne otestovat’ ich aktivitu in vitro.

CF3 CF,4
OJ o_/
A @
N

lansoprazol sulfid Het: imidazol
1,2,4-triazol
1,3,4-oxadiazol
1,3,4-thiadiazol
1H-tetrazol

Obrazok 13 Vseobecna Struktura analogov lansoprazol sulfidu pripravenych a studovanych
v tejto praci
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6. EXPERIMENTALNA CAST

6.1. Chemikalie a pristroje

Pri syntéze boli pouzité komercne dostupné chemické latky a rozpustadla firmy Sigma-Aldrich

bez ich d’alsej purifikacie.

Reakcie boli monitorované pomocou tenkovrstvej chromatografie (TLC hlinikové dosky
Merck silica gel 60 F2s54). Mobilna faza bola zvolené vzdy podl'a charakteru reakcie, najcastejSie
vSak pouzivana sustava hexan:ethyl-acetat, v pomere 1:3. Detekcia bola prevadzana pod UV
Ziarenim pri vinovych dizkach 254 a 366 nm. Ako staciondrna faza pri stipcovej chromatografii

bol pouzity Merck Kieselgel 60 (0,040-0,063 mm).

Pre meranie teploty topenia bol pouzity pristroj Kofler block alebo Biichi B-545 bez d’alSej
korekcie.

Cistota pripravenych latok bola overena pomocou 'H a '3C NMR spektier, ktoré boli merané
VNMR S500 NMR spektrometrom alebo INM-ECZ 600R NMR spektrometrom. Hodnoty
chemického posunu & [ppm] v 'H a 1*C spektrach st nepriamo vztiahnuté k tetramethylsilanu

ako vnutornému Standardu.

UHPLC systém Acquity UPLC I-class (Waters, Milford) spojeny so spektrometrom (HRMS)
Q-TOF Synapt G2Si (Waters, Manchester, U.K.) bol vyuZzity k meraniu HRMS spektier.

Nazvy zlicenin boli vygenerované programom ChemDraw 19.1 a prelozené do slovenského

jazyka podla pravidiel. TaktieZ pomocou tohto programu boli vygenerované jednotlivé

chemické vzorce, reakéné schémy a tiez analytické udaje ako napriklad molekularna hmotnost'.
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6.2. Prakticka c¢ast’

Nasledujuce série I-V boli pripravené podla vSeobecného postupu popisaného nizSie za
vyuzitia alkylacnej reakcie. Vacsina vstupnych heterocyklickych thiolov bola pripravena na
katedre v predchadzajucich rokoch. Niektoré boli pripravené podl'a nasledujucich postupov
uvedenych v prislusnych kapitolach jednotlivych sérii. Ako alkyla¢né cinidlo bol pouzity

komer¢ne zakupeny 2-(chlormethyl)-3-methyl-4-(2,2,2-trifluoroethoxy)pyridinium chlorid.
Vseobecny postup pripravy latok série I-V

Vseobecna schéma tejto pripravy spociva v jednokrokovej syntéze, kedy k jednému
ekvivalentu alkylacného ¢inidla — substituovaného pyridinium chloridu je pridanych 1,3
ekvivalentu heterocyklického thiolu a 2,3 ekvivalentu triethylaminu v prostredi acetonitrilu (5-
10 ml). Reakcia prebieha po dobu 12-36 hodin za izbovej teploty a priebezne je kontrolovana
pomocou tenkovrstvej chromatografie. Po ukonceni reakcie je rozpustadlo odparené pomocou
vakuovej odparky. Cistenie latok prebicha pomocou extrakénej metody, kedy odparok je
rozpusteny v ethyl-acetate (40-50 ml) a takto pripravena organicka faza je pretrepana s vodnou,
ktoru tvori nasyteny roztok NaHCO3 (2 x 30 ml) a konecne s nasytenym roztokom NaCl (1 x
20 ml). Ethyl-acetitovd faza je nakoniec vysuSend pomocou bezvodého siranu sodného
a zakoncentrovana na vakuovej odparke. Pri pritomnosti viacerych produktov reakcie je pouzita

stipcova chromatografia na ich oddelenie.

Vseobecna schéma:

R
|
o _CF
AN s N N~ 8
| +13R SH+ 23 EtN o |
N/ Cl acetonitril N A

*HCI
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6.2.1. Syntéza imidazolovych analégov LPZS (séria I)

6.2.1.1. Priprava reaktantov

Priprave oboch imidazolovych analéogov LPZS 1 a2, predchadzala syntéza vstupnych

reaktantov, imidazol-2-thiolu (a) a 1-benzylimidazol-2-thionu (b).

Schéma syntézy reaktantu a:

~ H
Q \/—NYSH
HzN\)\ P KSCN > \ /
O 1,1 eq. HCI N
a

Postup pripravy reaktantu a:

Aminoacetaldehyd dimethylacetal (5,0 g; 47,56 mmol) bol pomaly pridany za stdleho miesania
pod dusikom do prostredia kyseliny chlorovodikovej 36% (1,1 eq.; 4,49 ml). Nésledne bol
pridany thiokyanat draselny (4,61 g; 47,56 mmol). Reakénd zmes bola zahrievana na 85 °C
a mieSana po dobu 2 hodin a nasledne sa nechala schladit’ na izbovu teplotu. Hned’ potom bola
schladena v chladnicke pri 5 stuptioch, prefiltrovana za zniZzeného tlaku a produkt bol nakoniec
vysuSeny v exikatore. Predtym, nez bol reaktant a pouzity pre syntézu vysledného produktu,

bol premyty diethyletherom (2 x 5 ml).

1H-imidazol-2-thiol (a)

Vzhl'ad: bielo-hneda krystalicka latka

Molarna hmotnost™: 100,01 g/mol

Teoreticky vytazok: 4,767 g

Prakticky vytazok: 1,511 g (32%)

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 11.90 (s, 2H), 6.80 (t,J= 1.8 Hz, 2H)
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 160.73, 115.70
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Teplota topenia: 207-210 °C (lit. 223-235 °C)*°

Schéma syntézy reaktantu b:

=5

c
N7 o o
"o )\/NH H N
~ 2 PhMe /
o rt 1 hod \"/ o
S

0,5 eq. HCI [ J{ —\
d >
PhMe N\[(NH

reflux 1-3 hod
b S

Postup pripravy reaktantu b:

Pri syntéze 1-benzimidazolu-2-thionu bolo spociatku postupované rovnako ako v pripade
reaktantu a. VzhI'adom na neuspokojivé vysledky (viac vid kapitola Vysledky a diskusia) bol
aplikovany nasledujici pozmeneny postup.

