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ABSTRAKT
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Konzultant: Mgr. Vaclav Pflégr

Nazov diplomovej prace: Syntéza a hodnoceni antimykobakteridln¢ aktivnich derivati

1,3,4-oxadiazolu

Tuberkuléza (TBC) je zavazné infekéné ochorenie spdsobené obligitne
patogénnymi kmenmi Mycobacterium tuberculosis complex (Mtb.) a dodnes patri medzi
desat’ najéastejSich pri¢in umrti na celom svete. Jednou z hlavnych komplikécii liecby
TBC je stale narastajuca rezistencia mykobakteridlnych kmenov vo¢i pouzivanym
liecivam. Preto je vyvoj novych antimykobakteridlnych zlicenin kI'i€ovy pre prekonanie

tohto problému.

Vyskum a vyvoj novych potencidlnych antimykobakteridlnych latok sa casto
zaobera modifikdciami klinicky pouZivanych lieciv — vel'akrat sa jedna o lie¢ivo prvej

linie, izoniazid (INH). Aj vychodiskom tejto prace je prave struktira uz spominaného INH.

Najprv bola pripravend ahodnotena séria 2-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-
oxadiazolov a N‘-acylizonikotinohydrazidov ako ich syntetickych prekurzorov s vel'mi
slubnou aktivitou (vyjadrena ako minimalna inhibi¢nd koncentracia — MIC) proti
niekol’kym mykobakteridlnym kmenom (MIC Mrb. Hz7Rv 1-8 uM). NajaktivnejSie
zliCeniny boli dalej testované proti vybranym multiliekovo a extenzivne liekovo
rezistentnym (MDR a XDR) kmetiom Mth. (MIC 4-8 uM). Nebola zaznamenand ziadna
skriZzena rezistencia s klinicky pouZzivanymi antituberkulotikami. Zlu€¢eniny pochadzajuce
z tychto sérii d’alej nevykazovali Ziadnu signifikantnu in vitro toxicitu vo¢i bunkam linie

HepG2 v pouzitom koncentraénom rozsahu.

Na zaklade predchadzajucich vysledkov bola pripravena a hodnotend d’alSia séria
modifikovanych 2-alkyl-5-heteroaryl-1,3,4-oxadiazolov aich prekurzorov. Predmetom
modifikacie bolo heterocyklické jadro (zdmena izonikotinohydrazidu za izomérny
nikotinohydrazid ¢i pikolinohydrazid) alebo alkylovy retazec (jeho rozne vetvenie,

zavedenie dvojnej vizby). Tieto zluCeniny vykazovali v niektorych pripadoch velmi



sl'ubné aktivity, ktoré boli lepSie nez u povodnej sérii zlucenin (MIC pre Mtb. H37Rv 0,5—
4 uM; MIC pre M. kansasii 6509/96 1-8 uM).

Asymetrické 1,2-diacylhydraziny, ako prekurzory k vyssSie uvedenym derivatom,
boli pripravené dvomi metdédami. Prvd metdda spocivala v reakcii INH s vhodnym
acylchloridom (komercéne dostupnym alebo pripravenym na pracovisku) v pritomnosti
uhli¢itanu draselného ako bazy s pouzitim bezvodého tetrahydrofuranu ako rozpustadla.
Druhd metéda bola zalozena na karbodiimidovom C-N couplingu za pouzitia N-(3-
dimetylaminopropyl)-N*-etyl-karbodiimid ~ hydrochloridu a 1-hydroxybenzotriazol
hydratu ako katalyzatoru. Vsetky pripravené 2-alkyl-5-heteroaryl-1,3,4-oxadiazoly sa
ziskali priamo dehydrativnou cyklizaciou prekurzorovych 1,2-diacylhydrazinov. Téa
prebichala reakciou s p-toluénsulfonylchloridom a trietylaminom v dichlormetane ako

rozpustadle.
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Tuberculosis (TB) is a serious infectious disease caused by obligately pathogenic
rods of Mycobacterium tuberculosis complex (Mtb.), and it is still among the ten most
common causes of death worldwide. One of the main complications of TB therapy is the
ever-increasing resistance of mycobacterial strains to conventional drugs. Therefore, the

development of new antimycobacterial compounds is crucial to overcome this issue.

Research and development of new potential antimycobacterial agents often involve
structure modifications of clinically used drugs — frequently the first-line drug, isoniazid

(INH). The starting point of this work is also the structure of the already mentioned INH.

First, a  series of  2-alkyl-5-(pyridine-4-yl)-1,3,4-oxadiazoles  and
N’-acylisonicotinohydrazides as their synthetic precursors were prepared and evaluated
with very promising activity (expressed as minimal inhibitory concentration — MIC)
against several mycobacterial strains (MIC Mtb. H37Rv of 1-8 pM). Furthermore, the most
active compounds were tested against selected multidrug- and extensively drug-resistant
strains of Mth. (MDR- and XDR-TB) with MIC values of 4-8 uM. No cross-resistance
with clinically used antituberculosis agents has been reported. Compounds from these
series did not show any significant in vitro toxicity against HepG2 cell line in the used

concentration range.

Based on our previous findings, another series of modified 2-alkyl-5-heteroaryl-
1,3,4-oxadiazoles and their precursors were prepared and evaluated. The modification
concerned the heterocyclic core (replacing the isonicotinohydrazide with an isomeric
nicotinohydrazide or picolinohydrazide) or the alkyl chain (its different branching,
introduction of a double bond). These compounds showed in some cases very promising
activities that were better than the original series of compounds (MIC Mtb. H37Rv of 0.5-
4 uM; MIC M. kansasii 6509/96 of 1-8 uM).



Asymmetric 1,2-diacylhydrazines, as precursors to the abovementioned
derivatives, were prepared by two various synthetic routes. The first method was based on
the reaction of INH with the appropriate acyl chloride (commercially available or in-house
prepared) in the presence of potassium carbonate as a base, using anhydrous
tetrahydrofuran as a solvent. The second synthetic way was based on carbodiimide C-N
coupling using N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride and 1-
hydroxybenzotriazole hydrate as a catalyst. All of the prepared 2-alkyl-5-heteroaryl-1,3,4-
oxadiazoles were obtained directly by dehydrative cyclization of 1,2-diacylhydrazines.
This was carried out by reaction with p-toluenesulfonyl chloride and triethylamine in

dichloromethane as a solvent.
Key words

N’-acylheteroarylhydrazides; 2-alkyl-5-heteroaryl-1,3,4-oxadiazoles; antimycobacterial
resistance; cytotoxicity; in vitro antimycobacterial activity; isoniazid; 1,3,4-oxadiazole;

tuberculosis
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1 UVOD

Tuberkuléza (TBC) je sthrnné oznacenie pre vSetky chorobné stavy, ktorych
povodcom je Mycobacterium tuberculosis complex (Mtb.) [1]. Jednd sa o infekéné
ochorenie, ktoré bolo hlavnou pri¢inou tmrti spdsobenou jedinym infekénym agens az
do vypuknutia pandémie koronavirusu SARS-CoV-2 [2]. Terapia TBC pozostava hlavne
z dlhodobého stibezného podavania lieCiv prvej linie (izoniazid, INH; rifampicin, RIF;
pyrazinamid, PZA; etambutol, EMB) a nesie zo sebou mnozstvo neziaducich a vedl'ajsich
ucinkov, v dosledku ¢oho moze byt adherencia pacientov k lieCbe nizka. Nedodrziavanie
prisneho liecebného rezimu z akéhokol'vek ddévodu, spolu s d’alSimi faktormi, vedie
k narastu poctu rezistentnych kmenov mykobaktérii a tym kladie limity terapeutickému
potencidlu dostupnych lie¢iv. RozliSujeme niekol’ko zdkladnych druhov liekovej

rezistencie TBC [2, 3]:

e monorezistenciou rozumieme odolnost’ Mtb. voci jednému z lie¢iv 1. linie,

o rezistencia k viac nez jednému lie€ivu 1. linie, okrem kombinécie INH a RIF, sa
nazyva polyrezistenciou,

o multiliekova rezistencia (MDR) predstavuje rezistenciu mykobaktérii sucasne
aspon k INH a RIF,

o akje MDR-TBC este naviac odolna voc¢i akémukol'vek fluorochinolénu a aspon
vo¢i jednému z injekéne podavanych lieiv druhej linie (kapreomycin,

kanamycin, amikacin), hovorime o extenzivnej liekovej rezistencii (XDR).

Vyvoj azavadzanie novych lieCiv predchddza rezistencii aje najddlezitejSim
aspektom pre buducu kontrolu tuberkulézy [2]. Od objavu terapeutického potencialu INH
1 v roku 1950 [1] a PZA v roku 1972 [4] sa dostavaju do popredia zdujmu derivaty malych
heterocyklickych molekul (napr. furdnu, tiofénu, imidazolu, oxazolov, oxadiazolov,
triazolov, tiadiazolov, piperidinu, pyrimidinu a d’al§ich). Doposial’ bolo prezentované
nespocetné mnozstvo zli¢enin s tymto Struktirnym motivom, ktoré vykazovali vynikajicu
biologicku aktivitu (nie iba ako antituberkulotikd) [5] [6], no bohuzial’ doposial’ iba dve

vyssie zmienené zlU€eniny nasli uplatnenie ako antituberkulotika prvej linie (Obr. 1).
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Obrizok I - Struktary INH 1 a PZA
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2 TEORETICKA CAST

Nasledkom nérastu poctu pripadov liekovo rezistentnej tuberkulozy sa vyskum
zameriava na hl'adanie novych, G€innych latok, ktoré by dokazali tento rozvoj rezistencie

zastavit’.

2.1 NOVE ANTITUBERKULOTIKA

Pred Styridsiatymi rokmi minulého storocia nebola chemoterapia TBC dostupna.
Od momentu izolécie streptomycinu (STR) z aktinomycéty Streptomyces griseus v roku
1944 nastala doba rozkvetu vo vyvoji a zavadzani d’alSich novych lie¢iv k lieCbe infekcie
tuberkulozy [7]. Poslednym vyznamnym objavom minulého storocia bolo zavedenie RIF
v roku 1966, po ktorom vystriedala sériu prelomovych pokrokov v liecbe tuberkulozy
pauza trvajica viac nez Styri dekady, pocas ktorej nebol vyvinuty ziadny novy liek prvej

linie [8].

Tuto dlhotrvajicu pauzu ukoncilo rozhodnutie US Food and Drug Administration
(FDA) o schvalenie nového antituberkulotika bedachilinu (Obr. 2) v roku 2012 [9]. Jedna
sa o peroralne podavané uzkospektrdlne antibiotikum vykazujice aktivitu voci
mykobaktériam, najmi Mtzb. [10]. Z chemického hladiska sa jedna o latku patriacu medzi
diarylchinoliny obsahujuce chinolinové jadro, na ktoré sa v polohe C; napaja diarylovy
a aminovy bocny ret'azec a d’alej alkoholova funk¢na skupina, ktoré su zodpovedné za jeho
antimykobakteriadlny ti¢inok. Jedna sa o enantiomérne €istu zIuceninu s dvomi chirdlnymi
centrami (1R, 2§ izomér) [11]. Bedachilin vykazuje vynikajicu aktivitu voci liekovo
senzitivnej Mtb. ako aj réznym liekovo rezistentnym kmetiom Mitb. s hodnotami
minimalnych inhibi¢nych koncentracii (MIC) od 0,03-0,12 pg/ml [12]. Bedachilin
vykazuje jedineény a $pecificky mechanizmus uéinku (MU), ktory je zaloZeny na inhibicii
protonove] pumpy ATP-syntazy, ktory vedie k deplécii ATP (adenozintrifosfat)

a naruSeniu rovnovahy v homeostaze pH [13, 14].

Daldie nové antimykobakteridlne posobiace lie¢iva patria do skupiny
nitroimidazolov. Jednd sa konkrétne o skor zavedeny delamanid anedavno
schvaleny pretomanid (Obr. 2) [11].

Delamanid, inhibitor syntézy mykolovych kyselin, bol prvy krat schvaleny
Europskou liekovou agentirou (EMA) v roku 2014 [13]. Ako bolo spomenuté vyssie, patri
medzi nitroimidazoly a konkrétne sa jedna o derivat nitroimidazooxazolu. Delamanid je
prolie¢ivo atym padom inhibiciu syntézy mykolovych kyselin dosiahne az po jeho

bioaktivacii, ktord sa deje redukciou NO, skupiny na reaktivne medziprodukty, akymi su
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napriklad oxidy dusika a derivaty desnitro-imidazooxazolu [11]. Delamanid dokonca
vykazuje eSte lepSiu aktivitu, nez to bolo u bedachilinu. Vin vitro §tadiach bola
preukdzana aktivita voci liekovo senzitivnej Mtb. ako aj liekovo rezistentnym kmeniom
Mtb. s hodnotami MIC v rozmedzi 0,006-0,024 pg/ml [15].

Pretomanid predstavuje jedno znajnovSich antituberkulotik — prvy krat bol
schvaleny FDA pred tromi rokmi v auguste roku 2019 [16]. Mozno sledovat’ viacero
Strukturdlnych podobnosti pretomanidu s jeho predchodcom, delamanidom, a vd’aka
pritomnosti NO> skupiny sa jedna taktiez o proliecivo, ktoré po aktivacii v mykobaktériach
produkuje reaktivne medziprodukty schopné interakcie s bune¢nymi Strukturami a narusit’
bunkové dychanie [17]. Pretomanid preukazal in vitro aktivitu proti Mtbh. (vratane
rezistentnych kmenov a za anaerébnych podmienok) a u zvieracich modeloch TBC (ako
monoterapia alebo ako sucast’ kombinacného rezimu) [16]. Podl'a nedavnych studii sa MIC
pretomanidu pohybuje v rozmedzi 0,015-0,531 pg/ml proti liekovo senzitivnym ako aj

liekovo rezistentnym kmetiom Mt¢b. [11].
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Obrdzok 2 - Struktiry novych registrovanych antituberkulotik (bedachilin, delamanid, pretomanid)

Vsetky vysSie spomenuté lieCiva patria medzi tzv. lieCiva 3. linie, ktoré su
pouzivané vyhradne v terapii MDR- a XDR-TBC ako sucast’ kombinovanej terapie [18,
19].
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2.2 OXADIAZOLOVY FRAGMENT

Mnohé de novo syntetizované antimykobakteridlne ucinné zliceniny obsahuji
vo svojej Struktare heterocyklus, ktory je velmi Casto reprezentovany oxadiazolovym
fragmentom [20]. Oxadiazoly su 5-Clenné aromatické heterocykly, obsahujuce vo svojej
Struktire dva dusikové ajeden kyslikovy atom. Existuji tri stabilné regioizoméry

nesubstituovaného oxadiazolu — 1,2,4-, 1,3,4- a 1,2,5-izomér (Obr. 3) [21].

1 1 1
O\ O /O\
N2 5N N2
AN

Obrazok 3 - Regioizoméry oxadiazolu

Ako najsl'ubnejsi kandidati sa javia derivaty 1,3,4-oxadiazolu [20]. Pritomnost’
1,3,4-oxadiazolového kruhu dokaze ovplyvnit' fyzikalne-chemické vlastnosti molekuly a
mobze sluzit’ ako bioizostérna nahrada funkénych skupin obsahujiuce karbonyl, akymi su
napriklad estery, amidy, hydrazidy a karbamaty [21, 22]. Oxadiazolovy kruh sa d’alej
vyuziva aj ako vyznamna sucast’ farmakoféru, ktory je schopny vézby na ligand,
a v niektorych pripadoch zase sluzi ako planarny aromaticky linker, ktory dokaze

zabezpecit’ spravnu priestorovu orientaciu Struktury [23].