K aminoacetaldehydu dimethylacetalu (2 g; 19,02 mmol) v prostredi toluénu (15 ml) bol
postupne pridany benzylisothiokyanat (2,83 g; 19,02 mmol). Reakcia prebiehala pri izbovej
teplote za staleho mieSania priblizne 2 hodiny. Po uplynuti tohto €asu bola pre vysledné
zacyklenie do reakcie pridand 36% kyselina chlorovodikova (0,5eq.; 0,82 ml). Zmes bola
zahrievana pri teplote varu rozpustadla po dobu dvoch hodin. Reakcia bola monitorovana
pomocou tenkovrstvej chromatografie (mob.faza: hexén:ethyl-acetat:kyselina octova, 30:10:1).
Po ukonceni reakcie bolo v zmesi pritomnych viac produktov, ktoré boli nasledne oddelené
pomocou stipcovej chromatografie so stacionarnou fizou silikagelu a s mobilnou fazou

hexan:ethyl-acetat v pomere 2:1.
1-benzylimidazol-2-thion (b)

Vzhlad: bielo-zIta krystalicka latka
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Molarna hmotnost’: 190,06 /mol

Teoreticky vytazok: 3,616 g

Prakticky vytazok: 0,162 g (4,5%)

"H NMR (600 MHz, CDCl3) § 11.83 (s, 1H), 7.37 — 7.27 (m, 5H), 6.70 (d, J = 2.4 Hz, 1H),
6.56 (d, J=2.4 Hz, 1H), 5.22 (s, 2H).

B3C NMR (151 MHz, CDCls) § 161.10, 135.82, 129.00, 128.31, 117.82, 114.64, 50.51
Teplota topenia: 143-146 °C (lit. 144-145 °C)?!

6.2.1.2.  Alkylacia finalnych imidazolovych analégov LPZS 1 a 2

(A

</\NH N S
N)\S Ny O s H{j/o\/cﬁ
N A

1 2

Obrdzok 14 Struktira imidazolovych analégov I a 2

Latky boli pripravené podla vieobecného postupu uvedeného v kapitole 6.2.:

Do oboch reakcii bolo pouzitych 0,100 g alkylacného ¢inidla (0,36 mmol) a 0,084 g
triethylaminu (0,83 mmol).

Pre syntézu produktu 1 bolo pouzitych 0,047 g reaktantu a (0,47 mmol).

Pre syntézu produktu 2 bolo pouzitych 0,090 g reaktantu b (0,47 mmol).

Reakcie v oboch pripadoch prebiehali po dobu 24 hodin.

Po ukonceni reakcie, produkt 1 bol spracovany podl'a v§eobecného postupu 6.2.

Pre izoléaciu produktu 2 sme vyuzili extrakénu metodu za pouzitia chloroformu ako
organickej fazy (40-50 ml) a roztoku kyseliny chlorovodikovej ako vodnej fazy (3 x
20 ml). Nésledne k vodnej faze bol pridany roztok NaHCO3 do pH 7-8 a nakoniec
znova extrahovany s ethyl-acetdtom (3 x 20 ml). Ethyl-acetatova faza bola vysusena

bezvodym siranom sodnym a zakoncentrovana na vakuovej odparke.
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2-[(1H-imidazol-2-yl)thiomethyl]-3-methyl-4-(2,2, 2-trifluoroethoxy)pyridin (1)

Vzhl'ad: bielo-hneda krystalicka latka
Molarna hmotnost™: 303,30 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,110 g
Prakticky vytazok: 0,076 g ( 69%)
"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 12,25 (s, 1H), 8,22 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 7,00 (t, /= 5,3 Hz,
3H), 4,84 (q, /= 8.7 Hz, 2H), 4,32 (s, 2H), 2,06 (s, 3H)
3C NMR (151 MHz, DMSO-de) 8 161,67, 156,88, 148,29, 138,83, 124,35 (q, J = 277,8 Hz),
120,40, 115,99, 107,19, 65,16 (q, J = 34,7 Hz), 38,96, 10,57
MS (ESI) vypocitané: m/z 304,0726 (M+H",100%), 305,0760 (13%)
najdené: m/z 304,0737 (M+H",100%), 305,0761 (13%)
Teplota topenia: 151-154 °C

2-[(1-benzyl-2,3-dihydro- 1 H-imidazol-2-yl)thiomethyl]-3-methyl-4-(2,2,2-
trifluoroethoxy)pyridin (2)

Vzhl'ad: hneda krystalicka latka
Molarna hmotnost’: 395,44 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,143 g
Prakticky vytazok: 0,055 g (38%)
'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8,23 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,32 (d, J= 1,3 Hz, 1H), 7,30 —
7,26 (m, 2H), 7,25 - 7,21 (m, 1H), 7,09 — 7,05 (m, 2H), 7,02 (d, /= 5,7 Hz, 1H), 7,00 (d, J =
1,3 Hz, 1H), 5,03 (s, 2H), 4,85 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,30 (s, 2H), 2,02 (s, 3H)
3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 161,75, 156,41, 148,30, 140,26, 137,62, 129,55, 129,19,
128,19, 127,63, 125,25, 124,33 (q, J=277,5 Hz), 120,53, 107,33, 65,18 (d, J = 34,5 Hz),
49,71, 39,33, 10,53
MS (ESI) vypoc&itané: m/z 394,1196 (M+H",100%), 395.1229 (20,5%)

najdené: m/z 394,1201 (M+H",100%)
Teplota topenia: 67-70 °C

32



6.2.2. Syntéza oxadiazolovych analogov LPZS (séria II)

6.2.2.1. Priprava reaktantu
Priprave produktu 4 predchadzala priprava jeho reaktantu ¢. Ostatné vstupné 1,3,4-
oxadiazol-2-thioly boli pripravené na katedre v predchadzajtcich rokoch a pred pouzitim do

reakcie neboli ziadnym spdsobom purifikované.

Schéma syntézy reaktantu c:

0 0 NHNH,
OH  \1eoH OMe NH,NH, . H,0 o
—_— >
(H2S0,) (EtOH)
i i
NHNH, N’N\
3 eq. CS, 1eq. KOH [ SH
0 ethanol o 0o
1 (o]

Postup syntézy reaktantu c:

Prvym krokom bola esterifikacia 16,64 g kyseliny 4-methylbenzoovej (0,12 mol) za
pomoci methanolu (300 ml) a kyseliny sirovej 96% (0,2 ml), ktora v reakcii posobila ako
katalyzator. Reakcia prebiehala za varu po dobu 48 hodin a po ukonc¢eni reakcie bolo odparené
rozpuStadlo a odparok rozpusteny v ethyl-acetite (50 ml). Nasledna izolacia methylesteru
kyseliny 4-methylbenzoovej (i) prebiehala vyextrahovanim ethyl-acetatovej fazy s NaHCO;
(3% 60 ml), jej oddelenim, vysuSenim s bezvodym siranom sodnym a naslednym odparenim

rozpustadla.
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V druhom kroku bol takto pripraveny ester (i) prevedeny na hydrazid (ii). Do
reakénej zmesi esteru (17,00 g, 0,11mol) s ethanolom (150 ml) bol po kvapkéch pridavany 80%
roztok hydrazin-hydratu (5 eq., 28,33 g, 27,51 ml) a reakcia bola zahrievana pri teplote varu
rozpustadla po dobu 24 hodin. Po uplynuti tejto doby bola reakcia schladena a pridané malé
mnozstvo vody za vzniku zrazeniny, ktora bola prefiltrovana a premyta vodou a ethanolom.
Vzniknuty hydrazid (ii) bol nasledne pouzity pre vznik reaktantu ¢ ale i reaktantu d, ktory bol
pouzity pre vznik produktu v d’al$ej sérii uvedenej v kapitole 6.2.4.1.

V d’alSom kroku sirouhlik (3,04 g, 2,40 ml, 39,96 mmol) bol pomaly pridany
k zmesi hydrazidu (ii) (2,00 g, 13,32 mmol) a hydroxidu draselné¢ho 85% (0,88 g, 13,32 mmol)
v ethanole (60 ml). Reakcia bola zahrievand za varu rozpustadla po dobu 14,5 hodin. Po
ukonceni reakcie bolo rozpustadlo odparené vo vakuovej odparke a zvySok rozpusteny vo
vode (20 ml), okyseleny kyselinou chlorovodikovou do pH 2. Nakoniec bol produkt
prefiltrovany a premyty vodou pre dosiahnutie neutrdlneho pH a vysuSeny. Do d’alSej reakcie

bol pouzity bez d’alsej purifikacie.

methylester kyseliny 4-methylbenzoovej (i)

Vzhl'ad: biela krystalicka latka
Molarna hmotnost™: 150,18 g/mol
Teoreticky vytazok: 18,352 g
Prakticky vytazok: 17,00 g (93%)

4-methylbenzohydrazid (i)

Vzhlad: ZIto-oranzova krystalick4 latka

Molarna hmotnost™: 150,16 g/mol

Teoreticky vytazok: 16,998 g

Prakticky vytazok: 5,112 g (30%)

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 9,67 (s, 1H), 7,72 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,23 (d, J = 8,6 Hz,
2H), 4,45 (s, 2H), 2,33 (s, 3H)

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 166,05, 141,05, 130,69, 129,00, 127,12, 21,11
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Teplota topenia: 109-112 °C (lit. 116-117 °C)??

5-(p-tolyl)-1,3,4-oxadiazol-2-thiol (¢)

Vzhl'ad: biela krystalicka latka
Molarna hmotnost’: 192,24 g/mol
Teoreticky vytazok: 2,561 g
Prakticky vytazok: 2,343 g (91%)
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 14,68 (s, 1H), 7,75 (d, J= 8,3 Hz, 2H), 7,38 (d, J= 8,1 Hz,
2H), 2,38 (s, 3H)
3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 177,48, 160,80, 142,71, 130,15, 126,19, 119,89, 21,35
Elementarna analyza: vypocitané: C, 56,23; H, 4,19; N, 14,57; S, 16,68
najdené: C, 55,88; H, 4,01; N, 14,30; S, 20,75
Teplota topenia: 208-211 °C (lit. 212-214)3?

6.2.2.2.  Alkylacia finalnych oxadiazolovych analégov LPZS

3 R=H

4 R= CH3
N \/ 5 R= OCHj

6 R= CI
P~ 7 R= Br

Obrazok 15 Vieobecna Struktura oxadiazolovych analogov 3-7

Latky boli pripravené podl'a vSeobecného postupu uvedeného v kapitole 6.2.:
e Do kazdej z reakcii bolo pouzitych 0,100 g alkylacného ¢inidla (0,36 mmol) a
0,084 g triethylaminu (0,83 mmol).
e Pre syntézu produktu 3 bolo pouzitych 0,084 g 5-fenyl-1,3,4-oxadiazol-2-thiolu (0,47
mmol).
e Pre syntézu produktu 4 bolo pouzitych 0,091 g 5-(p-tolyl)-1,3,4-oxadiazol-2-thiolu =
reaktant ¢ (0,47 mmol).
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e Pre syntézu produktu S bolo pouzitych 0,098 g 5-(4-methoxyfenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-
thiolu (0,47 mmol).

e Pre syntézu produktu 6 bolo pouzitych 0,100 g 5-(4-chlorfenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-
thiolu (0,47 mmol).

e Pre syntézu produktu 7 bolo pouzitych 0,121 g 5-(4-bromfenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-
thiolu (0,47 mmol).

e Reak¢na doba alkylacie u produktov 3, 4, 5, 7 prebichala po dobu 12 hodin
a u produktu 6 po dobu 36 hodin.

e Izolacia vsetkych produktov prebiehala na zéklade extrakcie podl'a v§eobecného

postupu 6.2. bez nutnosti vyuzit’ d’alSiu oddel'ovaciu metodu.

2-{[(3-methyl-4-(2,2, 2-trifluoroethoxy)pyridin-2-yl)methylthio] }-5-fenyl-1,3,4-oxadiazol (3)

Vzhlad: biela krystalicka latka
Molarna hmotnost’: 381,37 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,138 g
Prakticky vytazok: 0,105 g (76%)
'H NMR (500 MHz, DMSO-d) & 8,30 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 8,00 — 7,94 (m, 2H), 7,66 — 7,55
(m, 3H), 7,11 (d, /= 5,7 Hz, 1H), 4,91 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,78 (s, 2H), 2,24 (s, 3H)
3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 165,31, 164,05, 161,30, 154,27, 147,87, 132,16, 129,59,
126,56, 123,95 (d, J=277,5 Hz), 123,25, 119,97, 107,29, 64,86 (q, J = 34,6 Hz), 37,29, 10,30
MS (ESI) vypoc&itané: m/z 382,0832 (M+H",100%), 383,0865 (18,4%)
m/z 404,0651 (M+ Na*,100%)
najdené: m/z 382,0840 (M+H",100%), 383,0865 (18,4%)
m/z 404,0658 (M+ Na*,100%)
Teplota topenia:164-167 °C

2-{[3-methyl-4-(2,2, 2-trifluorethoxy)pyridin-2-yl]methylthio}-5-(p-tolyl)-1,3,4-oxadiazol (4)

Vzhlad: biela krystalicka latka
Molarna hmotnost’: 395,40 g/mol
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Teoreticky vytazok: 0,143 g
Prakticky vytazok: 0,084 g (59%)
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,29 (d, J=5,7 Hz, 1H), 7,86 (d, J= 8,2 Hz, 2H), 7,40 (d, J
=8,1 Hz, 2H), 7,11 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 4,91 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,77 (s, 2H), 2,39 (s, 3H),
2,23 (s, 3H)
3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 165,42, 163,63, 161,30, 154,32, 147,87, 142,34, 130,14,
126,53, 123,96 (d, J = 277,6 Hz), 120,51, 119,97, 107,28, 64,85 (d, J = 34,8 Hz), 37,28,
21,29, 10,30
MS (ESI) vypoéitané: m/z 396,0988 (M+H",100%), 397,1022 (19,5%)
m/z 418,0808 (M+ Na*,100%)
najdené: m/z 396,0997 (M+H*,100%), 397,1024 (19,5%)
m/z 418,0810 (M+ Na*,100%)
Teplota topenia: 172-175 °C