Moznosti pripravy 2,5-disubstituovanych 1,3,4-oxadiazolov je hned’ niekol'ko
(vid’ Obr. 4). Bezne vyuzivané metody zahfnaju pouzitie N,N‘-diacylhydrazinov alebo N-
acylhydrazénov [24]. N,N‘-Diacylhydraziny podstupuju proces dehydrativnej cyklizacie
za pouzitia dehydratacnych c¢inidiel, akymi st napriklad trichlorid-oxid fosfore¢ny,
kyselina sirova, kyselina trifluéroctova &i oxid fosforeény. Dalej sa pouzivaju aj miernejsie
¢inidla, ako napr. p-toluénsulfonylchlorid (v prostredi bazy, napr. pyridinu) alebo
trifenylfosfin (spolu s 1,2-dibromo-1,1,2,2-tetrachloroetinom v prostredi bazy, napr.
triethylaminu, v nevodnom rozpustadle) [25-28]. V literatire [29] bola taktiez popisana

el

»one-pot“’ syntéza tychto derivatov 1,3,4-oxadiazolu, kedy do reakcie vstupuje
acylhydrazid s karboxylovou kyselinou v pritomnosti kyslého katalyzatoru. Derivaty
1,3,4-oxadiazolu moézu byt taktiez pripravené pomocou oxidativnej cyklizacie
N-acylhydrazonov s oxidacnymi cinidlami, ako napr. manganistan draselny, chlorid
zelezity alebo elementdrny brom [24]. Iné syntetické cesty zahfiaju acylaciu nasledovanu

otvorenim auzavretim kruhu vychodiskovych tetrazolov, heterocyklizdciu derivatov

!, One-pot* syntéza (tzv. ,,syntéza v jednej nadobe*) — stratégia na zlepSenie ucinnosti chemickej reakcie,
pri ktorej sa reaktant podrobi viacerym chemickym reakciam len v jednej nadobe bez izolacie medziproduktu
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semikarbazidu, tiosemikarbazidu ¢i selenosemikarbazidu, ako taktiez premenu derivatov

1,2,4-oxadiazolov pod vplyvom UV Ziarenia [30].

O

] r
JL. +  RACOOH or RPC{OED; \ﬁ.. Wt J-"\
N~ RT gl

. dehydrative cyclization R._0O
RLE, ‘E‘J.L"th - \g:”;}_gz | H T

=T

X=0, 85 %

Obrazok 4 - Mozné syntetické cesty pripravy 2,5-disubstituovanych 1,3,4-oxadiazolov (prevzaté

z Kudelko, 2022 [30])

Zluceniny obsahujuce 1,3,4-izomér oxadiazolu vykazuji rozsiahle spektrum
biologickych aktivit. V literatire ndjdeme mimo iné aj zmienky ohl'adom ich
antibakterialnej, antimykobakterialnej, antivirotickej, protinddorovej, antikonvulzivnej.

protizapalovej a hypoglykemickej aktivite [21, 25, 31].

Niektoré zlticeniny obsahujuce 1,3,4-oxadiazol sa dostali aj do klinického pouzitia
alebo je ich pouZitie predmetom klinickych §tadii (Struktury vSetkych spomenutych latok
v tomto odstavci st uvedené na Obr. 5). Asi najznamejSim registrovanym lieivom je
raltegravir, vyznacujuci sa silnym antivirotickym u¢inkom, ktory je vyvolany inhibiciou
integrazy (enzym schopny integracie virusovej genetickej informécie do ludskej
deoxyribonukleovej kyseliny - DNA). V sticasnosti sa jedna o lie€ivo prvej linie v liecbe
infekcie virusu Pudskej imunitnej nedostatoénosti (HIV). Dal§im lie¢ivom je zibotentan,
latka ktora posobi ako Specificky antagonista receptorov pre endotelin-1, ¢im spdsobuje
inhibiciu proliferacie buniek a pri vyssich koncentraciach ma taktieZ schopnost’ inhibovat’
angiogenéziu [30]. Zibotentan bol skiimany pre pouzitie v lieCbe metastazujuceho

karcinomu prostaty, kde ale neuspel v klinickych $tudiach, a preto sa uz pre tento ucel
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d’alej neskuma [32, 33]. V sucasnosti ale prebiehaju d’alSie klinické Studie, napr. pre
pouzitie zibotentanu v lieCbe chronickej choroby obliciek [34]. Fragment 1,3,4-oxadiazolu
obsahuje aj derivat nitrofuranu, furamizol, ktory vykazuje antibakteridlnu aktivitu. Ako
posledny priklad stoji za zmienku blokator adrenergnych receptorov thiodiazosin
s antihypertenznou aktivitou. Vyhodou thiodiazosinu je jeho prediZeny plazmaticky pol¢as

v porovnani s prazosinom (klinicky pouzivana latka s rovnakym MU). [30]

(0]
F
N- ~ OH
/</ {\l H N\ , NH\/@ N/
© N \_0
o o]

raltegravir zibotentan

NH,

S.’-
o N/)\N/\ 0/\<

tiodazosin

furamizol

Obrizok 5 - Struktury lie¢iv obsahujucich 1,3,4-oxadiazolovy fragment

2.2.1 Kiratky prehlad derivatov 1,3,4-oxadiazolu s antimykobakterialnou aktivitou
Nasledujtci text predkladd struény prehlad inak rdznorodej palety v literatire
publikovanych derivatov 1,3,4-oxadiazolu vykazujicich antimykobakteridlnu aktivitu.

O Struktarach zlticenin spominanych v texte pojednavaju obrazky Obr. 6 a Obr. 7.

Macaev et al. [35] sa vo svojej §tidii zaoberali pripravou a hodnotenim derivatov
5-aryl-2-thio-1,3,4-oxadiazolov. Ako vychodiskova latka bol pouzity 5-(4-
1zotiokyanatofenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-tiol, ktory podliehal alkylacii SH skupiny a/alebo
adicii roznych nukleofilov na izotiokyandatova skupinu. U pripravenych zlacenin bola
stanovena ich in vitro antimykobakteridlna aktivita vo¢i Mtbh. H37Rv za pouZitia
mikrodiluéného Alamar Blue testu. NajvySSiu inhibi¢ni aktivitu — 98% inhibiciu

pri koncentracii 6,25 pg/ml — vykazovali zluceniny 2 a 3.

V praci Ahsana et al. [36] sa m6Zeme docitat’ o sérii analogov 1,5-dimetyl-2-fenyl-
4-{[5-(arylamino)-1,3,4-oxadiazol-2-yl|metylamino}-1,2-dihydro-3 H-pyrazol-3-6nu.
Autori dosli k zéveru, ze na aktivitu vo¢i mykobaktéridm vplyva substiticia na N-aryl

skupine. Pozitivny efekt so sebou nesie pritomnost elektron-odtahujucej skupiny,
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napriklad fluor, nitro ¢i sulfamoyl. Prave fluérom substituovana zlicenina 4 vykazovala
najlepSiu aktivitu z celej série, ktorej MICoo (0,78 pg/ml) sa rovnala MIC pouzitého
Standardu INH.

Sériu N-(furan-2-yl)-1-(5-substituovanych)fenyl-1,3,4-oxadiazol-
2-yl)metaniminov syntetizovali Mathew et al. [37] a pripravené zluCeniny boli hodnotené
pre ich aktivitu proti Mtbh. H37Rv pomocou mikrodiluéného testu Alamar Blue. NajlepSie

vysledky tejto série dosiahla zlucenina 5 s MIC 3,125 ug/ml.

S cielom spojit’ 1,3,4-oxadiazol, B-laktamovy kruh (2-azetidindn) a pyrazinovy
kruh do jedného molekulového hybridu, pripravili autori prace [38] novu sériu derivatov
3-chloro-4-aryl-1-(4-{[5-(pyrazin-2-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-ylJmetoxy} fenyl)azetidin-2-
6nu 6. Ucinili tak na zéklade poznatkov o antibakteridlnej a antimykobakterialnej aktivite
zlucenin obsahujucich vyssie spomenuté Struktirne motivy. Z pripravenej série zlucenin
sa javia ako najslubnejSie zluceniny nesuce ako substituent R bud’ Cl (6a), alebo

metoxyskupinu (6b), ktorych MIC voci Mth. H37Rv predstavuje 3,12 pg/ml.

H
N\ S\\C,N
e = T .
% N
H2N—C\\ 0 0 ~ N
S o{
2 3 S cl
\ o]
B
N N,
HN@F 07 °NF |O
/

N%/lSl/o)_/oA@—N Cl

6 R
Obrdzok 6 - Struktury najaktivnejsich oxadiazolovych zligenin

ZluCeniny obsahujuce 1,3,4-oxadiazolovy fragment s antimykobakteridlnou

aktivitu boli taktieZ pripravené v nasej vyskumnej skupine [28, 39-41].

Napriklad Karabanovich et al. [39] nasyntetizovali sériu nitro-substituovanych 2-
alkyl/aryl-5-benzylsulfanyl-1,3,4-oxadiazolov. Vysledky hodnotenia

antimykobakteridlnej aktivity potvrdili predchddzajice skusenosti, ze pritomnost’
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dinitrobenzylsufanylového  zoskupenia je dolezit¢ pre dosiahnutie vysokej
antimykobakteridlnej aktivity (boli pripravené aj 4-nitrobenzylsulfanylové derivaty, tie ale
substitticie bola dolezita poloha NO> skupin — antimykobakteridlna aktivita 3,5-dinitro-

substitovanych derivatov bola omnoho vyss$ia nez to bolo u 2,4-dinitrosubstituovanych.

Mimoriadne dobra aktivitu vykazovali teda zluc¢eniny pochédzajice zo série 2-
alkyl/aryl-5-(3,5-dinitrobenzylsulfanyl)-1,3,4-oxadiazolov 7 (Obr. 7). Bola zaznamenana
pozoruhodné aktivita voci Mtbh. Hz7Rv. MIC najaktivnejSich zlucenin sa pohybovala
v rozmedzi <0,03-0,06 uM. Za zmienku stoji urcite aj aktivita zlucenin tejto série voci
klinickému izolatu M. kansasii 6509/96 a INH-rezistentnému kmeniu M. kansasii 235/80.
Hodnoty MIC sa v tomto pripade pohybovali od 0,125 do 1 puM. Vybrané zlu¢eniny boli
taktiez skimané pre svoju aktivitu vo¢i MDR a XDR kmetiom Mrb. ZlG€eniny vykazovali
vynikajiicu aktivitu s hodnotami MIC 0,03-0,5 pM anevykazovali Ziadnu skrizenu
rezistenciu s antituberkulotikami prvej (INH, RIF, PZA, EMB) alebo druhej linie (STR,
ofloxacin — OFX; klofazimin — CFZ; amikacin — AMK; gentamicin — GEN) [39].

K overeniu, ako by pripojenie 3,5-dinitrofenylovej skupiny k oxadiazolu
ovplyvnilo antimykobakteriadlnu aktivitu zIucenin zo série 7, pripravili Karabanovich et al.
[40] novu sériu 2-alkylsulfanyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazolov 8 (Obr. 7). Jedna
sa teda oreverzné analdogy predchadzajucej série 7 popisanych vysSie. Ich
antimykobakterialne aktivity vo¢i Mtb. H37Rv boli porovnatel'né (MIC 0,03-0,5 pM) so
zli€eninami zo série 7. V pripade aktivity vo¢i dvom kmenom M. kansasii (235/80
a klinicky izolat 6509/96) sa v niektorych pripadoch zaznamenala dokonca aj lepSia
aktivita nez u zlic¢enin 7 (MIC 0,03-0,5 pM). Rovnako boli vybrané zluceniny dalej
skimané pre svoju aktivitu vo¢i vybranym MDR a XDR kmetiom Mth. — aj v tomto
pripade boli zaznamenané vynikajtce aktivity s hodnotami MIC 0,03-0,06 uM. Zaverom
autori prace skonStatovali, Ze priame pripojenie 3,5-dinitrofenylového zbytku k 1,3,4-
oxadiazolovému kruhu neviedlo k vyznamnym zmenam v antimykobakterialnej aktivite
v porovnani so zli¢eninami zo série 7.

O,N

O,N
QV = Q\( PSR
N=N O,N N—N
8

7
Obrizok 7 - Struktury najaktivnejsich nitrovanych zlu¢enin pochadzajiice z nasej vyskumnej skupiny

O,N
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2.3 FUNKCNE SKUPINY SPAJAJUCE ALKYL S 1,3,4-OXADIAZOLOM
2.3.1 Alkylované derivaty 5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminu

Vosatka et al. [28] pripravili sériu sedemnastich N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-
oxadiazol-2-aminov 10 s cielom najst’ nové zliceniny s antimykobakterialnou aktivitou.
Ako vychodiskové latky pouzili N-alkyl-2-izonikotinoylhydrazin-1-karboxamidy 9, ktoré
boli pripravené reakciou INH 1 sodpovedajucimi alkylizokyanatmi (alebo ich
ekvivalentmi v pripade metylovaného derivatu). DiZka alkylového retazca v izokyanatoch
sa pohybovala od metylu az po oktadecyl svynimkou heptadecylového retazca.
Pozadované 1,3,4-oxadiazoly 10 boli ziskané dehydrativnou cyklizaciou vychodiskovych

latok pomocou trifenylfosfinu a 1,2-dibromo-1,1,2,2-tetrachloretanu v zadsaditom prostredi

(Obr. 8).

Ph3P, (BFC|2C)2
N N o) EtsN N™°S
| H R—N=C=0 | H 3 | _
= N\NH - > P N. )J\ _R 0) H
2 | />’N\R
(0]

N~ °N
H H N-N

-
©

10
R: n-alkyly od C; do Cqg

Obrdzok 8 - Syntéza N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminov

U pripravenych zlucenin bola hodnotena ich in vitro antimykobakterialna aktivita
voci senzitivnemu kmetiu Mtb., niekol’kym kmetiom Mtb. s roznymi profilmi rezistencie,
vratane MDR a XDR kmenov a taktieZ voc¢i trom netuberkuloznym mykobakteridlnym
kmenom (M. avium 331/88 adva rozne kmene M. kansasii: 235/80 a klinicky izolat

6509/96). Aktivita bola vyjadrena ako MIC v uM.

Zistilo sa, Ze zhladiska inhibicie INH-senzitivnej Mtb. boli najucinnejSie
karboxamidy 9 substituované kratkym alkylovym retazcom (metyl az propyl). Tieto
zluceniny mali aktivitu porovnatelna s INH 1 (MIC = 0,5-2 uM). No bohuzial’, ani jeden
z prezentovanych karboxamidov neinhiboval uspokojivo ziaden z MDR ¢i XDR kmetiov
TBC. Netcinnost’ predmetnych karboxamidov voc¢i tymto kmenom si autori prace
vysvetl'uji tym, Ze maj rovnaky MU ako samotny INH. Dokonca ich cyklizaciou doslo

aj k strate povodnej inhibi¢nej aktivity voci INH-senzitivnej Mtb.

Aj ked vysSie spomenuté karboxamidy s kratkym retazcom svoju schopnost’
inhibicie Mtb. po cyklizacii na prislusné 1,3,4-oxadiazoly stratili, v pripade cyklizacie N-
dodecyl-2-izonikozinoylhydrazin-1-karboxamidu na oxadiazol 10a (Obr. 9) doslo

k vyraznému zniZeniu MIC (z 32 uM na 4-8 uM) voci INH-senzitivnej Mtb. v porovnani
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s prekurzorom 9 s dodecylovym retazcom. Dokonca bola zaznamenand aj schopnost
inhibovat’ vybrané MDR a XDR kmene Mrb. (MIC = 4-8 uM), rovnako ako aj INH-
rezistentni M. avium 330/88 (MIC = 8-16 uM) a to bez skrizenej rezistencie vo¢i bezne
uzivanym antimykobakteridlnym lie¢ivam.

N

~

o)
\ />/ NH A~~~
N~N
10a
Obrazok 9 - N-dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin
MU zltéeniny 10a nie je celkom objasneny, no isté je, Ze sa nejednd o prolie¢ivo
INH 1. VysSie uvedené zistenia inSpirovali tato pracu a dali vznik niekol’kym Struktirnym

obmenam zluc¢eniny 10a.

2.3.2 4-(5-Substituované-1,3,4-oxadiazol-2-yl)pyridiny

Syntézou a hodnotenim antimykobakteridlnych vlastnosti 4-(5-substituovanych-
1,3,4-oxadiazol-2-yl)pyridinovych derivatov sa zaoberali Navarrete-Vazquez et al. [42].
Prostou reakciou INH 1 s roznymi acylchloridmi a naslednou dehydrativnou cyklizaciou
vzniknutych N*-acylizonikotinohydrazidov — ,,one-pot* syntéza v N,N-dimetylformamide
(DMF) — pripravili okrem inych, taktiez zlic¢eniny 11a-11e, ktoré su predmetom zaujmu
tejto prace (Obr. 10). Zistili pozoruhodné aktivity vo¢i INH-senzitivnej Mtb. Hi7Rv.
Zmienené zlUCeniny sa d’alej testovali na piatich klinickych izolatoch Mtb. s r6znymi

profilmi rezistencie (Tab. 1).