2-(4-methoxyfenyl)-5-{[3-methyl-4-(2,2, 2-trifluorethoxy)pyridin-2-yl]methylthio}- 1, 3,4-
oxadiazol (5)

Vzhl'ad: biela krystalicka latka
Molarna hmotnost™: 411,40 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,149 g
Prakticky vytazok: 0,081 g (54%)
'H NMR (500 MHz, DMSO-d) & 8,29 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,89 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,15 —
7,08 (m, 3H), 4,91 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,75 (s, 2H), 3,84 (s, 3H), 2,23 (s, 3H)
3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 165,28, 163,16, 162,21, 161,30, 154,37, 147,87, 128,43,
123,96 (d, J=277,8 Hz), 119,97, 115,60, 115,03, 107,27, 64,86 (q, J = 34,7 Hz), 55,69,
37,29, 10,29
MS (ESI) vypocitané: m/z 412,037 (M+H",100%), 413,0971 (19,5%)
m/z 434,0757 (M+ Na",100%)
najdené: m/z 412,0940 (M+H",100%), 413,0966 (19,5%)
m/z 434,0761 (M+ Na",100%)
Teplota topenia: 168-171 °C

37



2-(4-chlorfenyl)-5-{[3-methyl-4-(2, 2, 2-trifluoroethoxy)pyridin-2-yl]methylthio}-1, 3,4-
oxadiazol (6)

Vzhl'ad: biela krystalicka latka
Molarna hmotnost’: 415,82 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,151 g
Prakticky vytazok: 0,123 g (81%)
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8,30 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,98 (d, J= 8,3 Hz, 2H), 7,67 (d, J
=8,3 Hz, 2H), 7,11 (d, /= 5,7 Hz, 1H), 4,91 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,79 (s, 2H), 2,23 (s, 3H)
MS (ESI) vypocitané: m/z 416,0442 (M+H",100%), 418,0412 (32%)
najdené: m/z 416,0456 (M+H",100%), 418,0426 (32%)
Teplota topenia: 185-188 °C

2-(4-bromfenyl)-5-{[3-methyl-4-(2, 2, 2-trifluorethoxy)pyridin-2-yl|methylthio}-1,3,4-
oxadiazol (7)

Vzhl'ad: biela krystalicka latka
Molarna hmotnost’: 460,27 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,167 g
Prakticky vytazok: 0,115 g (69%)
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,30 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,90 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,80 (d, J
=8,8 Hz, 2H), 7,11 (d, /= 5,7 Hz, 1H), 4,91 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,79 (s, 2H), 2,23 (s, 3H)
MS (ESI) vypocitané: m/z 459,9937 (M+H",100%), 461,9916 (97,3%)
najdené: m/z 459,9941 (M+H",100%), 461,9923 (97,3%)
Teplota topenia: 182-185 °C
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6.2.3. Syntéza 1-H-tetrazolovych analégov LPZS (séria III)

Vsetky vstupné tetrazoly boli pripravené na katedre v predchadzajucich rokoch a pred

pouzitim do alkyla¢nych reakcii neboli Ziadnym spdsobom cistené.

6.2.3.1. Alkylacia findlnych 1H-tetrazolovych analégov LPZS

R
N,,N\N 8  R=H
9 R=CH
\ )\ @] CF 3
N S A S 10 R= OCHj
N| 11 R=Cl
F 12 R= Br

Obrazok 16 Vseobecna Struktura analogov LPZS 8-12

Latky boli pripravené podl'a vseobecného postupu uvedeného v kapitole 6.2.:

e Do vsetkych reakcii bolo pouzitych 0,100 g alkyla¢ného ¢inidla (0,36 mmol) a 0,084
g triethylaminu (0,83 mmol).

e Pre syntézu produktu 8 bolo pouzitych 0,084 g 1-fenyl-1H-tetrazol-5-thiolu (0,47
mmol).

e Pre syntézu produktu 9 bolo pouzitych 0,091 g 1-(p-tolyl)-1H-tetrazol-5-thiolu (0,47
mmol).

e Pre syntézu produktu 10 bolo pouzitych 0,098 g 1-(4-methoxyfenyl)-1H-tetrazol-5-
thiolu (0,47 mmol).

e Pre syntézu produktu 11 bolo pouzitych 0,100 g 1-(4-chlorfenyl)-1H-tetrazol-5-thiolu
(0,47 mmol).

e Pre syntézu produktu 12 bolo pouzitych 0,121 g 1-(4-bromfenyl)-1H-tetrazol-5-thiolu
(0,47 mmol).

e Reakeéna doba vsetkych produktov 8-12 prebiehala 12-24 hodin.

e Izolacia produktov 8-11 prebiehala podl'a v§eobecného postupu 6.2.,
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e Izolécia produktu 12 zahfiiala najskor samotnu extrakciu podl'a vSeobecného postupu

6.2. a filtraciu zrazeniny z organickej fazy extrakcie.

3-methyl-2-[(1-fenyl-1H-tetrazol-5-yl)thiomethyl]-4-(2,2, 2-trifluorethoxy)pyridin (8)

Vzhl'ad: bielo-zIta krystalicka latka

Molarna hmotnost’: 381,38 g/mol

Teoreticky vytazok: 0,138 g

Prakticky vytazok: 0,090 g (65%)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6 8,24 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,37 — 7,27 (m, 3H), 7,24 — 7,19
(m, 2H), 7,06 (d, J=5,7 Hz, 1H), 4,87 (q, J= 8,7 Hz, 2H), 4,71 (s, 2H), 2,14 (s, 3H)

3C NMR (151 MHz, DMSO-de) § 161,62, 154,55, 154,36, 148,17, 134,58, 129,44, 128,98,
128,38, 124,32 (q, J = 278,1 Hz), 120,29, 107,64, 65,22 (d, J = 34,7 Hz), 38,57, 10,58
Teplota topenia: 124-127 °C

3-methyl-2-{[1-(p-tolyl)- 1 H-tetrazol-5-yl]thiomethyl}-4-(2,2, 2-trifluorethoxy)pyridin (9)

Vzhlad: bielo-zIta kryStalick4 latka
Molarna hmotnost’: 395,40 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,143 g
Prakticky vytazok: 0,112 g (78%)
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,25 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,52 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,45 (d, J
=8,7 Hz, 2H), 7,09 (d, /= 5,7 Hz, 1H), 4,90 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,78 (s, 2H), 2,41 (s, 3H),
2,19 (s, 3H)
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 161,24, 154,43, 154,01, 147,75, 140,75, 130,85, 130,51,
124,62, 123,95 (d, J=277,5 Hz), 119,92, 107,27, 64,85 (q, J = 34,7 Hz), 38,24, 20,94, 10,23
MS (ESI) vypocitané: m/z 396,1100 (M+H",100%), 397,1134 (18,4%)

najdené: m/z 396,1110 (M+H",100%), 397,1138 (18,4%)
Teplota topenia: 176-179 °C
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2-{[1-(4-methoxyfenyl)-1H-tetrazol-5-yl]thiomethyl}-3-methyl-4-(2, 2, 2-trifluorethoxy)pyridin
(10)

Vzhl'ad: bielo-zIta krystalicka latka
Molarna hmotnost™: 411,40 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,149 g
Prakticky vytazok: 0,083 g (56%)
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8,26 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,56 (d, J= 8,9 Hz, 2H), 7,18 (d, J
=9,0 Hz, 2H), 7,09 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 4,90 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,77 (s, 2H), 3,85 (s, 3H),
2,19 (s, 3H)
3C NMR (126 MHz, DMSO-de) § 161,26, 160,75, 154,59, 154,01, 147,72, 126,54, 125,94,
123,95 (q, J=278,0 Hz), 119,91, 115,18, 107,28, 64,85 (q, J = 34,5 Hz), 55,86, 38,18, 10,23
MS (ESI) vypod&itané: m/z 412,1050 (M+H",100%), 413,1083 (18,4%)
m/z 434,0869 (M+ Na*,100%)
najdené: m/z 412,1058 (M+H",100%)
m/z 434,0872 (M+ Na*,100%)
Teplota topenia: 180-183 °C

2-{[1-(4-chlorfenyl)-1H-tetrazol-5-yl]thiomethyl}-3-methyl-4-(2, 2, 2-trifluorethoxy)pyridin
(11)

Vzhl'ad: biela krystalicka latka
Molarna hmotnost™: 415,82 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,151 g
Prakticky vytazok: 0,131 g (87%)
'H NMR (500 MHz, DMSO-d) & 8,25 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,77 — 7,66 (m, 4H), 7,09 (d, J =
5,7 Hz, 1H), 4,90 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,77 (s, 2H), 2,19 (s, 3H)
3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 161,25, 154,50, 153,91, 147,73, 135,35, 132,15, 130,16,
126,65, 123,94 (q, J=278,0 Hz), 119,92, 107,29, 64,85 (q, J = 34,6 Hz), 38,46, 10,21
MS (ESI) vypocitané: m/z 416,0554 (M+H",100%), 418,0525 (32%)
m/z 438,0374 (M+ Na*,100%)
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najdené: m/z 416,0564 (M+H",100%), 418,0538 (32%)
m/z 438,0378 (M+ Na*,100%)
Teplota topenia: 176-179 °C

2-{[1-(4-bromfenyl)-1H-tetrazol-5-yl]thiomethyl}-3-methyl-4-(2, 2, 2-trifluorethoxy)pyridin
(12)

Vzhl'ad: bielo-zIta krystalicka latka
Molarna hmotnost’: 460,27 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,167 g
Prakticky vytazok: 0,044 g (26%)
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8,25 (d, J=5,7 Hz, 1H), 7,87 (d, J= 8,7 Hz, 2H), 7,64 (d, J
=8,8 Hz, 2H), 7,09 (d, /= 5,7 Hz, 1H), 4,90 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,78 (s, 2H), 2,19 (s, 3H)
3C NMR (126 MHz, DMSO-de) § 161,25, 154,52, 153,94, 147,78, 133,16, 132,60, 126,86,
123,98 (d, /=278,0 Hz), 123,94, 119,92, 107,31, 64,86 (q, J = 34,5 Hz), 38,51, 10,25
MS (ESI) vypocitané: m/z 460,0049 (M+H",100%), 462,0029 (97,3%), 461,0083 (17,3%),
463,0062 (16,8%)
m/z 481,9869 (M+ Na*,100%)
najdené: m/z 460,0057 (M+H",100%), 462,0037 (97,3%), 463,0061 (17,3%),
464,0018 (16,8%)
m/z 481,9871 (M+ Na*,100%)
Teplota topenia: 206-209 °C

6.2.4. Syntéza thiadiazolovych analogov (séria IV)

6.2.4.1. Priprava reaktantu
V ramci tejto série bol pripraveny vstupny reaktant d, ktory bol pouzity pre syntézu

produktu 13. Priprava sa skladd z viacerych krokov avychddza z pociatocnej Struktury

substituovanej kyseliny benzoove;.
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Schéma syntézy reaktantu d:

NHNH,
O MeoH OMe NH,NH, . H,0 ©
—_— >
(H2S0y) (EtOH)

'K’S S
\I/ SH
NHNH, g /<

NH
HN S
2eq.CS;, 2 eq. KOH ~ N
¢} ethanol O H,50, 0°C N
i i d

Postup syntézy reaktantu d:

Prvé dva kroky syntézy az do vzniku hydrazidu (ii) st opisané v kapitole 6.2.2.1.
Nasledné kroky syntézy pokracuju odliSnym spoésobom, nez tomu bolo v pripade 1,3,4-
oxadiazol-2-thiolu.

V tretom kroku bol sirouhlik (2,03 g, 1,6 ml, 26,64 mmol) pomaly po kvapkach
pridany do roztoku hydrazidu (ii) a hydroxidu draselného (1,76 g, 26,64 mmol) v ethanole (60
ml) . Reakcia prebiehala pri izbovej teplote po dobu 16 hodin. Po ukonceni reakcie bol do
reakcie pridany diethylether (30 ml). Vzniknuty dithiokarbamat (iii) bol prefiltrovany, premyty
etherom a pouzity v Stvrtom kroku pre vznik samotnej latky d.

0,5 g dithiokarbamatu iii (1,89 mmol) bolo pridanych v malych mnozstvach do
koncentrovanej kyseliny sirovej (4 ml) pri 0°C za intenzivneho mieSania po dobu 4 hodin
a nasledne bola cela reakénd zmes vyliata na l'ad. Zrazenina bola prefiltrovana a rozpustena vo
vodnom roztoku hydroxidu sodného anasledne znova prefiltrovani, ¢im sme sa zbavili
pritomnych necistot a filtrat bol znova okyseleny vodnym roztokom kyseliny chlorovodikove;j

a vzniknutd zrazenina thiadiazolu (d) znova prefiltrovana a premyta vodou.

2-(4-methylbenzoyl)hydrazin- 1-dithiokarbamat draselny (iii)
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Molarna hmotnost’: 264,40 g/mol
Teoreticky vytazok: 3,51 g
Prakticky vytazok: 2,90 g (83%)

Cely vytazok bol pouzity do nasledujucej reakcie

5-(p-tolyl)-1,3,4-thiadiazol-2-thiol (d)

Vzhl'ad: zlta krystalickéd latka
Molarna hmotnost™: 208,30
Teoreticky vytazok: 0,394 g
Prakticky vytazok: 0,149 g (38%)
'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 14,67 (s, 1H), 7,62 (d, J= 7,8 Hz, 2H), 7,33 (d, J= 7,9 Hz,
2H), 2,35 (s, 3H)
3C NMR (126 MHz, DMSO-dc) 5 187,93, 160,68, 142,22, 130,43, 126,95, 126,39, 21,49
Elementarna analyza: vypocitané: C, 51,9; H, 3,87; N, 13,45; S, 30,78
najdené: C, 51,5, H, 3,58; N, 13,27; S, 34,58
Teplota topenia: 196-199 °C (lit. 196-200 °C)??