N 11a; R = CHj
| o 11b; R = CF,4
\ R 11¢; R = CH,CI
Ve

11d, R = C15H31
11e, R = C17H35

Obrizok 10 - ZlaZeniny Navarrete-Véazqueze ef al.

Zluenina 11a vykazovala skor miernu aktivitu vo¢i Mtb. H3z7Rv. Podobny trend
bol autormi zaznamenany taktieZ pri testoch na klinickych izolatoch s vynimkou INH-
senzitivneho kmena CIBIN 687. K zlepSeniu aktivity nedoSlo ani v pripade nahradenia
metylovej skupiny za trifluormetylova (11b), rovnako ako chlormetylova skupinu (11c¢).
Bolo konStatované, ze 2-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazoly, substituované kratkym

alkylom (metyl a etyl) neprinasaja Ziaden zasadny tuberkulostaticky in vitro efekt [42].
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Tabul’ka 1 - MIC vybranych zlucenin 11

Mtb. H37Rv Klinické izolaty Mth. MIC [uM]
Kod R CIBIN CIBIN CIBIN CIBIN CIBIN
687 650 675 234 112
11a CHs 49,69 6,21 49,69 49,69 49,69 49,69
11b CF; 37,21 37,21 37,21 37,21 37,21 37,21
11c CHCl 41,03 41,03 41,03 41,03 41,03 41,03
11d CisHs: 0,35 0,70 0,09 11,19 22,38 2,80
11e Ci7Hss 0,65 0,65 0,16 10,37 20,75 2,59
INH - 0,44 0,91 0,91 29,19 58,38 29,19
STR - 0,86 - 0,10 6,87 55,02 55,02
RIF - 0,07 - - 0,94 121,51 3,79
EMB - 9,80 - - - - 78,31

CIBIN 687 a 650 st citlivé voci antituberkulotikam 1. linie; CIBIN 675 je rezistentny na STR a INH;
CIBIN 234 je rezistentny na STR, INH, RIF a PZA; CIBIN 112 je rezistentny na STR, INH a EMB.

Naproti tomu zltceniny 11d a 11e vykazovali desatkrat vysSiu inhibi¢na aktivitu
voci kmentu Mtb. rezistentnému k INH, STR a EMB (CIBIN 112) v porovnani s INH 1, a
dokonca dvadsatkrat vyssiu inhibi¢nu aktivitu voc¢i rovnakému kmeitu Mtb. v porovnani
so STR. Tieto zluceniny si dokonca dvadsat'sedemkrat aktivnejSie v porovnani s EMB

(Tab. 1) [42].

Autori sa domnievajl, ze prave lipofilny charakter vysSie spomenutych zlicenin
11d a 11e vyznamne ul’ahcuje prestup tychto molekul cez bakteridlnu membranu bohata
na mastné kyseliny s dlhym retazcom (tzv. mykolové kyseliny) [42]. ZlGCeniny 11d a 11e
si teda zasluZzia d’alSiu pozornost’ najmé preto, ze sa podl'a tvrdenia autorov pravdepodobne
nejedna o proliecivo INH 1, ako aj preto, Ze autori povodnej Studie sa blizSie nezaoberali
stanovenim MU. Taktiez nesledovali ich inhibiénti aktivitu vo&i netuberkuléznym

kmeniom mykobaktérii [42].

2.3.3 Alkylované derivaty 5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-tiolu
5-(Pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-tiol 12 (Tab. 2) bol mnohokrat skimany
s r6znou UspeSnost'ou, ako prekurzor pre pripravu novych zlu¢enin s rozli¢nou povodne
zamySlanou biologickou aktivitou. Synteticky je l'ahko dostupny reakciou INH 1
so sirouhlikom v pritomnosti hydroxidu draselného. Napriklad S$tidia [43] hodnotila
derivaty zluceniny 12 ako antineoplastikd, kdezto Chandra et al. [44] skimali
protizapalova a analgeticku aktivitu derivatov tejto zli€eniny. Ostatni videli zli¢eniny
odvodené od Struktury 12 ako sl'ubné inhibitory réznych enzymov, napriklad tyrozindzy
[45], glykogén syntdzy-kindzy 3 [46] a katepsinu K [47]. AvSak antimykobakteridlne

vlastnosti tejto zluceniny ako aj jej derivatov st popisané v literatire iba obmedzene.
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Bayrak et al. [48] ziskali alkylaciou tiolu 12 pomocou etylbromidu v pritomnosti
etanolatu sodného generovaného in situ zluc¢eninu 13 (Tab. 2). Obe predmetné zluceniny
12 a 13 boli hodnotené pre ich antibakterialnu aktivitu. Vychodiskovy tiol 12 nevykazoval
vyznamnu aktivitu vo¢i vybranym mikrobidlnym kmeniom. Z Tab. 2 vyplyva, ze vel'kost’
inhibi¢nych zon zliceniny 13 bola vo vicsSine pripadoch vicsia (s vynimkou inhibicie

Staphylococcus aureus) v porovnani s inhibicnymi zénami ampicilinu.

Tabul’ka 2 - Velkosti inhibi¢nych zén zlucenin 12 a 13

N™X
I
P 0]
| S,
N-N R
i Mikroorganizmus a inhibi¢na zéna (mm)
Kod R
Ec Yp Pa Ef Sa Be Ct Ca
12 H - - - - 10 - 30 25
13 CH,CH3 30 22 25 25 25 18 7 7
AMP - 10 18 18 10 35 15 - -
FLU - - 25 25

Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Pa: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Sa: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Be: Bacillus cereus 702 Roma, Ct: Candida tropicalis ATCC 13803, Ca: Candida albicans
ATCC 60193. AMP: Ampicilin, FLU: Flukonazol, (-): Ziadna aktivita.

V literatire bola diskutovana taktiez antifungédlna aktivita zluceniny 14 voci
Sirokému spektru rastlinnych patogénov (Obr. 11). Inhibicia bola vyjadrend v percentach
pri koncentracii 500 pg/ml. Slabd inhibicnd aktivita bola zaznamenana voci vécSine
hodnotenych patogénov, napriklad voci Phytophthora infestans, Corynespora cassiicola a
Rhizoctonia solani (0,24 %; 3,55 % a 0 %). Tato zlic¢enina dokonca dokazala urychlit’ rast
Bortrytis cinerea. Jedine kmenl Phytium ultimum vyznacoval vysoku citlivost’ vo¢i tejto
zlt€enine (77,87% inhibicia), kdeZto kontrolne pouzité latky (medzi nimi aj validamycin,
chlortalonil a procymidon) nemali Ziaden efekt na tento kmen. Aj tito zli¢eninu je mozné
I'ahko pripravit’ priamou alkylaciou zluceniny 12. Ako alkyla¢né ¢inidlo bol pouzity
undecylchlorid v pritomnosti hydroxidu sodného v zmesi DMF a vody [49].

N\D\QOW/S\/\/\/\/\/\
N—N
14
Obrazok 11 - 2-(Pyridin-4-yl)-5-(undecyltio)-1,3,4-oxadiazol
V literatire vSak nenajdeme zmienky o antimykobakteridlne posobiacich

alkylovanych derivatov 5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-tiolu.
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3 CIELE PRACE

Cielom prace je overit’ vplyv pritomnosti sekundarnej aminoskupiny v sérii N-
alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminov a N‘-acylizonikotinohydrazidov, ako ich
syntetickych prekurzorov na antimykobakteridlnu aktivitu. Toto bude realizované
izostérnou zdmenou aminoskupiny za metylénovu skupinu -CHoa- pri zachovani pévodnych
dizok alkylov. Na zéklade ziskanych dat, predovietkym hodnét MIC, budd navrhnuté
dalSie  Struktirne obmeny, ktoré by mohli viest k dalSiemu vylepSeniu
farmakochemického profilu skimanych zlucenin. Zmyslom prace je pripravit’ ucelenu
sériu originalnych zlucenin s potencidlnou antimykobakteridlnou aktivitou a vyjadrit
Struktarne-aktivitné vztahy v ramci tejto série a voCi referencnej sérii [28]. Ziskané

poznatky budu d’alej vyuzivané v priprave zlu¢enin s obdobnym Struktirnym motivom.

V ramci novej zakladnej série bude ako vychodiskova latka pre syntézy pouzity
INH 1, ktory bude reagovat’ s prislusnym acylchloridom (komer¢ne dostupnym alebo
pripravenym na pracovisku v ¢as potreby) v pritomnosti zdsady. Takto ziskany 1,2-
diacylhydrazin bude premeneny na prislusny 2,5-disubstituovany 1,3,4-oxadiazol
dehydrativnou cyklizéciou. Takto ziskané zlticeniny budi charakterizované suborom
beznych fyzikalne-chemickych metdd (teplota topenia, retencny faktor pri TLC,
elementarna analyza, IC spektroskopia, NMR spektroskopia 'H a '*C jadier).

Vsetky pripravené zli¢eniny budu hodnotené pre ich in vitro antimykobakterialnu
aktivitu proti citlivému kmenu Mth. H3;Rv a dvom kmetom netuberkuléznych
mykobaktérii (M. avium 330/88 a M. kansasii 6509/96). U zli€enin s najniz$imi
zaznamenanymi hodnotami MIC bude skimana aktivita vo¢i vybranym MDR- a XDR-

TBC kmenom.

Dalej bude u vybranej skupiny zliéenin stanovena ich cytotoxicita za pouzitia
bunkovej linie I'udského hepatoceluldrneho karcindomu HepG2. Ako miera cytotoxicity
bude pouzity parameter inhibi¢nej koncentracie, ktora znizuje Zivotaschopnost’ bunkove;j
populédcie na 50 % z maximalnej Zivotaschopnosti (ICso), ktora umozni kvantitativne

porovnanie toxicity medzi testovanymi zli¢eninami.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

41 CHEMICKA CAST

4.1.1 Obecna metodika

Vsetky chemikalie pouzité na syntézu a analyzu boli zakipené od firiem Merck
KGaA (Darmstadt, Nemecko), Penta Chemicals Unlimited (Praha, Ceska republika),
Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika) alebo Apollo Scientific Ltd (Stockport, Velka

Britania) a boli pouzité bez d’alSich uprav.

Struktara vietkych pripravenych zl¢enin bola potvrdena pomocou 'H NMR a *C
NMR analyzy. NMR spektra (500 MHz alebo 600 MHz pre 'H a 126 alebo 151 MHz
pre 13C) boli zmerané v DMSO-ds pri laboratornej teplote alebo pri teplote 60 °C
na pristrojoch Varian VNMR S500 (Varian Comp., Palo Alto, CA, USA) a JEOL JNM-
ECZ 600R (JEOL, Akishima, Tokyo, Japonsko) — doc. PharmDr. Jifi Kune§, CSc., a
PharmDr. Jana Kioustkova, Ph.D. Hodnoty chemickych posunov (J) s vyjadrené v partes
per million (ppm) a spektrd st vnutorne kalibrované na rezidualny signal aprotického
rozpt§tadla vodi tetrametylsilinu (DMSO-ds: 2,50 pre 'H, 39,70 pre *C). Hodnoty
interakénych konstant (J) su vyjadrené v Hz. NMR spektra boli vyhodnotené pomocou

programu MestReNova 14.2.3 (Mestrelab Research, Santiago de Compostela, Spanielsko).

Infracervené spektra boli zaznamenané na spektrometri Nicolet 6700 FT-IR
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) v rozmedzi 600-4000 cm™, meranie
prebehlo technikou ATR na germdniovom kry$tali. Spektrd boli zmerané Ivou

Vencovskou.

Elementarna analyza bola prevedena pomocou pristroja Vario MICRO Cube
Element Analyzer (Elementar Analysensysteme, Hanau, Nemecko). Vypocitané aj

zmerané hodnoty su zadané v percentach.

Teploty topenia boli ziskané meranim v otvorenej sklenenej kapilare za pouZitia
pristroja Biichi B-545 (BUCHI Labortechnik AG, Flawil, Svajéiarsko), ziskané hodnoty

su vyjadrené ako interval a neboli korigované.

Retencné faktory (Ry) pripravenych zlicenin, rovnako ako priebeh reakcii boli
zistované tenkovrstevnou chromatografiou (TLC); tenké vrstvy boli zakipené od firmy
Merck Millipore (Darmstadt, Nemecko), hlinikovd doska bola potiahnuta silikagélom
Merck 60 F254 o hribke 0,2 mm. Vizualizacia bola uskutociovanad pomocou UV Ziarenia

(A = 254 nm). Ako mobilnd faza (MF) k vyvijaniu chromatogramu a pre kolénovu
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chromatografiu bola pouzitd zmes dichlormetan (DCM)/metanol (MeOH) v objemovom
pomere 93:7 pre N‘-acylizonikotinohydrazidy a zmes DCM/MeOH v objemovom pomere
97,5:2,5 pre 2-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazoly. Silikagél Merck Kieselgel 60 A
(0.040-0.063 mm) sa pouzil ako stacionarna fadza ku kolonovej chromatografii (Merck

KGaA, Darmstadt, Nemecko).

Vypocitané hodnoty logP (ClogP), ktoré su logaritmom rozdelovacich
koeficientov pre systém oktan-1-ol/voda boli ziskané fragmentacnou metédou podla
Crippena [50] prostrednictvom programu ChemDraw Professional 20.0 (PerkinElmer Inc.,
MA, USA).

Vzorce a reakéné schémy boli navrhnuté v programe ChemDraw Professional 20.0

(PerkinElmer Inc., MA, USA).

4.1.2 Syntéza a charakterizacia zlicenin

O syntéze zlucenin 15a-15q a 16a-16q pojednava Obr. 12.

X
R™ “OH
SOCl,, DMF
60 °C, 6 h, N,
N\ N\
| = o K2003 | P TSCl, Et3N 7
+ )J\ THF, RT, 2h H CH,Cl,, RT, 3,5h N~ o &
~NH; N_ _R ~ b
O~ 'N R CI 0” >N~ \n/ \
H H N=N
o)

1 15a-15q 16a-16q

Obrdzok 12 - Schéma pripravy zlicenin 15a-15q a 16a-16q; DMF — N,N-dimetylformamid; THF —
tetrahydrofuran; RT — room temperature (laboratorna teplota); TsCl — p-toluénsulfonylchlorid.

Pripravu zlti¢enin 17a-17g a 18a-18¢g popisuje Obr. 13.

R HOBt, EDC.HCI R H TsCl, Et3N o
o DMF, 0 °C - RT, on . CH.CI,,RT, 35h R R’
o+ I g oél\N’N\ﬂ/R X
H R® "OH H N—N
o
R = heteroaryl R™ = alkyl 17a-17g 18a-18g

Obrazok 13 - Schéma pripravy zlicenin 17a-17g a 18a-18g; HOBt - 1-hydroxybenzotriazol hydrat; EDC.
HCI - N-(3-dimetylaminopropyl)-N‘-etylkarbodiimid hydrochlorid; on — over night (cez noc).
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4.1.2.1 Syntéza acylchloridov
Nasledujicou metédou boli pripravené komercne nedostupné acylchloridy:

undekanoylchlorid, tridekanoylchlorid, pentadekanoylchlorid, heptadekanoylchlorid
(Obr. 12). Ostatné acylchloridy boli zakupené.

Do predsusenej banky podla Schlenka (100 ml) sa pod dusikovou atmosférou
vnieslo 1,1 mmol prisluSnej karboxylovej kyseliny. K tomu sa pridalo 5 ml chloridu
tionylu a2 kvapky bezvodého DMF. Reak¢nd zmes bola pod dusikovou atmosférou
zahrievana na 60 °C pod spitnym chladicom po dobu 6 hodin. Chlorid tionylu bol
oddestilovany a pripraveny acylchlorid bol nasledne ihned’ pouzity k syntéze prislusnych

N*-acylizonikotinohydrazidov .