Reaktant 5-(4-chlorfenyl)-1,3,4-thiadiazol-2-thiol pre pripravu produktu 14 bol pred
pouzitim precisteny rozpustenim v 20 ml 1M roztoku hydroxidu sodného, nerozpustené
necistoty odfiltrované cez fritu a filtrat opét’ okyseleny malym mnoZstvom (3-5 ml) kyseliny
chlorovodikovej, ¢im reaktant opét’ vykrystalizoval. Nasledne bola Cistota latky kontrolovana

pomocou TLC, ¢im bolo zistené, ze necistotu sa z reaktantu nepodarilo eliminovat’.
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6.2.4.2.  Alkylacia finalnych thiadiazolovych analégov LPZS

Ohnhon

G
13 R= CH3

14 R=ClI

Obrazok 17 Vseobecna struktura analogov LPZS 13 a 14

Latky boli pripravené podl'a vSeobecného postupu uvedeného v kapitole 6.2.:

e Do obidvoch reakcii bolo pouzitych 0,100 g alkylaéného ¢inidla (0,36 mmol) a 0,084
g triethylaminu (0,83 mmol).

e Pre syntézu produktu 13 bolo pouzitych 0,098 g 5-(p-tolyl)-1,3,4-thiadiazol-2-thiolu
(reaktant d) (0,47 mmol).

e Pre syntézu produktu 14 bolo pouzitych 0,108 g 5-(4-chlorofenyl)-1,3,4-thiadiazol-2-
thiolu

e Reakéna doba obidvoch reakecii trvala priblizne 24 hodin.

e Izolécia produktu 13 prebiehala podla v§eobecného postupu 6.2.

e Produkt 14 po NMR analyze nebol &isty, preto bol izolovany pomocou stipcovej
chromatografie za vyuZitia silikagelu ako stacionarnej fdze a mobilnej faze

hexan:ethyl-acetat v pomere 3:1.
2-{[3-methyl-4-(2,2, 2-trifluorethoxy)pyridin-2-yl]methylthio}-5-(p-tolyl)-1,3,4-thiadiazol (13)

Vzhlad: ZIta kryStalicka latka

Molarna hmotnost™: 411,46 g/mol

Teoreticky vytazok: 0,149 g

Prakticky vytazok: 0,058 g (39%)

'H NMR (500 MHz, DMSO-dc) & 8,34 (d, J= 5,8 Hz, 1H), 7,78 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,34 (d, J
=8,0 Hz, 2H), 7,14 (d, /= 5,8 Hz, 1H), 4,93 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,79 (s, 2H), 2,36 (s, 3H),
2,24 (s, 3H)
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 168,64, 165,12, 161,99, 154,61, 147,80, 141,90, 130,48,
127,85, 127,06, 124,22 (d, J=277,6 Hz), 120,74, 107,72, 65,21 (q, J = 34,6 Hz), 38,73,
21,46, 10,70
MS (ESI) vypod&itané: m/z 412,0760 (M+H",100%), 413,0793 (19,5%)
m/z 434,0579 (M+ Na",100%)
najdené: m/z 412,0763 (M+H",100%), 413,0786 (19,5%)
m/z 434,0577 (M+ Na*,100%)
Teplota topenia: 140-143 °C

2-(4-chlorfenyl)-5-{[3-methyl-4-(2, 2, 2-trifluorethoxy)pyridin-2-yl|methylthio}- 1,3, 4-
thiadiazol (14)

Vzhl'ad: biela krystalicka latka
Molarna hmotnost’: 431,88 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,156g
Prakticky vytazok: 0,042 g (27%)
"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8,31 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,92 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,60 (d, J
=8,5 Hz, 2H), 7,11 (d, J=5,7 Hz, 1H), 4,91 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,79 (s, 2H), 2,24 (s, 3H)
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 166,94, 166,14, 161,33, 154,52, 147,89, 136,08, 129,70,
129,29, 128,32, 123,95 (q, J = 277,5 Hz), 120,11, 107,29, 64,85 (q, J = 34,4 Hz), 38,83, 10,36
MS (ESI) vypoc&itané: m/z 432,0213 (M+H",100%), 434,0184 (32%)

najdené: m/z 432,0225 (M+H",100%), 434,0197 (42%)
Teplota topenia: 129-131 °C

6.2.5. Syntéza triazolového analégu (séria V)

Vstupny 1H-1,2,4-triazol-3-thiol bol pripraveny na katedre v minulych rokoch a pred

pouzitim do alkyla¢nej reakcie nebol ziadnym sposobom cisteny.
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6.2.5.1.  Alkylacia finalneho triazolového analogu

/=N

HN )\

WP N | O~ CFs
N A
15

Obrdzok 18 Struktira triazolového analégu 15

Latka bola pripravena podl'a v§eobecného postupu uvedeného v kapitole 6.2.:
e Do reakcie bolo pouzitych 0,100 g alkylacného ¢inidla (0,36 mmol) a 0,084 g
triethylaminu (0,83 mmol).
e Pre syntézu produktu 15 bolo pouzitych 0,048 g 1H-1,2,4-triazol-3-thiolu (0,47
mmol).

e Reakeéna doba bola 24 hodin.

e Izolécia produktu 15 prebiehala podla v§eobecného postupu 6.2.
2-[(1H-1,2,4-triazol-3-yl)thiomethyl]-3-methyl-4-(2,2, 2-trifluorethoxy)pyridin (15)

Vzhl'ad: bielo-hneda krystalicka latka
Molekulova hmotnost: 304,29 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,110 g
Prakticky vytazok: 0,078 g (71%)
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,57 (s, 1H), 8,28 (d, J= 5,7 Hz, 1H), 7,06 (d, J= 5,7 Hz,
1H), 4,88 (q, J = 8,7 Hz, 2H), 4,50 (s, 2H), 2,19 (s, 3H)
3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 161,28, 158,92, 156,19, 147,95, 144,90, 123,98 (q, J =
277,5 Hz), 120,04, 106,96, 64,81 (q, J = 34,6 Hz), 36,42, 10,36
MS (ESI) vypoé&itané: m/z 305,0678 (M+H",100%), 306,0712 (11,9%)
najdené: m/z 305,0693 (M+H",100%), 306,0714 (11,9%)
Teplota topenia: 106-109 °C
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7. VYSLEDKY A DISKUSIA

InSpiraciou pre tuto pracu sa stal objav, ktory v ramci screeningu ,,starych* molektl
nazna¢il stvislost medzi rokmi pouzivanym lansoprazolom ajeho ,,novym®
antituberkulotickym U¢inkom. Nakolko ziadna substiticia na benzimidazolovej Ccasti
nevykazovala spominany ucinok, v tejto praci sme sa zamerali prave na jeho obmenu za
heterocyklické Struktury, ktoré uz maja v terapii tuberkul6zy svoje opodstatnenie.