4.1.2.2 Syntéza N ‘-acylizonikotinohydrazidov (15a-15f) — Metoda ¢. 1
1 mmol (137,1 mg) INH 1 bol spolo¢ne s 2 ekvivalentmi (2 mmol, 276,4 mg)

uhli¢itanu draselného suspendovany v 15 ml bezvodého tetrahydrofuranu (THF). Reak¢éna
zmes bola schladena na 0 °C a za staleho mieSania bol po kvapkach pridany 1,1 ekvivalent
(1,1 mmol) prislusného acylchloridu. Reak¢na zmes bola ponechana reagovat’ do uplnej ¢i
prijatel'nej konverzie (indikécia pomocou TLC). Nasledne bol THF odpareny na rotacnej
vakuovej odparke (RVO) a surovy produkt bol rozpusteny v 10 ml demineralizovanej
vody. pH vzniknutého roztoku bolo adjustované pomocou 0,5M roztoku kyseliny
chlorovodikovej na hodnotu priblizne 6. Voda bola z reakénej zmesi odparena na RVO.
Zbytok po odpareni bol suspendovany v acetone a nerozpusteny anorganicky podiel bol
odfiltrovany. Z filtratu bol odpareny acetdn, ziskany surovy produkt bol precisteny
kolénovou chromatografiou (MF: DCM + MeOH; 93:7 V/v), nasledne krystalizovany

z etylacetatu alebo acetonitrilu.

N‘-Acetylizonikotinohydrazid 15a. Biela pevna latka; vytazok 73%; T, 159,4-160,7 °C
(etylacetat) (162-164 °C [51]). IR: 650, 663, 698, 755, 852, 896, 1003, 1066, 1223, 1298,
1359, 1383, 1411, 1553, 1652 (v CONH), 1684 (v CONH), 2953 (vs CH3), 2996 (vas CH3),
3047 (v C-H arom.), 3205 (v N-H) cm™\. "TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 10.58 (1H, s,
NH), 9.96 (1H, s, NH), 8.71 (2H, d, J= 6.2 Hz, H2, H6), 7.73 (2H, d, J = 6.2 Hz, H3, HYS),
1.89 (3H, s, CH3). 3C NMR (DMSO, 151 MHz): § 168.96, 164.48, 150.93, 140.07,
121.82, 21.11. Elementarna analyza pre CsHoN3O» (179,18); vypoctom C, 53.63; H,
5.06; N,23.45, ngjdené C, 53.49; H, 5.24; N, 23.59. R 0,11.

N‘-Propionylizonikotinohydrazid 15b. Biela pevna latka; vytazok 79%; T, 132,2-134,4 °C
(etylacetat) (131,5 °C [52]). IR: 630, 663, 678, 759, 846, 861, 962, 991, 1062, 1085, 1118,
1169, 1221, 1270, 1381, 1404, 1432, 1464, 1496, 1553, 1559 (v CONH), 1672, 2850 (Vs
CH>), 2883 (vs CH3), 2926 (vas CH2), 2959 (vas CH3), 3034 (v C-H arom.), 3196 (v N-H)
cm™'. TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): § 10.55 (1H, s, NH), 9.91 (1H, s, NH), 8.73 — 8.71
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(2H, m, H2, H6), 7.73 — 7.72 (2H, m, H3, HS), 2.17 (2H, q, /= 7.6 Hz, CH>), 1.03 (3H, t,
J=17.6 Hz, CH3). BC NMR (DMSO, 151 MHz): § 172.81, 164.50, 150.94, 140.07, 121.82,
27.05,10.18. Elementarna analyza pre CoH11N302(193,21); vypoctom C, 55.95; H, 5.74;
N, 21.75; najdené C, 55.84; H, 5.79; N, 21.83. Ry 0,16.

N‘-Butyrylizonikotinohydrazid 15¢. Biela pevna latka; vytazok 68%; T; 142,7-144,6 °C
(etylacetat) (139 °C [52]). IR: 634, 638, 654, 667, 680, 716, 742, 754, 846, 882, 990, 1044,
1064, 1086, 1120, 1170, 1218, 1242, 1281, 1403, 1465, 1494, 1553, 1597 (v CONH), 1671,
2854 (vs CH2), 2873 (vs CH3), 2934 (vas CH2), 2959 (vas CH3), 3033 (v C-H arom.), 3200
(v N-H) cm!. 'TH NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 6 10.59 (1H, s, NH), 9.95 (1H, s, NH),
8.77 — 8.74 (2H, m, H2, H6), 7.78 — 7.75 (2H, m, H3, H5), 2.17 (2H, t, J = 7.3 Hz, C*H),
1.62 — 1.53 (2H, m, C*Hy), 0.92 (3H, t, J = 7.4 Hz, CH3). '3C NMR (DMSO, 126 MHz):
0 171.55, 164.12, 150.57, 139.70, 121.47, 35.34, 18.67, 13.71. Elementarna analyza
pre Ci1oH13N30; (207,23); vypoctom C, 57.96; H, 6.32; N, 20.28, najdené C, 57.87; H,
6.37; N, 20.35. Ry 0,18.

N‘-Pentanoylizonikotinohydrazid 15d. Biela pevna latka; vytazok 73%; T: 165,4-167,1 °C
(etylacetat). IR: 607, 626, 630, 638, 643, 654, 659, 666, 701, 746, 858, 912, 1002, 1062,
1108, 1167, 1221, 1237, 1257, 1323, 1330, 1363, 1375, 1415, 1472, 1490, 1517, 1521,
1539, 1544, 1559, 1604, 1665 (v CONH), 1698, 1711 (v CONH), 2851 (vs CHz), 2872 (vs
CHj3), 2932 (vas CH2), 2959 (vas CH3), 3029 (v C-H arom.), 3255 (v N-H) cm™. '"H NMR
(DMSO-ds, 600 MHz): 6 10.55 (1H, s, NH), 9.91 (1H, s, NH), 8.73 — 8.70 (2H, m, H2,
H6), 7.74 — 7.71 (2H, m, H3, H5), 2.16 (2H, t, J = 7.4 Hz, C*H>), 1.52 — 1.48 (2H, m,
C*H,), 1.31 — 1.28 (2H, m, C*H»), 0.85 (3H, t, J = 7.4 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 151
MHz): 6 172.05, 164.47, 150.94, 140.06, 121.83, 33.50,27.72,22.21, 14.23. Elementarna
analyza pre C11Hi5N3 (221,26); vypoctom C, 59.71; H, 6.83; N, 18.99, najdené C, 59.78;
H, 6.91; N, 19.10. Ry 0,20.

N‘-Hexanoylizonikotinohydrazid 15e. Biela pevna latka; vytazok 83%; T, 121,6-122,3 °C
(etylacetat). IR: 611, 637, 652, 658, 669, 679, 719, 758, 844, 871, 1000, 1065, 1093, 1123,
1168, 1199, 1219, 1248, 1270, 1291, 1403, 1428, 1469, 1494, 1552, 1598 (v CONH), 1647,
1672, 1684, 1697, 2850 (vs CHz), 2870 (vs CH3), 2932 (vas CHz), 2951 (vas CH3), 3032 (v
C-H arom.), 3201 (v N-H) cm™'. "TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): § 10.55 (1H, s, NH),
9.90 (1H, s, NH), 8.73 — 8.70 (2H, m, H2, H6), 7.74 — 7.71 (2H, m, H3, H5), 2.15 (2H, t,
J=17.3 Hz, C*Hy), 1.55 - 1.49 (2H, m, C*°Hy), 1.29 — 1.23 (4H, m, C*H>, C°H>), 0.84 (3H,
t, J = 7.4 Hz, CH3). *C NMR (DMSO, 151 MHz): J 172.05, 164.47, 150.93, 140.07,
121.83, 33.75,31.28, 25.25,22.39, 14.39. Elementarna analyza pre C12H17N302 (235,29)
vypoctom C, 61.26; H, 7.28; N, 17.86, najdené C, 61.38; H, 7.26; N, 17.89. Ry 0,23.

N‘-Heptanoylizonikotinohydrazid 15f. Biela pevna latka; vytazok 72%; T, 103,1-105,7 °C
(acetonitril). IR: 637, 645, 650, 659, 665, 680, 721, 731, 758, 847, 872, 885, 990, 1015,
1063, 1091, 1122, 1170, 1219, 1236, 1255, 1277, 1402, 1472, 1494, 1507, 1552, 1599 (v
CONH), 1647, 1654, 1671, 2854 (vs CH»), 2919 (vs CH3), 2932 (vas CH2), 2956 (vas CH3),
3033 (v C-H arom.), 3199 (v N-H) cm™'. '"H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 10.56 (1H, s,
NH), 9.90 (1H, s, NH), 8.73 — 8.70 (2H, m, H2, H6), 7.74 — 7.73 (2H, m, H3, HS), 2.15
(2H, t, J = 7.3 Hz, C?H2), 1.52 — 1.49 (2H, m, C*Hy), 1.31 — 1.20 (6H, m, C*H,, C°Ha,
C%H,), 0.84 (3H, t, J = 6.8 Hz, CH3). '3C NMR (DMSO, 151 MHz): ¢ 172.04, 164.47,
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150.93, 140.07, 121.84, 33.80, 31.55, 28.75, 25.55, 22.54, 14.46. Elementarna analyza
pre Ci3Hi9N3O2 (249,31); vypoctom C, 62.63; H, 7.68; N, 16.85, ndjdené C, 62.54; H,
7.60; N, 16.83. Ry: 0,25.

4.1.2.3 Syntéza N ‘“-acylizonikotinohydrazidov (15g-15q) — Metoda ¢. 2

I mmol (137,1 mg) INH 1 bol spolo¢ne s 2 ekvivalentmi (2 mmol, 276,4 mg)
uhlicitanu draselného suspendovany v 15 ml bezvodého THF. Reak¢nd zmes bola
schladena na 0 °C a za stdleho mieSania bol po kvapkach pridany 1,1 ekvivalent (1,1 mmol)
prislusného acylchloridu. Reak¢na zmes bola ponechana reagovat’ do uplnej ¢i prijatelnej
konverzie (podl'a TLC). Nésledne bol THF odpareny na RVO a surovy produkt bol
suspendovany v 10 ml demineralizovanej vody. pH vzniknutého roztoku bolo adjustované
pomocou 0,5M roztoku kyseliny chlorovodikovej na hodnotu priblizne 6. Reakéna zmes
bola prevedena do deliaceho lieviku a bola dvakrat extrahovana 15 ml etylacetatu.
Organicka vrstva bola suSend po dobu 15 mintt bezvodym siranom sodnym. Potom bolo
susidlo odfiltrované a filtrat bol odpareny dosucha na RVO. Ziskany produkt bol

rekrystalizovany z acetonitrilu.

N‘-Oktanoylizonikotinohydrazid 15g. Biela pevna latka; vytazok 94%; T, 112,8-115,5 °C
(>242 °C [53]). IR: 609, 614, 622, 628, 634, 637, 645, 649, 652, 656, 659, 678, 720, 758,
844, 874,988, 1032, 1065, 1095, 1124, 1211, 1229, 1245, 1267, 1282, 1339, 1362, 1403,
1424, 1473, 1494, 1507, 1552, 1600 (v CONH), 1647, 2852 (vs CH»), 2921 (vs CH3), 2931
(vas CH2), 2950 (vas CH3), 3035 (v C-H arom.), 3202 (v N-H) cm™. "H NMR (DMSO-ds,
600 MHz): ¢ 10.55 (1H, s, NH), 9.90 (1H, s, NH), 8.73 — 8.70 (2H, m, H2, H6), 7.74 —
7.71 (2H, m, H3, H5), 2.15 (2H, t, J = 7.4 Hz, C°H,), 1.52 — 1.49 (2H, m, C*H>), 1.27 -
1.20 (8H, m, C*Ha,, C°Hz, C®H,, C'H>), 0.83 (3H, t, J = 6.9 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO,
151 MHz): 6 172.04, 164.47, 150.93, 140.07, 121.84, 33.79, 31.72, 29.05, 28.98, 25.59,
22.60, 14.48. Elementarna analyza pre Ci4H21N302 (263,34); vypoctom C, 63.85; H,
8.04; N,15.96, najdené C, 63.67; H, 8.11; N, 15.82. Rz 0,27.

N‘-Nonanoylizonikotinohydrazid 15h. Biela pevna latka; vytazok 89%; T, 113,1-
114,4 °C. IR: 602, 631, 635, 640, 658, 669, 681, 719, 730, 754, 847, 874, 1063, 1092,
1122, 1219, 1240, 1254, 1270, 1340, 1402, 1473, 1507, 1495, 1551, 1599 (v CONH), 1668,
1684, 1698, 2852 (vs CH2), 2919 (vs CH3), 2936 (vas CH2), 2951 (vas CH3), 3037 (v C-H
arom.), 3200 (v N-H) cm™'. "TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 10.55 (1H, s, NH), 9.90
(1H, s, NH), 8.72 — 8.71 (2H, m, H2, H6), 7.74 — 7.71 (2H, m, H3, HS), 2.15 2H, t, J =
7.4 Hz, C°H,), 1.52 — 1.49 (2H, m, C*Hy), 1.28 — 1.20 (10H, m, C*H,, C°H,, C°H, C'H,,
C*H,), 0.83 (3H, t, J = 6.9 Hz, CH3). '3C NMR (DMSO, 151 MHz): ¢ 172.04, 164.46,
150.93, 140.06, 121.83, 33.80, 31.79, 29.29, 29.14, 29.09, 25.59, 22.63, 14.49.
Elementarna analyza pre Ci15sH23N302 (277,37); vypoctom C, 64.96; H, 8.36; N, 15.15,
najdené C, 64.83; H, 8.47; N, 15.33. Ry 0,28.
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N°‘-Dekanoylizonikotinohydrazid 15i. Biela pevna latka; vytazok 92%; T, 117,8-120,4 °C
(118,4-119,2 °C [51]). IR: 618, 628, 635, 646, 653, 678, 721, 757, 850, 857, 994, 1067,
1162, 1202, 1226, 1257, 1290, 1411, 1471, 1502, 1552, 1594, 1602 (v CONH), 1636, 1676,
2852 (vs CH2), 2902 (vs CH3), 2923 (vas CH2), 2954 (vas CH3), 3016 (v C-H arom.), 3165
(v N-H) cm™. 'TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): § 10.55 (1H, s, NH), 9.90 (1H, s, NH),
8.72 —8.70 (2H, m, H2, H6), 7.74 — 7.71 (2H, m, H3, H5), 2.15 (t, J = 7.4 Hz, C*H,), 1.52
—1.49 (2H, m, C*Hy), 1.30 — 1.18 (12H, m, C*H,, C°Ha,, C°Ha, C’H,, C*H,, C°H,), 0.82
(3H, t, J= 6.8 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 151 MHz): § 172.04, 164.46, 150.93, 140.07,
121.83, 33.80, 31.83, 29.46, 29.34, 29.22, 29.09, 25.59, 22.64, 14.49. Elementirna
analyza pre Ci6HsN302 (291,40); vypoétom C, 65.95; H, 8.65; N, 14.42, najdené C,
65.83; H, 8.54; N, 14.57. Rz 0,29.

N‘-Undekanoylizonikotinohydrazid 15j. Biela pevna latka; vytazok 96%;
T:119,3-122,8 °C. IR: 602, 605, 613, 624, 628, 640, 644, 648, 660, 680, 719, 730, 755,
848, 874, 1063, 1093, 1122, 1221, 1253, 1278, 1402, 1473, 1495, 1552, 1598 (v CONH),
2851 (vs CH2), 2919 (vs CH3), 2937 (vas CH2), 2949 (vas CH3), 3034 (v C-H arom.), 3201
(v N-H) cm!. 'TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 10.55 (1H, s, NH), 9.90 (1H, s, NH),
8.72 —8.71 (2H, m, H2, H6), 7.73 — 7.72 (2H, m, H3, H5), 2.14 (2H, t, J = 7.4 Hz, C’H),
1.53 — 1.48 (2H, m, C*Hy), 1.27 — 1.19 (14H, m, C*H,, C°H, C°Ha, C'H,, C*Hz, C°Ha,
C!°H,), 0.82 (3H, t, J = 6.9 Hz, CH3). ¥*C NMR (DMSO, 151 MHz): 6 172.05, 164.47,
150.92, 140.07, 121.84, 33.79, 31.84, 29.52, 29.50, 29.33, 29.25, 29.09, 25.59, 22.63,
14.49. Elementarna analyza pre C;7H27N30> (305,42); vypoctom C, 66.85; H, 8.91; N,
13.76, najdené C, 66.71; H, 8.84; N, 13.63. Ry 0,30.