Mechanizmom reakcie je jednoducha alkylacia heterocyklickych thiolov za pouzitia
alkyla¢ného cinidla — substituovaného pyridinium chloridu s pouZzitim triethylaminu na
vyviazanie proténov, v ekvivalentnom mnozstve, ktoré odpoveda suctu latkovych mnozstiev
oboch reaktantov (heterocyklického thiolu a alkylacného ¢inidla). Bolo tak pripravenych
celkom 5 sérii obmien s jednotlivymi substiticiami v kazdej sérii.

Séria I je zalozend na zamene benzimidazolovej Casti za vzniku imidazolového
analogu, ktory je lansoprazol sulfidu Struktirne najblizs$i. Taktiez v rdmci tejto série bol
pripraveny aj benzylom substituovany imidazolovy analéog.

Séria II vyuziva kvzniku novych analogov 1,3,4-oxadiazol-2-thiol a jeho
substituované varianty. Tento heterocyklus zohrava vyznam vo viacerych terapeutickych
odvetviach vratane terapie TBC. Niektoré §tudie vratane vyskumu na nasej katedre®? uvadzaju,
ze ma velky potencidl antituberkuléozneho ucinku, pretoze modze zaujimat funkciu
bioizosterickej ndhrady hydrazidovej skupiny v lie¢ivach prvej vol'by TBC, ale tiez posobit’ na
nové cielové §truktiry>>.

Tetrazoly pouzivané v sérii III nasli taktiez svoje uplatnenie v syntéze rady lieCiv
ako napriklad antibiotik, antileukotrienik, nesteroidnych antiflogistik a tak bolo stavené na ich
chemické vlastnosti aj v terapii TBC. Rovnako ako Struktiry na bazy tetrazolov, pripravené
katedrou v minulych rokoch, medzi ktoré mimo iné patril aj bis(4-chlorfenyltetrazol-5-
yldisulfid, ktoré¢ho aktivita uniektorych kmenov prevysila komeréne uZivané
antituberkulotika.>*

V jednej zo stadii sa ukézalo, ze latky, ktoré obsahovali vo svojej Struktire
thiadiazolovy heterocyklus mali silnu aktivitu in vivo na mySich modeloch infikovanych
tuberkulozou.®® Na zaklade tejto $ablony boli pripravené v sérii IV thiadiazolové analégy

lansoprazol sulfidu substituované p-tolylom a chlorfenylom.
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A nakoniec séria V, ktord obsahovala len jeden analdég ato konkrétne 1,2,4-

triazolovy analog.

7.1. Syntéza imidazolovych analégov LPZS (séria I)

V tejto sérii boli najskor pripravené samotné imidazolové reaktanty (a ab). Za
povSimnutie stoji vel'mi nizky vytazok latky b, ktory bol najskor pripraveny rovnakym
postupom ako v pripade latky a. Vytazok tak ¢inil 9%, ¢o je v porovnani s latkou a o viac nez
20% menej (vytazok latky a ¢ini 32%). K nizkemu vytazku prispela aj skutocnost, ze po
oddeleni vyslednej latky b pomocou stipcovej chromatografie bol ako druhé zlozka reakéne;
zmesi, pomocou NMR, identifikovany nezacykleny medziprodukt. Tento medziprodukt
zastupoval znaénu Cast’ vo vyslednej reakénej zmesi (2,513 g; 70% teoretického vytazku).
Vzhladom na popisované sme sa rozhodli pre syntézu 1-benzylimidazol-2-thionu inym
postupom.

V tomto postupe bola upravend Marckwaldova metdda syntézy 1-substituovaného
imidazol-2-thionu, kedy v prvom kroku pre vznik thiomocovinového medziproduktu reakcia
prebieha pri izbovej teplote v prostredi toluénu a kone¢né zacyklenie prebieha po pridani
koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej za teploty varu toluénu. Pévodnd Marckwaldova
metdda je zaloZend na izolovani vzniknutého thiomocovinového medziproduktu. Zacyklenie
prebieha az po izolacii medziproduktu. *® V tomto pripade taktieZ nebol dosiahnuty uspokojivy
vytazok — 4,5%. Vysledné mnozstvo latky b vSak stacilo pre dalSiu alkyldciu, analyzu
a testovanie, preto neboli aplikované uz ziadne d’alSie postupy pre dosiahnutie lepSieho
vytazku. Jedinou snahou o zvySenie vytaznosti reakcie bolo aplikovanie rovnakého postupu
ako vo vysSie spominanom pripade s rozdielom zvySenia mnoZstva kyseliny chlorovodikove;j
z 0,5 ekvivalentu na 3 ekvivalenty, avSak vysledkom bola olejovita latka s obsahom r6znych
primesi.

Aj vytazky vysledného produktu 2 (38%) boli v porovnani so 69% vytazkom
produktu 1 vyrazne nizSie. MoZe to vSak suvisiet’ s narocnejSou izolaciou a vysSou stratou
produktu nez v pripade latky 1, kedy len samotnd extrakcia s ethyl-acetitom a vodnym
roztokom NaHCOs3 nedokazala izolovat’ vysledny produkt 2. TaktieZ sa to nepodarilo ani

v pripade prevedenia stipcovej chromatografie s mobilnou fazou chloroform:methanol
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v pomere 15:1. Nakoniec sme sa pokusili produkt vyextrahovat s organickou fazou
chloroformu a slabym roztokom kyseliny chlorovodikovej (2-3%), ¢im sme zabezpecili vznik
soli a extrakciu necistot do organickej fazy. Po pridani NaHCO3 bol produkt vytesneny zo soli
anasledne tak mohol byt extrahovany ako neionizovany podla Standardného postupu

s organickou fazou ethyl-acetatu.

7.2. Syntéza oxadiazolovych, 1H-tetrazolovych a triazolovych analégov

LPZS (sériall, Il a V)

Séria II je koncipovana na priprave analdgov LPZS za vyuZitia substituovanych
1,3,4-oxadiazol-2-thiolov. Reakcie anaslednd izoldcia produktov prebichala bez
vyznamnejSich komplikacii a vzdy s vytazkom vySsim nez 50% a ich Cistota a identita bola
overena pomocou TLC a NMR spektroskopie pricom u produktu 6 a7 sa nam nepodarilo
zmerat’ ’C NMR, kvoli nizkej rozpustnosti v DMSO.

Pri izolacii produktu 12 zo série III bola pocas extrakcie v organickej faze pritomna
zrazenina, ktord bola odfiltrovana a analyzovana pomocou NMR, ktoré ukézalo, ze produkt sa
nachdadzal aj v zrazenine na filtri a rovnako tak aj vo filtrate.