N‘-Dodekanoylizonikotinohydrazid 15k. Biela pevna latka; vytazok 95%;
T:119,9-122,6 °C (118-119 °C [54]). IR: 628, 633, 646, 679, 719, 760, 844, 877, 991,
1016, 1066, 1078, 1166, 1220, 1245, 1270, 1289, 1404, 1471, 1496, 1553, 1600 (v CONH),
1672, 2851 (vs CHz), 2889 (vs CHs), 2918 (vas CHz), 2944 (vas CH3), 3033 (v C-H arom.),
3205 (v N-H) cm’!. '"H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 10.55 (1H, s, NH), 9.90 (1H, s,
NH), 8.73 — 8.70 (2H, m, H2, H6), 7.73 — 7.71 (2H, m, H3, HS), 2.14 (2H, t, J= 7.4 Hz,
C?H,), 1.54 — 1.48 (2H, m, C*Hy), 1.29 — 1.16 (16H, m, C*Ha, C’Ha, C°Ha, C"Ha, C¥Ha,
C°H,, C'°H,, C''H,), 0.81 (3H, t, J= 6.9 Hz, CH3). '3C NMR (DMSO, 151 MHz): 6 172.04,
164.45, 150.93, 140.06, 121.83, 33.80, 31.84, 29.56, 29.54, 29.50, 29.33, 29.27, 29.09,
25.59, 22.64, 14.48. Elementarna analyza pre Ci1sH29N302 (319,45); vypoctom C, 67.68;
H, 9.15; N, 13.15, najdené C, 67.52; H, 9.24; N, 13.27. R 0,31.

N‘-Tridekanoylizonikotinohydrazid 151. Biela pevna latka; vytazok 97%;
T: 121,7-124,5 °C. IR: 630, 636, 643, 647, 650, 654, 658, 680, 711, 719, 730, 756, 848,
873,990, 1064, 1095, 1121, 1219, 1242, 1263, 1284, 1339, 1363, 1403, 1464, 1473, 1496,
1507, 1551, 1598 (v CONH), 1668, 2850 (vs CH2), 2890 (vs CH3), 2919 (vas CH2), 2954
(vas CH3), 3032 (v C-H arom.), 3208 (v N-H) cm™!. 'H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6
10.55 (1H, s, NH), 9.90 (1H, s, NH), 8.72 — 8.71 (2H, m, H2, H6), 7.74 — 7.71 (2H, m, H3,
H5), 2.14 (2H, t,J= 7.4 Hz, C*H,), 1.54 — 1.48 (2H, m, C*H>), 1.29 — 1.15 (18H, m, C*Ha,
C°H,, C®H,, C'H,, C*Ha, C°Hz, C!°H,, C''H,, C'?H>), 0.81 (3H, t, J = 7.0 Hz, CH3). 13C
NMR (DMSO, 151 MHz): 6 172.04, 164.45, 150.92, 140.07, 121.83, 33.79, 31.84, 29.60,
29.57, 29.55, 29.50, 29.33, 29.26, 29.09, 25.59, 22.63, 14.48. Elementarna analyza
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pre Ci19H31N302 (333,48); vypoctom C, 68.43; H, 9.37; N, 12.60, najdené C, 68.52; H,
9.46; N, 12.74. Ry: 0,36.

N‘-Tetradekanoylizonikotinohydrazid 15m. Biela pevna latka, vytazok 99%;
T: 122,4-124,7 °C (194-197 °C [53]). IR: 602, 605, 621, 632, 646, 660, 670, 678, 720, 759,
844, 874, 995, 1066, 1086, 1160, 1214, 1235, 1256, 1277, 1404, 1471, 1496, 1553, 1602
(v CONH), 1714, 2850 (vs CH2), 2886 (vs CH3), 2918 (vas CH2), 2953 (vas CH3), 3040 (v
C-H arom.), 3204 (v N-H) cm’'. '"H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 10.55 (1H, s, NH),
9.90 (1H, s, NH), 8.73 — 8.70 (2H, m, H2, H6), 7.73 — 7.71 (2H, m, H3, H5), 2.14 (2H, t,
J=17.4Hz, C*Hy), 1.53 — 1.48 (2H, m, C*Ha), 1.29 — 1.15 (20H, m, C*H,, C°Ha, C°Ha,
C’H,, C¥Ha, C°Ha, C!°Ha, C''Ha, C'2Ha,, CPHa), 0.81 (3H, t, J = 6.9 Hz, CH3). 3*C NMR
(DMSO, 151 MHz): 6 172.03, 164.45, 150.93, 140.06, 121.83, 33.79, 31.83, 29.60, 29.57,
29.55, 29.52, 29.50, 29.33, 29.26, 29.09, 25.59, 22.63, 14.48. Elementarna analyza
pre C20H33N30; (347,50); vypoctom C, 69.13; H, 9.57; N, 12.09, najdené C, 69.21; H,
9.49; N, 12.13. R¢: 0,33.

N‘-Pentadekanoylizonikotinohydrazid 15n. Biela pevna latka; vytazok 89%;
T: 122,4-125,2 °C. IR: 602, 614, 632, 638, 645, 652, 659, 671, 678, 719, 730, 757, 849,
874, 1064, 1089, 1160, 1211, 1230, 1251, 1411, 1471, 1497, 1552, 1602 (v CONH), 2850
(vs CH2), 2889 (vs CH3), 2919 (vas CH2), 2951 (vas CH3), 3039 (v C-H arom.), 3201 (v N-H)
cm™l. TH NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 6 10.59 (1H, s, NH), 9.94 (1H, s, NH), 8.76 — 8.73
(2H, m, H2, H6), 7.77 — 7.75 (2H, m, H3, H5), 2.18 (2H, t, J= 7.4 Hz, C*H,), 1.57 — 1.51
(2H, m, C*Hy), 1.33 — 1.18 (22H, m, C*H», C°Ha, C°H,, C'Hy, C¥Ha, C°H,, C!°H,, C!'Ha,
C"”H,, C®Hy, CHy), 0.84 (3H, t, J = 6.9 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 126 MHz): §
171.95, 164.37, 150.84, 139.98, 121.76, 33.72, 31.76, 29.53, 29.51, 29.49, 29.47, 29 .46,
29.43, 29.26, 29.18, 29.02, 25.52, 22.56, 14.41. Elementarna analyza pre C21H3sN3O»
(361,53); vypoctom C, 69.77; H, 9.76; N, 11.62, najdené C, 69.64; H, 9.65; N, 11.77. Ry
0,35.

N‘-Palmitoylizonikotinohydrazid 150. Biela pevna latka; vytazok 94%; T, 123,6-124,9 °C
(124-126 °C [55]). IR: 605, 617, 624, 629, 632, 637, 642, 647, 651, 660, 664, 675, 685,
719, 738,747,761, 842, 859, 877, 1016, 1065, 1094, 1159, 1210, 1229, 1247, 1269, 1286,
1306, 1339, 1411, 1437, 1470, 1489, 1501, 1507, 1555, 1605 (v CONH), 1680, 1701, 2849
(vs CH2), 2890 (vs CH3), 2918 (vas CH2), 2955 (vas CH3), 3037 (v C-H arom.), 3212 (v N-H)
cm’'. TH NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § 10.60 (1H, s, NH), 9.95 (1H, s, NH), 8.76 — 8.73
(2H, m, H2, H6), 7.78 — 7.75 (2H, m, H3, H5), 2.18 (2H, t, J= 7.3 Hz, C*H,), 1.54 — 1.46
(2H, m, C*Hy), 1.31 — 1.12 (24H, m, C*H,, C°Ha,, C®Hz, C'H,, C¥H,, C°Ha, C!°H,, C!'H,,
C"?H,, C'*H,, C'*Ha, C"*Hy), 0.85 (3H, t, J= 6.7 Hz, CH3). 13C NMR (DMSO, 126 MHz):
0171.67,164.35,150.57, 139.69, 121.50, 33.87, 33.45, 31.52, 29.30, 29.28, 29.24, 29.14,
29.03, 28.98, 28.94, 28.78, 25.27, 24.71, 22.32, 14.14. Elementarna analyza
pre C22H37N302 (375,56); vypoctom C, 70.36; H, 9.93; N, 11.19, njdené C, 70.24; H,
9.88; N, 11.26. Ry: 0,34.

N‘-Heptadekanoylizonikotinohydrazid 15p. Biela pevna latka; vytazok 95%;
T: 124,7-126,1 °C. IR: 607, 614, 631, 638, 645, 652, 660, 682, 719, 732, 759, 850, 876,
1064, 1092, 1122, 1225, 1243, 1260, 1404, 1462, 1474, 1498, 1553, 1599 (v CONH), 1671,
2851 (vs CH2), 2891 (vs CH3), 2920 (vas CHz2), 2953 (vas CH3), 3037 (v C-H arom.), 3201
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(v N-H) cm!. '"H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): ¢ 10.60 (1H, s, NH), 9.95 (1H, s, NH),
8.76 —8.72 (2H, m, H2, H6), 7.77 — 7.75 (2H, m, H3, H5), 2.18 (2H, t, J = 7.3 Hz, C’H),
1.54 — 1.46 (2H, m, C*H,), 1.31 — 1.14 (26H, m, C*Ha, C°Ha, C®H,, C'Hz, C¥Ha,, C°Ha,
C'°H,, C''Ha, C'?H,, C'*Ha, C'*H,, C'*Hy, C!°H,), 0.84 (3H, t,J= 6.8 Hz, CH3). 3C NMR
(DMSO, 126 MHz): 6 171.67, 164.35, 150.57, 139.69, 121.50, 33.87, 33.45, 31.52, 29.30,
29.28, 29.27, 29.24, 29.14, 29.03, 28.98, 28.94, 28.78, 25.27, 24.71, 22.32, 14.21.
Elementarna analyza pre C23H39N302 (389,58); vypoctom C, 70.91; H, 10.09; N, 10.79,
najdené C, 70.88; H, 10.12; N, 10.71. Ry 0,22.

N*-Stearoylizonikotinohydrazid 15q. Biela pevna latka; vytazok 91%; T; 122,6-124,8 °C
(125-127 °C [55]). IR: 679, 719, 757, 828, 843, 874, 1066, 1122, 1163, 1222, 1237, 1255,
1308, 1404, 1472, 1497, 1553, 1600 (v CONH), 1667, 1716, 2850 (vs CHz), 2892 (vs CH3),
2918 (vas CH2), 2952 (vas CH3), 3037 (v C-H arom.), 3216 (v N-H) cm™'. "H NMR (DMSO-
ds, 500 MHz) 6 10.69 (1H, s, NH), 9.99 (1H, s, NH), 8.84 — 8.79 (2H, m, H2, H6), 7.90 —
7.83 (2H, m, H3, H5), 2.18 (2H, t, J = 7.4 Hz, C*H,), 1.57 — 1.51 (2H, m, C*H>), 1.32 —
1.17 (28H, m, C*H,, C°Ha, C°Ha,, C'Ha, C*Ha,, C°H,, C!°H,, C!'H,, C'?H,, C*Hy, C'*Ha,
CH,, C'*H,, C'"Hy), 0.84 (3H, t, J = 6.8 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 126 MHz): ¢
171.64, 163.64, 149.29, 141.03, 122.15, 33.84, 33.42, 31.48, 29.23, 29.21, 29.19, 29.17,
29.15,29.09, 28.99, 28.93, 28.89, 28.74, 25.24,24.67,22.27, 14.11. Elementarna analyza
pre C24H41N302 (403,32); vypoctom C, 71.42; H, 10.24; N, 10.41, najdené C, 71.45; H,
10.30; N, 10.38. Rz 0,3.

4.1.2.4 Syntéza modifikovanych N “-acylheteroarylhydrazidov (17a-17g)

2 mmol prislusnej karboxylovej kyseliny, 1 ekvivalent heteroarylhydrazidu
(2 mmol) a 1,1 ekvivalentu 1-hydroxybenzotriazol hydratu (HOBt; 2,2 mmol; 298.,3 mg)
sa za staleho mieSania rozpustilo alebo suspendovalo vo 20 ml DMF. Reak¢éné zmes bola
ochladena zmesou I'ad a voda na 0 °C a nasledne sa naraz pridalo 1,3 ekvivalentu N-(3-
dimetylaminopropyl)-N “-etylkarbodiimid  hydrochloridu  (EDC.HCI; 2,6 mmol;
498,4 mg). Reakénd zmes bola ponechana reagovat’ po dobu 2 hodin pri 0 °C, a nasledne
cez noc pri laboratdrnej teplote. Rozpustadlo bolo odlic¢ené na RVO (40 °C, 11 mbar) a
surovy produkt bol rozpusteny v 20 ml DCM. Reak¢na zmes bola prevedena do deliaceho
lieviku a extrahovand 15 ml demineralizovanej vody, nasytenym roztokom
hydrogénuhli¢itanu sodného (2 % 15 ml) a 15 ml nasyteného roztoku chloridu sodného.
Organicka faza bola oddelend a vysuSend bezvodym siranom sodnym. Rozptstadlo bolo
odparené na RVO, surovy produkt bol precisteny kolénovou chromatografiou (MF: DCM

+ MeOH; 95:5 V/v) a nasledne krystalizovany z etylacetatu alebo acetonitrilu.

N‘-(2-Etylhexanoyl)izonikotinohydrazid 17a. Svetlo zlté krystaly; vytazok 58%;
T, 136,0-136,4 °C.IR: 656, 694, 755, 853, 905,967, 1003, 1119, 1165, 1247, 1266, 1411,
1465, 1490, 1518, 1652, 1665 (v CONH), 1690 (v CONH), 1702, 2858 (vs CHz), 2876
(vs CH3), 2932 (vas CH2), 2959 (vas CH3), 3050 (v C-H arom.), 3272 (v N-H) cm’!. 'H
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NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 0 10.59 (1H, s, NH), 9.94 (1H, s, NH), 8.79 — 8.72 (2H, m,
H2, H6), 7.81 — 7.74 (2H, m, H3, HS), 2.16 (1H, tt, J = 9.5, 4.7 Hz, C*°H), 1.54 — 1.47
(2H, m, C'Hy), 1.44 — 1.23 (6H, m, C*H,, C*H,, C°H,), 0.90 (3H, t, J = 7.4 Hz, C'H3),
0.86 3H, t, J= 6.9 Hz, CH3). 13C NMR (DMSO, 126 MHz): 6 174.36, 164.11, 150.55,
139.74, 121.50, 45.68, 32.05, 29.27, 25.77, 22.36, 14.09, 12.02. Elementarna analyza
pre Ci14H21N302 (263,34); vypoctom C, 63.85; H, 8.04; N, 15.96, najdené C, 63.76; H,
8.05; N, 15.84. Ry 0,48.

N‘-(2-Metylheptanoyl)izonikotinohydrazid 17b. Biela pevna latka; vytazok 58%;
T, 117,3-117,7 °C (122.2 -123.5 °C [51]). IR: 633, 647, 659, 841, 991, 1064, 1223, 1406,
1476, 1496, 1552, 1601 (v CONH), 2859 (vs CHz), 2876 (vs CHs), 2933 (vas CHz), 2958
(vas CH3), 3045 (v C-H arom.), 3188 (v N-H) cm™!. "TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): §
10.57 (1H, s, NH), 9.90 (1H, s, NH), 8.74 — 8.69 (2H, m, H2, H6), 7.76 — 7.72 (2H, m,
H3, H5),2.38 — 2.29 (1H, m, C*H), 1.57 — 1.46 (2H, m, C*H,), 1.31 — 1.14 (6H, m, C*H,
C°Ha, C°Hy), 1.02 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH-CH3), 0.83 (3H, t, J = 6.8 Hz, CH3). 3*C NMR
(DMSO, 151 MHz): ¢ 175.57, 164.47, 150.93, 140.08, 121.83, 38.34, 34.19, 31.81,
26.99, 22.58, 18.40, 14.46. Elementarna analyza pre Ci14H>1N302 (263,34); vypoctom
C, 63.85; H, 8.04; N, 15.96, najdené¢ C, 63.98; H, 8.11; N, 15.92. Ry 0,44.