Séria V zahfna len jednu alkylaciu 1H-1,2,4-triazol-3-thiolu, kde priebeh reakcie aj
izolacia produktu prebiehali Standardne podl'a obecného postupu a v porovnani s ostatnymi

produktami vykazoval aj vel'mi dobry vytazok (71%).

7.3. Syntéza thiadiazolovych analégov LPZS (séria IV)

Séria IV zaloZena na thiadiazolovej obmene obnaSala v pripade produktu 14 viacero
komplikacii a to najskor necistota vstupného 5-(4-chlorfenyl)-1,3,4-thiadiazol-2-thiolu, ktory
sa nepodarilo vycistit’ spominanou metédou. Tato skuto¢nost mohla pravdepodobne viest
k pritomnosti neistoty aj vo vyslednom produkte. Izolaciou pomocou stipcovej chromatografie
sa nam podarilo izolovat’ len Cast’ produktu, ¢o je pravdepodobne dévodom nizkeho vytazku,

ktory &ini 27%. Dalsie metody na izolaciu &istého produktu 14 neboli aplikované.
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7.4. Vysledky antimykobakteriilnej u¢innosti in vitro

U vsetkych finalnych latok zo sérii I-V, okrem produktov 12 a 13 bola otestovana
ich antimykobakterialna aktivita in vitro v Specializovanom pracovisku — Zdravotny ustav so
sidlom v Ostrave. V testovani boli vyuzité kmene: M. tuberculosis, M. avium a M. kansasii.
Nasledujuce tabul’ky uvadzaji namerané hodnoty minimalnych inhibi¢nych koncentracii v
umol/l u kazdej z latok. Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC) je hodnota, ktord udava
rastu mykobaktérii. U M. tuberculosis a M avium bola zistovana po 14 a 21 dioch au M.
kansasii po 7, 14 a 21 dnoch inkubacie. V tabul’ke 3 st pre porovnanie uvedené hodnoty in
vitro aktivity udvoch najucinnejSich lie¢iv prvej volby — rifampicinu aisoniazidu —

a predlohového LPZS.

Tabulka 3 Antimykobakteridlna aktivita rifampicinu a isoniazidu a predlohového LPZS (MIC

v umol/l)
M. tuberculosis M. avium M. kansasii
Rifampicin 0,25 (14 dni) 31 (14 dni) 0,125 (14 dni)
Isoniazid 0,5/1 (14/21 dni) >250/>§§8 (14721 4/4/4 (7/14/21 dni)
LPZS 1,13 (7 dni) >100 (7 dni) n.d.
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Tabul’ka 4 Antimykobakterialna aktivita latok zo serie I (MIC v umol/l)

O__CFs
M. tuberculosis M. avium M. kansasii
14/21 dni 14/21dni 7/14/21 dni

1 (R=H) 500/500 1000/>1000 500/1000/1000
2 (R=benzyl) 64/125 500/500 64/125/250

Tabulka 5 Antimykobakteridlna aktivita latok zo série II (MIC v umol/l)

@%x

X o0 C
Z
M. tuberculosis M. avium M. kansasii
14/21 dni 14/21dni 7/14/21 dni
3 (R=H) >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500
4 (R=CHa) >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500
5 (R=0OCHa) >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500
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6 (R=CI)

>500/>500

>500/>500

>500/>500/>500

7 (R=Br)

>500/>500

>500/>500

>500/>500/>500

Tabulka 6 Antimykobakterialna aktivita latok zo série Il (MIC v umol/l)

R
2N
N(N )\s O~ CFs
o
M. tuberculosis M. avium M. kansasii
14/21 dni 14/21dni 7/14/21 dni

8 (R=H) >1000/>1000 >1000/>1000 >1000/>1000/>1000
9 (R=CHa) >250/>250 >250/>250 >250/>250/>250
10 (R=OCHs) >250/>250 >250/>250 >250/>250/>250
11 (R=CI) >250/>250 >250/>250 >250/>250/>250
12 (R=Br) nebol hodnoteny

53




Tabul’ka 7 Antimykobakterialna aktivita latok zo série IV (MIC v umol/l)

O A

NG
F
M. tuberculosis M. avium M. kansasii
14/21 dni 14/21dni 7/14/21 dni
13 (R=CH3) nebol hodnoteny
14 (R=Cl) >500/>500 >500/>500 >500/>500/>500

Tabulka 8 Antimykobakteridlna aktivita latky zo série V (MIC v umol/l)

/=N
HN )\
\ =

N S

| N O\/CF
N A
M. tuberculosis M. avium M. kansasii
14/21 dni 14/21dni 7/14/21 dni
15 >250/>250 >250/>250 >500/>500/>500

Z produktov, u ktorych bola otestovana antimykobakterialna aktivita in vitro, ani
jeden nevykazoval aktivitu, ktord by sa bliZila hodnotdm nameranym u lansoprazol sulfidu.
Z uvedenych sa odlisuje jedine produkt 2, u ktorého hodnoty proti M. tuberculosis neprevysuju

250 MIC, ale z hl'adiska tc¢inku je i tato aktivita bezvyznamna.
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Produkt 12 zo série III nebol do odovzdania prace otestovany, ale vzhladom
na neucinnost’ podobnych Struktar v tejto sérii je ocakavany rovnaky vysledok aj u tejto latky.

Rovnako tak produkt 13 zo série I'V.
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8. ZAVER

Cielom tejto prace bolo nadviazat' na uspeSny objav, v ktorom bola zistena
antituberkuldzna aktivita lansoprazol sulfidu. Principom tak bolo obmenit’ benzimidazolova
Cast molekuly lansoprazol sulfidu za ucelom vzniku jeho analégov s potencidlnou
antituberkulotickou aktivitou.

Bolo pripravenych 5 sérii analégov s obmenami za heterocykly, ktoré majua svoje
opodstatnenie v inych antituberkuloticky uc¢innych Struktarach. V sérii Itak bol pouzity
imidazolovy heterocyklus, pri¢om jeden z dvoch analdgov tejto série vykazoval lep$iu aktivitu
nez vSetky ostatné analdgy. AvSak tato aktivita nie je dostatocnd v porovnani so samotnym
lansoprazol sulfidom.

Vsérii I bolo pripravenych celkom 5 analégov s 1,3,4-oxadiazolovym
heterocyklom. Hodnoty ucinnosti vyjadrenych v MIC sa pohybovali v hodnotach vyssich nez
500, ¢o znamenad, ze voci testovanym kmenom nemaji takmer ziadnu u¢innost’.

Rovnako tak aj séria III, v ktorej boli vyuzité tetrazolové heterocykly, nejavila
ziadne zndmky Gc¢innosti.

Ukazalo sa, Ze ani séria IV, ktora bola stavana na obmene za thiadiazolové
heterocykly, a ani séria V, ktort tvoril jediny triazolovy analdg, nebola uspesnéd ¢o sa tyka

uéinnosti.
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