N‘-(2-Propylpentanoyl)izonikotinohydrazid 17c¢. Svetlo ZIté kryStaly; vytazok 56%;
T, 145,7-146,1 °C. IR: 660, 674, 751, 833, 848, 1066, 1126, 1219, 1248, 1286, 1408, 1473,
1497, 1553, 1603 (v CONH), 2856 (vs CHz), 2876 (vs CH3), 2930 (vas CHz2), 2952 (vas CH3),
3050 (v C-H arom), 3181 (v N-H) cm™. "TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 10.55 (1H, s,
NH), 9.91 (1H, s, NH), 8.75 — 8.69 (2H, m, H2, H6), 7.76 — 7.71 (2H, m, H3, H5), 2.25
(1H, tt, J=9.2, 4.2 Hz, C*H), 1.50 — 1.44 (4H, m, C*Hz, C"*H>), 1.35 — 1.24 (4H, m, C*Ha,
C"*Hy), 0.84 (6H, t, J = 7.0 Hz, CH3, C'H3). *C NMR (DMSO, 151 MHz): 6 174.82,
164.48, 150.92, 140.09, 121.86, 43.82, 40.60, 35.30, 20.58, 14.55. Elementarna analyza
pre Ci4H21N302 (263,34); vypoctom C, 63.85; H, 8.04; N, 15.96, ngjdené C, 63.74; H,
7.98; N, 15.97. Ry: 0,42.

(E)-N‘-(Okt-2-enoyl)izonikotinohydrazid 17d. Biela pevna latka; vytazok 53%;
T:126,7-127,3 °C. IR: 640, 678, 757, 850, 894, 976, 1166, 1286 (6 =CH-), 1468, 1500,
1551, 1581, 1654 (v CONH), 2858 (vs CH2), 2874 (vs CH3), 2929 (vas CH2), 2958 (vas CH3),
3020 (v =CH-), 3051 (v C-H arom.), 3153 (v N-H) cm’!. '"H NMR (DMSO-ds, 600 MHz):
0 10.66 (1H, s, NH), 10.05 (1H, s, NH), 8.75 — 8.70 (2H, m, H2, H6), 7.77 — 7.71 (2H, m,
H3, H5), 6.74 (1H, dt, J=15.5, 7.0 Hz, C*H=C*H), 5.98 (1H, d, J = 15.3 Hz, C*H=C>H),
2.19-2.12 (2H, m, C*H»), 1.40 (2H, p, J= 7.3 Hz, C°H,), 1.32 — 1.20 (4H, m, C’H,, C'H,),
0.84 (3H, t, J = 6.8 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 151 MHz): J 164.75, 164.49, 150.96,
145.49, 140.03, 122.25, 121.84, 31.87, 31.33, 27.91, 22.44, 14.42. Elementarna analyza
pre Ci4H19N3O2 (261,33); vypoctom C, 64.35; H, 7.33; N, 16.08; n4jdené C, 64.47; H,
7.21; N, 16.23. Ry 0,40.

N‘-(Okt-7-enoyl)izonikotinohydrazid 17e. Svetlo hnedd pevna latka; vytazok 59%;
T; 84,4-84,7 °C. IR: 637, 680, 757, 846, 876, 931 (& -CH=CH>), 996 (6 -CH=CH>), 1209,
1243,1270, 1404, 1426, 1468, 1495, 1553, 1601 (v CONH), 2880 (vs CH2), 2937 (vas CH>),
2980 (vs =CHa), 3077 (vas =CHz2), 3198 (v N-H) cm™'. '"H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6
10.56 (1H, s, NH), 9.91 (1H, s, NH), 8.76 — 8.70 (2H, m, H2, H6), 7.75 — 7.71 (2H, m, H3,
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HS), 5.77 (1H, ddt, J = 16.9, 10.2, 6.6 Hz, -C’H=C*H.), 4.97 (1H, dd, J = 17.2, 2.0 Hz,
C%HE), 4.91 (1H, dd, J = 10.0, 2.1 Hz, C®H?), 2.15 (2H, t, J = 7.4 Hz, C*H>), 1.99 (2H, q,
J=17.1Hz, C®H,), 1.53 (2H, p, J = 7.4 Hz, C*Ha), 1.37 — 1.25 (4H, m, C*H,, C°H,). 13C
NMR (DMSO, 151 MHz): ¢ 172.02, 164.48, 150.93, 140.06, 139.29, 121.84, 115.27,
33.73, 33.61, 28.60, 28.56, 25.42. Elementiarna analyza pre Ci4sHioN3O2 (261,33);
vypoctom C, 64.35; H, 7.33; N, 16.08; najden¢ C, 64.22; H, 7.45; N, 16.10. Ry 0,39.

N‘-Oktanoylnikotinohydrazid 17f. Biele krystaly; vytazok 65%; T, 108,9-109,1 °C. IR:
621, 648,698,713, 838,872,1027,1166, 1197, 1211, 1237, 1412, 1425, 1467, 1490, 1568,
1595, 1635 (v CONH), 2853 (vs CH2), 2875 (vs CH3), 2924 (vas CH2), 2954 (vas CH3), 3018
(v C-H arom), 3167 (v N-H) cm’!. "TH NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 6 10.49 (1H, s, NH),
9.91 (1H, s, NH), 9.02 — 8.99 (1H, m, H6), 8.74 — 8.70 (1H, m, H3), 8.20 — 8.16 (1H, m,
H4), 7.54 — 7.51 (1H, m, H5), 2.18 (2H, t, J = 7.4 Hz, C*Hy), 1.55 (2H, p, J = 7.2 Hz,
C*H,), 1.35 — 1.18 (8H, m, C*Ha, C°Ha, C®Ha,, C'H,), 0.87 (3H, t, J = 6.8 Hz, CH3). 13C
NMR (DMSO, 126 MHz): ¢ 171.79, 164.29, 152.62, 148.62, 135.38, 128.40, 123.83,
33.46, 31.40, 28.73, 28.67, 25.28, 22.28, 14.17. Elementarna analyza pre Ci4H21N30>
(263,34); vypoctom C, 63.85; H, 8.04; N, 15.96; najdené C, 63.71; H, 8.13; N, 15.87. Ry
0,40.

N‘-Oktanoylpikolinohydrazid 17g. Ciry bezfarebny olej; vytazok 65%. IR: 625, 636, 679,
721, 753, 822,911, 1002, 1042, 1089, 1106, 1162, 1240, 1290, 1435, 1467, 1505, 1570,
1593, 1655 (CONH), 1712 (CONH), 2855 (vs CHz), 2874 (vs CH3), 2931 (vas CH2), 2954
(vas CH3), 3022 (v C-H arom.), 3227 (v N-H) cm™'. "TH NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 6
10.37 (1H, s, NH), 9.95 (1H, s, NH), 8.70 — 8.63 (1H, m, H3), 8.06 — 7.97 (2H, m, H4,
H6), 7.69 — 7.59 (1H, m, H5), 2.16 (2H, t, J = 7.4 Hz, C*Hy), 1.54 (2H, p, J = 7.3 Hz,
C*Hy), 1.35 — 1.19 (8H, m, C*H>, C°H,, C®H,, C'Hy), 0.86 (3H, t, J = 7.1 Hz, CH3).
13C NMR (DMSO, 126 MHz): § 171.47, 163.03, 149.65, 149.07, 138.28, 127.38, 122.74,
33.71, 31.66, 28.97, 28.95, 25.53, 22.54, 14.43. Elementarna analyza pre Ci4H21N30>
(263,34); vypoctom C, 63.85; H, 8.04; N, 15.96; ndjdené C, 63.73; H, 8.16; N, 16.01. Ry
0,64.

4.1.2.5 Syntéza 2-alkyl-5-heteroaryl-1,3,4-oxadiazolov (16a-16q; 18a-18g)

0,5 mmol prislusného N‘-acylheteroarylhydrazidu bolo suspendovanych v 50 ml
DCM. Za staleho mieSania sa pridali 3 ekvivalenty (1,5 mmol; 286,5 mg) p-
toluénsulfonylchloridu, a nasledne bolo po kvapkach pridanych 5 ekvivalentov (2,5 mmol,
348 pl) trietylaminu. Reakénd zmes bola ponechané reagovat’ do prijatel'nej konverzie
(podl'a TLC). DCM bol odpareny na RVO asurovy produkt bol suspendovany v
etylacetate. Vyzrazany trietylammoénium chlorid bol odfiltrovany a filtrat sa odparil
dosucha. Surovy produkt bol precisteny kolonovou chromatografiou (MF: DCM + MeOH;
97,5:2,5 V/v pre 16a-16q a 99:1 V/y pre 18a-18q) a nasledne krystalizovany z etylacetatu.

2-Metyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 16a. Zltohnedé krystaly, vytazok 77%,
T, 151,2-153,2 °C (148-150 °C [56]). IR: 666, 675, 707, 721, 739, 840, 959, 970, 988, 996,
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1042, 1062, 1099 (vs C-O-C), 1217, 1248, 1357, 1415 (vas C-O-C), 1436, 1484, 1499, 1539,
1566 (v C=N), 1579, 1610, 2950 (vs CH3), 2996 (vas CH3), 3049 (v C-H arom.) cm™.
TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 8.78 — 8.75 (2H, m, H2, H6), 7.89 — 7.86 (2H, m, H3,
H5), 2.58 (3H, s, CH3). 3C NMR (DMSO, 151 MHz): 6 165.59, 163.02, 151.51, 131.10,
120.56, 11.25. Elementarna analyza pre CsH7N30 (161,16); vypoctom C, 59.62; H, 4.38;
N, 26.07, ngjdené C, 59.77; H, 4.26; N, 26.14. Ry: 0,34.

2-Etyl-5-(pyridin-4-yl)-1.3.4-oxadiazol 16b. Svetlooranzové kryStaly; vytazok 84%;
T: 66,1-68,3 °C (75 °C [57]). IR: 616, 632, 635, 653, 669, 707, 714, 742, 802, 843, 970,
998, 1029, 1062, 1069, 1104 (vs C-O-C), 1215, 1418 (vas C-O-C), 1542, 1565 (v C=N),
1581, 1609, 2928 (vs CH2), 2948 (vs CH3), 2987 (vas CH2), 2994 (vas CH3), 3050 (v C-H
arom.) cm™'. "H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): J 8.80 — 8.74 (2H, m, H2, H6), 7.89 — 7.84
(2H, m, H3, H5), 2.94 (2H, q, J= 7.6 Hz, CH>»), 1.30 (3H, t, J = 7.5 Hz, CH3). '3*C NMR
(DMSO, 151 MHz): 6 169.33, 162.93, 151.49, 131.15, 120.61, 19.01, 10.86. Elementarna
analyza pre CoHoN3O (175,19); vypoctom C, 61.70; H, 5.18; N, 23.99, najdené C, 61.58;
H, 5.15; N, 23.95. Rz 0,34.

2-Propyl-5-(pyridin-4-yl)-1.3.4-oxadiazol 16¢. Svetlohned¢ kryStaly; vytazok 89%;
T:49,2-51,7 °C. IR: 676, 691, 706, 738, 748, 833, 969, 988, 1019, 1092 (vs C-O-C), 1194,
1216, 1413 (vas C-O-C), 1490, 1539, 1557 (v C=N), 1575, 1608, 2851 (vs CH2), 2870 (vs
CH3), 2830 (vas CH2), 2965 (vas CH3), 3042 (v C-H arom.) cm™. "TH NMR (DMSO-ds, 600
MHz): ¢ 8.80 — 8.76 (2H, m, H2, H6), 7.89 — 7.85 (2H, m, H3, H5), 2.90 2H, t, J="7.3
Hz, C'Hy), 1.80 — 1.72 (2H, m, C*H>), 0.95 (3H, t, J = 7.4 Hz, CH3). *C NMR (DMSO,
151 MHz): 6 168.31, 162.95, 151.49, 131.13, 120.62, 27.00, 19.86, 13.87. Elementirna
analyza pre C10H11N30 (189,22); vypoctom C, 63.48; H, 5.86; N, 22.21, ndjdené C, 63.32;
H, 5.77; N, 22.30. R¢: 0,32.

2-Butyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 16d. Svetlozlté kryStaly; vytazok 71%;
T: 45,8-47,5 °C. IR: 690, 707, 732, 740, 746, 755, 838, 968, 988, 1024, 1097 (vs C-O-C),
1193, 1214, 1412 (vas C-O-C), 1439, 1478, 1541, 1560 (v C=N), 1577, 1609, 2858 (vs
CH>), 2876 (vs CH3), 2941 (vas CHa), 2959 (vas CH3), 3043 (v C-H arom.) cm™.'"H NMR
(DMSO-ds, 600 MHz): 6 8.79 — 8.77 (2H, m, H2, H6), 7.87 — 7.85 (2H, m, H3, HS5), 2.92
(2H,t,J=7.6 Hz, C'H>), 1.75 — 1.68 (2H, m, C*H,), 1.40 — 1.32 (2H, m, C*H,), 0.88 (3H,
t, J = 7.4 Hz, CH3). ¥C NMR (DMSO, 151 MHz): J 168.45, 162.93, 151.49, 131.12,
120.61, 28.34, 24.85, 22.03, 13.98. Elementarna analyza pre C;1Hi;3N3O (203,25);
vypoctom C, 65.01; H, 6.45; N, 20.68, najdené C, 65.06; H, 6.49; N, 20.73. Ry 0,31.

2-Pentyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 16e. Svetlohned¢ krystaly; vytazok 88%;
T:49,9-52,4 °C. IR: 693, 705, 727, 734, 741, 745, 767, 833, 897, 967, 989, 1006, 1023,
1046, 1065, 1097 (vs C-O-C), 1188, 1220, 1250, 1417 (vas C-O-C), 1455, 1471, 1490, 1541,
1562 (v C=N), 1577, 1609, 2856 (vs CHz), 2870 (vs CH3), 2932 (vas CH2), 2953 (vas CH3),
2964, 3051 (v C-H arom.) cm™. "TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 8.79 — 8.77 (2H, m,
H2, H6), 7.87 — 7.86 (2H, m, H3, H5), 2.91 (2H, t, J=7.5 Hz, C'H>), 1.77 — 1.71 (2H, m,
C?H,), 1.36 — 1.26 (4H, m, C*Ha, C*H,), 0.84 (3H, t,J= 7.0 Hz, CH3). '*C NMR (DMSO,
151 MHz): 0 168.47, 162.93, 151.50, 131.13, 120.61, 31.03, 25.95, 25.11, 22.18, 14.29.
Elementarna analyza pre Ci2HisN3O (217,27); vypoctom C, 66.34; H, 6.96; N, 19.34,
najdené C, 66.42; H, 6.87; N, 19.30. Ry 0,28.
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2-Hexyl-5-(pyridin-4-yl)-1.3.4-oxadiazol 16f. Svetlozlté krysStaly; vytazok 78%;
T:46,9-49.,4 °C. IR: 694, 704, 733, 741, 753, 798, 967, 989, 1024, 1065, 1098 (vs C-O-C),
1187, 1219, 1417 (vas C-O-C), 1644, 1479, 1541, 1563 (v C=N), 1577, 1609, 2855 (vs
CHz), 2872 (vs CH3), 2932 (vas CHz), 2956 (vas CH3), 3054 (v C-H arom.) cm™'. '"H NMR
(DMSO-ds, 600 MHz): 6 8.79 — 8.76 (2H, m, H2, H6), 7.88 — 7.86 (2H, m, H3, H5), 2.91
(2H, t, J = 7.4 Hz, C'H>), 1.77 — 1.69 (2H, m, C*H>), 1.38 — 1.30 (2H, m, C*H>), 1.30 —
1.21 (4H, m, C*Hz, C°H»), 0.83 (3H, t, J = 7.0 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 151 MHz): §
168.46, 162.93, 151.50, 131.12, 120.60, 31.27, 28.50, 26.22, 25.15, 22.44, 14.40.
Elementarna analyza pre C;3Hi7N30 (231,30); vypoctom C, 67.51; H, 7.31; N, 18.27,
najdené C, 67.46; H, 7.29; N, 18.32. Ry 0,26.

2-Heptyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol ~16g. Biele krystaly; vytazok 83%;
T:61,4-63,8 °C. IR: 694, 704, 722, 741, 751, 833, 976, 989, 1015, 1035, 1098 (vs C-O-C),
1186, 1218, 1230, 1272, 1418 (vas C-O-C), 1464, 1472, 1490, 1540, 1562 (v C=N), 1578,
1608, 2853 (vs CHz), 2870 (vs CH3), 2921 (vas CH2), 2953 (vas CH3), 3050 (v C-H arom.)
cm™. TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 8.79 — 8.76 (2H, m, H2, H6), 7.88 — 7.85 (2H, m,
H3, H5), 2.91 (2H, t, J = 7.5 Hz, C'H2), 1.76 — 1.69 (2H, m, C?H2), 1.36 — 1.18 (8H, m,
C3H,, C*Ha, C°Hz, C®H,), 0.81 (3H, t, J = 6.9 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 151 MHz): 6
168.46, 162.93, 151.50, 131.12, 120.61, 31.59, 28.80, 28.72, 26.27, 25.14, 22.55, 14.43.
Elementarna analyza pre Ci4H19N3O (245,33); vypoctom C, 68.54; H, 7.81; N, 17.13,
najdené C, 68.49; H, 7.75; N, 17.22. Ry. 0,24.

2-Oktyl-5-(pyridin-4-yl)-1.3.4-oxadiazol =~ 16h. Biele krystaly; vytazok  79%;
T:;61,3-63,1 °C. IR: 659, 704, 722, 731, 741, 756, 748, 833, 967, 989, 1025, 1098 (vs
C-0-C), 1186, 1228, 1261, 1419 (vas C-O-C), 1464, 1473, 1541, 1564 (v C=N), 1579, 1608,
2852 (vs CHy), 2870 (vs CH3), 2919 (vas CH2), 2955 (vas CH3), 3052 (v C-H arom.) cm’!.
TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 8.80 — 8.77 (2H, m, H2, H6), 7.88 — 7.86 (2H, m, H3,
H5),2.91 (2H,t,J=7.5Hz, C'H), 1.75 - 1.69 (2H, m, C*H>), 1.36 — 1.17 (10H, m, C*Ha,
C*H,, C°Ha, C°Hz, C'H>), 0.81 (3H, t, J = 6.9 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 151 MHz): §
168.47, 162.93, 151.49, 131.14, 120.62, 31.74, 29.16, 29.08, 29.02, 26.26, 25.14, 22.59,
14.46. Elementarna analyza pre CisH2 N3O (259,35); vypoctom C, 69.47; H, 8.16; N,
16.20, najdené C, 69.34; H, 8.03; N, 16.15. Ry 0,22.

2-Nonyl-5-(pyridin-4-yl)-1.3.4-oxadiazol =~ 16i. Biele krysStaly; vytazok 76%;
T:72,2-74,7 °C. IR: 609, 638, 649, 659, 675, 695, 704, 720, 743, 753, 776, 822, 834, 917,
967, 989, 1021, 1065, 1098 (vs C-O-C), 1169, 1185, 1226, 1252, 1273, 1311, 1370, 1418
(vas C-O-C), 1465, 1472, 1541, 1565 (v C=N), 1579, 1608, 1647, 1706, 2849 (vs CH>),
2868 (vs CH3), 2919 (vas CHa), 2954 (vas CH3), 3048 (v C-H arom.) cm™'. 'TH NMR
(DMSO-ds, 600 MHz): 0 8.79 — 8.77 (2H, m, H2, H6), 7.88 — 7.86 (2H, m, H3, H5), 2.91
(2H, t, J = 7.4 Hz, C'H,), 1.75 — 1.70 (2H, m, C*Hy), 1.36 — 1.16 (12H, m, C*Ha,, C*Ha,
C°Ha, C°Ha, C’Hz, C¥Ha), 0.79 (3H, t, J = 6.9 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 151 MHz): 6
168.46, 162.93, 151.50, 131.13, 120.61, 31.78, 29.31, 29.15, 29.06, 28.81, 26.25, 25.14,
22.61, 14.45. Elementarna analyza pre Ci16H23N30 (273,38); vypoctom C, 70.30; H, 8.48;
N, 15.37, ngjdené C, 70.45; H, 8.56; N, 15.49. Ry. 0,26.

2-Decyl-5-(pyridin-4-yl)-1.3.4-oxadiazol ~ 16j. Biele kryStaly; vytazok  84%;
T, 69,9-71,6 °C. IR: 695, 704, 720, 733, 742, 751, 795, 833, 967, 989, 1025, 1065, 1098
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(vs C-O-C), 1184, 1220, 1243, 1303, 1397, 1418 (vas C-O-C), 1464, 1472, 1541, 1564
(v C=N), 1578, 1609, 2849 (vs CHz), 2872 (vs CH3), 2918 (vas CH2), 2955 (vas CH3), 3054
(v C-H arom.) cm’!. '"H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 8.79 — 8.77 (2H, m, H2, H6), 7.87
—7.86 (2H, m, H3, H5), 2.91 (2H, t, J= 7.6 Hz, C'H»), 1.76 — 1.69 (2H, m, C*Hy), 1.36 —
1.15 (14H, m, C*Ha, C*Ha, C’Ha, C®Ha, C'Ha, C¥H,, C°Hy), 0.80 (3H, t, J = 6.9 Hz, CH3).
13C NMR (DMSO, 151 MHz): 6 168.46, 162.92, 151.50, 131.12, 120.60, 31.81, 29.45,
29.35, 29.20, 29.04, 28.80, 26.25, 25.14, 22.61, 14.46. Elementarna analyza
pre C17H25N30 (287,41); vypoctom C, 71.04; H, 8.77; N, 14.62, najdené C, 71.16; H, 8.83;
N, 14.54. Ry. 0,28.

2-Undecyl-5-(pyridin-4-yl)-1.3.4-oxadiazol 16k. Biele krystaly; vytazok 71%;
T:79,0-81,2 °C. IR: 694, 704, 720, 730, 741, 753, 777, 832, 967, 989, 1011, 1025, 1064,
1098 (vs C-O-C), 1183, 1226, 1238, 1344, 1396, 1418 (vas C-O-C), 1464, 1472, 1494, 1540,
1565 (v C=N), 1577, 1608, 2848 (vs CHz), 2870 (vs CH3), 2915 (vas CH2), 2953 (vas CH3),
3053 (v C-H arom.) cm™'. "H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): § 8.78 — 8.77 (2H, m, H2, H6),
7.88 — 7.86 (2H, m, H3, H5), 2.91 (2H, t, J = 7.5 Hz, C'H,), 1.76 — 1.69 (2H, m, C*H>),
1.36 — 1.15 (16H, m, C*Hz, C*Ha,, C°Ha, C®H,, C'Ha, C*Ha, C°Ha, C'°H,), 0.80 BH, t, J =
6.8 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 151 MHz): J 168.48, 162.93, 151.48, 131.15, 120.63,
31.81, 29.50, 29.49, 29.34, 29.23, 29.03, 28.79, 26.24, 25.14, 22.61, 14.47. Elementarna
analyza pre C1sH27N30 (301,43); vypoctom C, 71.72; H, 9.03; N, 13.94, ngjdené C, 71.64;
H, 8.95; N, 13.87. R 0,31.

2-Dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1.3.4-oxadiazol 16l. Biele kryStaly; vytazok 94%;
T:77,2-78,9 °C (75-76 °C [58]). IR: 613, 627, 638, 652, 661, 695, 704, 719, 729, 742, 751,
763, 832,967,989, 1023, 1065, 1099 (vs C-O-C), 1182, 1205, 1233, 1383, 1397, 1417 (Vas
C-0-0), 1464, 1473, 1494, 1541, 1565 (v C=N), 1609, 2849 (vs CH>), 2872 (vs CH3), 2917
(vas CH2), 2955 (vas CH3), 3052 (v C-H arom.) cm’!. "TH NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 6
8.83 — 8.80 (2H, m, H2, H6), 7.90 — 7.88 (2H, m, H3, H5), 2.95 (2H, t, J = 7.4 Hz, C'Hy),
1.82 — 1.75 (2H, m, C?H,), 1.43 — 1.22 (18H, m, C*Hy, C*H,, C°H,, C°Hy, C"H,, C¥H,,
C°H,, C'°H,, C''Hy), 0.85 (3H, t, J = 6.8 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 126 MHz): ¢
167.84, 162.31, 150.83, 130.57, 119.96, 31.14, 28.85, 28.84, 28.79, 28.65, 28.52, 28.34,
28.14, 25.62, 24.53, 21.90, 13.72. Elementarna analyza pre CioH20N3;O (315,46);
vypoctom C, 72.34; H, 9.27; N, 13.32, najdené C, 72.41; H, 9.39; N, 13.21. Rz 0,35.

2-Tridecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 16m. Perletové krystaly; vytazok 79%;
T: 84,9-87,1 °C. IR: 694, 704, 720, 730, 741, 748, 755, 779, 833, 966, 989, 1016, 1029,
1064, 1099 (vs C-O-C), 1182, 1202, 1229, 1278, 1417 (vas C-O-C), 1472, 1540, 1564
(v C=N), 1579, 1607, 2848 (vs CHz), 2869 (vs CH3), 2916 (vas CH2), 2953 (vas CH3), 3050
(v C-H arom.) cm™'. "H NMR (DMSO-ds, 500 MHz): § 8.82 — 8.79 (2H, m, H2, H6), 7.90
—7.87 (2H, m, H3, H5), 2.95 (2H, t, J= 7.4 Hz, C'Hy), 1.83 — 1.75 (2H, m, C*Hy), 1.43 —
1.19 (20H, m, C>*H,, C*H,, C°Hz, C®Ha, C'Ha, C®Ha, C°Ha, C'°Hy, C!''Ha, C'?Hy), 0.85 (3H,
t, J = 6.8 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 126 MHz): J 167.76, 162.25, 150.74, 130.53,
119.88, 31.05, 28.78, 28.76, 28.74, 28.69, 28.55, 28.42, 28.25, 28.06, 25.55, 24.46, 21.80,
13.59. Elementarna analyza pre C2o0H31N30 (329,49); vypoctom C, 72.91; H, 9.48; N,
12.75, najdené C, 72.84; H, 9.39; N, 12.63. Ry: 0,36.
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2-Tetradecyl-5-(pyridin-4-yl)-1.3.4-oxadiazol 16n. Biele kryStaly; vytazok 72%;
T: 83,0-85,7 °C. IR: 695, 704, 719, 742, 752, 766, 793, 833, 967, 990, 1022, 1035, 1064,
1100 (vs C-O-C), 1181, 1200, 1226, 1248, 1270, 1383, 1418 (vas C-O-C), 1464, 1473, 1495,
1541, 1566 (v C=N), 1579, 1608, 2849 (vs CH>), 2870 (vs CH3), 2917 (vas CH2), 2955 (Vas
CHs), 3052 (v C-H arom.) cm’!. TH NMR (DMSO-ds, 500 MHz): & 8.82 — 8.79 (2H, m,
H2, H6), 7.90 — 7.87 (2H, m, H3, H5), 2.95 (2H, t, J=7.4 Hz, C'H»), 1.82 — 1.75 (2H, m,
C?H>), 1.43 — 1.21 (22H, m, C*H,, C*H,, C°Ha, C°Ha, C'Ha, C8H,, C°Ha, C'°H,, C!'Ha,
C'"’H,, C'*H,), 0.85 (3H, t, J = 6.8 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 126 MHz): § 168.38,
162.86, 151.36, 131.15, 120.50, 31.66, 29.39, 29.37, 29.36, 29.34, 29.31, 29.17, 29.03,
28.86, 28.68, 26.16, 25.08, 22.42, 14.21. Elementarna analyza pre C,1H33N30 (343,52);
vypoétom C, 73.43; H, 9.68; N, 12.23, najdené C, 73.58; H, 9.78; N, 12.37. Ry 0,43.

2-Pentadecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 160. Biele krystaly; vytazok 85%; T: 88,7-
90,3 °C (121,1-122,2 °C [42]). IR: 695, 704, 720, 731, 742, 750, 781, 832, 966, 989, 1022,
1064, 1100 (vs C-O-C), 1181, 1198, 1226, 1243, 1264, 1303, 1397, 1419 (v4s C-O-C), 1464,
1472, 1494, 1541, 1566 (v C=N), 1578, 1608, 2848 (vs CHz), 2868 (vs CH3), 2916 (Vas
CHz), 2953 (vas CH3), 3051 (v C-H arom.) cm™. "TH NMR (DMSO-ds, 500 MHz): 6 8.82 —
8.80 (2H, m, H2, H6), 7.90 — 7.87 (2H, m, H3, HS), 2.95 (2H, t, J= 7.4 Hz, C'H>), 1.82 —
1.75 (2H, m, C?Hy), 1.44 — 1.23 (24H, m, C*H,, C*H, C°Ha, C°Ha, C'Ha, C*Ha, C°Ha,
C!°H,, C!'H,, C'?H,, C*H,, C!*H,), 0.86 (3H, t, J= 6.9 Hz, CH3). *C NMR (DMSO, 126
MHz): 6 167.74, 162.23, 150.73, 130.52, 119.86, 31.04, 28.76, 28.75, 28.74, 28.73, 28.72,
28.68, 28.54, 28.40, 28.23, 28.05, 25.53, 24.45, 21.79, 13.57. Elementarna analyza
pre C2oH3sN3O (357,54); vypoctom C, 73.91; H, 9.87; N, 11.75, najdené C, 73.96; H, 9.95;
N, 11.62. Ry 0,45.

2-Hexadecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 16p. Biele krystaly; vytazok 84%;
T; 87,7-88,3 °C. IR: 695, 704, 720, 731, 741, 753, 769, 793, 833, 848, 966, 989, 1024,
1065, 1100 (vs C-O-C), 1180, 1196, 1226, 1238, 1259, 1398, 1418 (vas C-O-C), 1464, 1473,
1490, 1507, 1540, 1559, 1565 (v C=N), 1578, 1608, 1683, 2848 (vs CH»), 2869 (vs CH3),
2917 (vas CHz), 2954 (vas CH3), 3053 (v C-H arom.) cm™!. "H NMR (DMSO-ds, 500 MHz):
5 8.82—8.79 (2H, m, H2, H6), 7.90 — 7.87 (2H, m, H3, H5), 2.95 (2H, t,J= 7.3 Hz, C'H»),
1.82 — 1.75 (2H, m, C*Hy), 1.43 — 1.23 (26H, m, C*H,, C*H,, C°Ha, C°H,, C'Hy, C*Ha,
C°H,, C!°H,, C''H,, C'?H,, C'*Ha, C'*Ha,, C'*Ha), 0.86 (3H, t, J= 6.9 Hz, CH3). '3C NMR
(DMSO, 126 MHz): 6 167.74, 162.23, 150.73, 130.52, 119.86, 31.04, 28.77, 28.76, 28.75,
28.74, 28.73, 28.72, 28.68, 28.54, 28.40, 28.23, 28.05, 25.53, 24.45, 21.79, 13.57.
Elementarna analyza pre C23H37N30 (371,57); vypoctom C, 74.35; H, 10.04; N, 11.31,
najdené C, 74.44; H, 10.11; N, 11.16. R 0,5.

2-Heptadecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 16q. Biele krystaly; vytaZzok 83%;
T 94,7-96,1 °C (112,2-113,1 °C [42]). IR: 674, 695, 704, 720, 731, 741, 751, 760, 807,
833, 966, 989, 1026, 1064, 1097 (vs C-O-C), 1180, 1194, 1226, 1254, 1397, 1418 (Vas
C-0-C), 1464, 1472, 1495, 1541, 1565 (v C=N), 1578, 1608, 2848 (vs CHz), 2870 (vs CH3),
2916 (vas CH2), 2953 (vas CH3), 3051 (v C-H arom.) cm™. '"H NMR (DMSO-ds, 500 MHz):
5 8.82 —8.80 (2H, m, H2, H6), 7.90 — 7.88 (2H, m, H3, H5), 2.95 (2H, t,J= 7.4 Hz, C'H>),
1.82 — 1.75 (2H, m, C*Hy), 1.43 — 1.19 (28H, m, C*H,, C*H,, C°H», C°Hz, C'Hz, C*Ha,
C°Ha, C'°Hy, C''H,, C'?Ha, C'*H,, C'*Ha,, C'°Hy, C!°Ha), 0.86 (3H, t, J = 6.7 Hz, CH3).
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13C NMR (DMSO, 126 MHz): § 168.38, 162.86, 151.36, 131.16, 120.50, 31.67, 29.39,
29.38, 29.37, 29.36, 29.35, 29.34, 29.32, 29.30, 29.16, 29.03, 28.86, 28.68, 26.16, 25.08,
2242, 14.22. Elementarna analyza pre Co4sH3oN3O (385,60); vypoctom C, 74.76; H,
10.20; N, 10.90, najdené C, 74.79; H, 10.14; N, 11.02. Ry 0,59.

2-(Heptan-3-yl)-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 18a. Hnedd polotuhd latka; vytazok
93%. IR: 640, 681, 701, 731, 750, 834, 935, 968, 990, 1010, 1065, 1094 (vs C-O-C), 1231,
1342, 1379, 1415 (vas C-O-C), 1463, 1485, 1542, 1555 (v C=N), 1610, 1638, 2856
(vs CHa), 2872 (vs CH3), 2935 (vas CH2), 2951 (vas CH3), 3051 (v C-H arom.) cm™.
TH NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 6 8.83 — 8.79 (2H, m, H2, H6), 7.96 — 7.92 (2H, m, H3,
H5), 3.01 (1H, p, J= 6.7 Hz, CH), 1.79 — 1.64 (4H, m, C*H, C"*Hy), 1.27 — 1.14 (4H, m,
C3H,, C*Hy), 0.84 — 0.79 (6H, m, CHs, C'H3). 13C NMR (DMSO, 151 MHz): 6 170.76,
162.88, 150.86, 131.79, 120.99, 38.55, 32.15, 29.21, 26.01, 22.45, 14.29, 11.85.
Elementarna analyza pre C14H19N30 (245,33); vypoctom C, 68.64; H, 7.81; N, 17.13,
najdené C, 68.79; H, 7.91; N, 17.23. R(DCM + MeOH; 99:1 V/v): 0,29.

2-(Heptan-2-yl)-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 18b. Hnedd polotuhd latka; vytazok
85%. IR: 681, 729, 748, 819, 832, 969, 1010, 1031, 1095 (vs C-O-C), 1122, 1172, 1237,
1415 (vas C-O-C), 1459, 1487, 1509, 1552 (v C=N), 1600, 1640, 2858 (vs CH>), 2874
(vs CH3), 2933 (vas CHz), 2952 (vas CH3), 3052 (v C-H arom.) cm™'. "H NMR (DMSO-ds,
600 MHz): ¢ 8.83 — 8.77 (2H, m, H2, H6), 7.93 — 7.87 (2H, m, H3, H5), 3.16 (1H, h, J =
7.0 Hz, CH), 1.80 — 1.74 (2H, m, C’Hy), 1.64 — 1.57 (2H, m, C*H,), 1.32 3H, d, J=7.0
Hz, CH-CH3), 1.27 — 1.20 (4H, m, C*H>, C°H>), 0.80 (3H, t, J = 6.8 Hz, CH3). 13C NMR
(DMSO, 151 MHz): 6 171.61, 162.83, 151.23, 131.43, 120.78, 34.40, 31.52, 31.36, 26.45,
22.43, 18.16, 14.38. Elementarna analyza pre Ci4H19N3O (245,33); vypoctom C, 68.54;
H, 7.81; N, 17.13, najdené C, 68.79; H, 7.63; N, 17.05. Rs(DCM + MeOH; 99:1 V/v): 0,25.

2-(Heptan-4-yl)-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 17¢. Hned4 olejovita lata; vytazok 74%.
IR: 653,679,704, 742, 831, 967, 989, 1011, 1065, 1095 (vs C-O-C), 1254, 1380, 1414 (vas
C-0-C), 1465, 1488, 1542, 1556 (v C=N), 1610, 2855 (vs CH2), 2873 (vs CH3), 2933 (Vas
CHb), 2959 (vas CH3), 3050 (v C-H arom.) cm™. '"H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): § 8.81 —
8.77 (2H, m, H2, H6), 7.92 — 7.88 (2H, m, H3, H5), 3.09 (1H, tt, J = 8.7, 5.7 Hz, C'H),
1.75 - 1.60 (4H, m, C*Hy, C"*H>), 1.29 — 1.15 (4H, m, C*H,, C*H»), 0.82 (6H, t, J= 7.3
Hz, CH3, C'H3). ¥C NMR (DMSO, 151 MHz): 6 170.77, 162.93, 151.27, 131.34, 120.78,
36.56, 35.06, 20.29, 14.20. Elementarna analyza pre Ci14H19N3O (245,33); vypoctom C,
68.54; H, 7.81; N, 17.13, ngjdené C, 68.41; H, 7.63; N, 17.21. Rr (DCM + MeOH; 99:1
V/v): 0,31.

(E)-2-(Hept-1-én-1-yl)-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 18d. Hned4 olejovitd latka;
vytazok 78%. IR: 644, 694, 711, 730, 832, 968, 990, 1010, 1064, 1100 (vs C-O-C), 1177,
1216, 1268, 1379, 1415 (vas C-O-C), 1467, 1488, 1523, 1540, 1566 (v C=N), 1573, 1611,
1660, 1716, 2859 (vs CHz), 2872 (vs CH3), 2931 (vas CH2), 2956 (vas CH3), 3023 (v =CH-),
3054 (v C-H arom.) cm-'. 'H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): § 8.82 — 8.76 (2H, m, H2, H6),
7.96 — 7.90 (2H, m, H3, H5), 6.97 (1H, dt, J = 16.1, 7.0 Hz, C'"H=C?H), 6.56 (1H, dt, J =
16.1, 1.7 Hz, C'H=C?H), 2.29 (2H, qd, J = 7.2, 1.6 Hz, C*H>), 1.46 (2H, p, J = 7.5 Hz,
C*Ha), 1.30 — 1.24 (4H, m, C>Ha, C®H,), 0.84 (3H, t, /= 7.0 Hz, CH3). '*C NMR (DMSO,
151 MHz): 6 164.67, 162.13, 151.30, 145.90, 131.14, 120.78, 112.90, 32.74, 31.30, 27.90,
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22.42, 14.39. Elementarna analyza pre C14H17N3O (243,31); vypoctom 69.11; H, 7.04;
N, 17.27, ndjdené C, 69.05; H, 7.17; N, 17.13. Rf(DCM + MeOH; 99:1 V/v): 0,25.

2-(Hept-6-én-1-yl)-5-(pyridin-4-yl)-1,3.4-oxadiazol 18e. Hned4 olejovita latka; vytazok
83%. IR: 635, 691, 708, 731, 826, 832, 913, 966, 990, 999, 1014, 1097 (vs C-O-C), 1182,
1213, 1228, 1411 (vas C-O-C), 1471, 1539, 1562 (v C=N), 1579, 2858 (vs CH2), 2922 (Vas
CHz), 2982 (vs=CH>), 3043 (v C-H arom.), 3077 (vas =CHz) cm™'. '"H NMR (DMSO-ds,
600 MHz): ¢ 8.81 — 8.75 (2H, m, H2, H6), 7.90 — 7.83 (2H, m, H3, H5), 5.75 (1H, ddt, J
=16.9, 10.2, 6.7 Hz, C’H=C"H,), 4.96 (1H, dq, /= 17.3, 1.8 Hz, C'HF), 4.89 (1H, dq, J =
10.3, 2.0 Hz, C'H?), 2.92 (2H, t, J = 7.4 Hz, C'H»), 1.99 (2H, q, J = 6.7 Hz, C*H>), 1.74
(2H, p, J= 7.4 Hz, C*H,), 1.41 — 1.33 (4H, m, C*Hz, C°H,). 3C NMR (DMSO, 151 MHz):
0 168.43, 162.93, 151.47, 139.15, 131.15, 120.62, 115.32, 33.48, 28.31, 28.27, 26.09,
25.11. Elementarna analyza pre C14H17N3O (243,31); vypoctom 69.11; H, 7.04; N, 17.27,
nijdené C, 69.24; H, 7.13; N, 17.28. R¢(DCM + MeOH; 99:1 V/v): 0,35.

2-Heptyl-5-(pyridin-3-yl)-1.3.4-oxadiazol 18f. Hnedd pevna latka; vytazok 85%;
T:41,1-41,5°C.IR: 621,708, 721,753, 814, 821, 965, 1009, 1020, 1089 (vs C-O-C), 1185,
1427 (vas C-0-C), 1471, 1547, 1556 (v C=N), 1587, 1604, 2857 (vs CH2), 2870 (vs CH3),
2920 (vas CHz), 2952 (vas CH3), 3051 (v C-H arom.) cm™!. "H NMR (DMSO-ds, 600 MHz):
09.13-9.09 (1H, m, H2), 8.77 — 8.73 (1H, m, H6), 8.33 — 8.29 (1H, m, H4), 7.62 — 7.58
(1H, m, HS), 2.90 (2H, t, J = 7.4 Hz, C'H>), 1.73 (2H, p, J = 7.6 Hz, C*H,), 1.36 — 1.31
(2H, m, C*Hy), 1.29 — 1.21 (6H, m, C*H, C°Hz, C°H,), 0.82 (3H, t, J = 7.4 Hz, CH3). 13C
NMR (DMSO, 151 MHz): ¢ 167.91, 162.60, 152.78, 147.52, 134.66, 124.94, 120.71,
31.60, 28.80, 28.73, 26.31, 25.10, 22.56, 14.44. Elementarna analyza pre Ci14H9N30
(245,33); vypoctom C, 68.54; H, 7.81; N, 17.13, najdené C, 68.65; H, 7.74; N, 17.06.
Ry (DCM + MeOH; 99:1 V/v): 0,20.

2-Heptyl-5-(pyridin-2-yl)-1,3.4-oxadiazol 18g. Biele krystaly; vytazok 82%;
T, 52,3-52,7 °C. IR: 640, 708, 723, 744, 754, 770, 793, 899, 968, 1015, 1030, 1102 (vs
C-0-C), 1191, 1252, 1394, 1428 (vas C-O-C), 1442, 1459, 1473, 1556 (v C=N), 1568, 1593,
2858 (vs CHa), 2871 (vs CH3), 2939 (vas CHa), 2953 (vas CH3), 3052 (v C-H arom.) cm™'.
'"H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): § 8.74 — 8.70 (1H, m, H6), 8.12 — 8.09 (1H, m, H3), 8.03
—7.98 (1H, m, H4), 7.61 — 7.59 (1H, m, H5), 2.91 (2H, t, J = 7.5 Hz, C'H,), 1.72 (2H, p,
J=17.5Hz, C*Hy), 1.35-1.29 (2H, m, C*H,), 1.30 — 1.18 (6H, m, C*H,, C°Hz, C°H,), 0.81
(3H, t,J=7.1 Hz, CH3). 3C NMR (DMSO, 151 MHz): § 168.24, 164.03, 150.76, 143.51,
138.39, 126.75, 123.28, 31.60, 28.81, 28.72, 26.37, 25.14, 22.55, 14.44. Elementarna
analyza pre Ci14H19N30 (245,33); vypoctom C, 68.54; H, 7.81; N, 17.13, n4jdené C, 68.49;
H, 7.75; N, 17.26. R (DCM + MeOH; 99:1 V/v): 0,4.
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4.2 BIOLOGICKA AKTIVITA

4.2.1 Hodnotenie antimykobakterialnej aktivity

4.2.1.1 Metodika hodnotenia antimykobakterialnej aktivity
U pripravenych zlicenin bola stanovend ich in vitro antimykobakteridlna aktivita.

Testovanymi kmefimi boli Mtb. 331/88 (Hz7Rv) vriedeni 102 adva kmene
netuberkuléznych (atypickych) mykobaktérii: Mycobacterium avium 330/88 (rezistentna
na INH, RIF, EMB a OFX) v riedeni 10 a Mycobacterium kansasii 6509/96 v riedeni
107°. Kment 6509/96 je klinickym izolatom od pacienta z okresu Karvind, ostatné boli

ziskané z Ceské narodni sbirky typovych kultur.

Z hladiska hodnotenia aktivity vo¢i MDR a XDR kmenom boli vybrané kmene
Mtb. Praha 1 (rezistencia k INH, EMB, rifamycinom, STR a CFZ), Mtb. Praha 4
(rezistencia k INH, EMB, rifamycinom, STR, CFZ a OFX), Mtb. Praha 131 (rezistencia
k INH, EMB, rifamycinom, STR, OFX, AMK a GEN, XDR-TBC kmeti), Mtbh. 234/2005
a 242/2015 (rezistentné k INH, EMB, rifamycinom a STR) a Mth. 9449/2005 (rezistencia
na INH, rifamyciny a STR).

Stanovenie MIC bolo vykon4vané mikrometodou v Sulovej pode (SEVAC, Praha,
Ceskéa republika) v plastovych P-dosti¢kach. Testované latky boli pridané v roztoku
dimetylsulfoxidu tak, aby vysledné koncentracie €inili — r6zne podl'a zadania, nejedna sa
o suvisla radu riedeni — 1000, 500, 250, 125, 62,5, 32, 16, 8,4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,064
a 0,032 uM. MIC hodnoty boli od¢itané pre kmene M. tuberculosis a M. avium 330/88 po
14 a 21 dnoch inkubdcie pri 37 °C, u Mycobacterium kansasii 6509/96 naviac i po 7 dioch.

inhibicia rastu mykobaktérii. Ako referen¢nd latka bolo pouzité lie€ivo 1. linie izoniazid,

ktory bol nariedeny sterilnou destilovanou vodou [59].

Testovanie antimykobakteridlnej aktivity bolo vykonané v Zdravotnom ustave
so sidlom v Ostrave, laboratérium pre diagnostiku mykobaktérii a tuberkuldzy,

pod vedenim RNDr. Jifiny Stolatikove;.
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4.2.1.2 Vysledky hodnotenia antimykobakterialnej aktivity
Vysledky stanovenia MIC zakladnej série zlucenin (15a-15q; 16a-16q) voci

zakladnému panelu mykobaktérii su zhrnuté prehladne v tabulkach Tab. 3 a Tab. 4.

Tuc¢ne vyznacené hodnoty predstavuju najlepsie aktivity pre dany kmen mykobaktérie.

Tabul’ka Tab. 5 popisuje vysledky rozsireného screeningu vybranych zlacenin 15f-

15h a 16j-161 voci rezistentnym (MDR- a XDR-TBC) kmetiom.

Tabul’ka 3 - Antimykobakteridlna aktvita N*-acylizonikotinohydrazidov 15a-15q

N\
| _
N_R
07N \g/
MIC [pM]
i Mtb. M. avium M. kansasii
Kad R 331/88 330/88 6509/96 ClogP
14d 21d 14d 21d 7d 14d 21d

15a Metyl 4 8§  >10° >10° 125 125 250 -0,93
15b Etyl 32 64 >10° >10° 10° 10 10} 0,28
15¢ Propyl 8 16 >100 >10° 10° 10°  10° 0,14
15d Butyl 125 125 >10° >10° 10° >10° >10° 0,56
15¢ Pentyl 32 64 100 100 100 >10°  >10° 0,97
15¢ Hexyl 1 2 500 108 16 32 32 1,39
15¢ Heptyl 1 1 250 250 4 8 8 1,81
15h Oktyl 1 2 250 250 4 8 8 2,22
15i Nonyl 2 8 64 64 4 8 8 2,64
15§ Decyl 8 16 64 64 8 16 32 3,06
15k Undecyl 8 16 64 125 8 16 32 3,48
151  Dodecyl 8 16 64 64 8 16 32 3,89
15m  Tridecyl 16 16 64 64 8 16 32 431
15n  Tetradecyl 8 16 2 32 8 16 32 4,73
150  Pentadecyl 8 16 64 64 8 16 32 5,15
15p  Hexadecyl 8 16 2 32 8 16 32 5,56
15q  Heptadecyl 8 16 2 32 8 16 32 5,98

INH 0,5 0,5 >250 >250 4 8 8 -0,67
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Tabul’ka 4 - Antimykobakteridlna aktivita 2-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazolov 16a-16q

NN o
= \ W/R
N—N
Kéd R MIC [pM]
Mtb. M. avium M. kansasii ClogP
331/88 330/88 6509/96
14d 21d 14d 21d 7d 14d 21d

16a Metyl >32 >32 >102 >103 >32 >32 >32 0,55
16b Etyl >32 >32 >10° >103 >32 >32 >32 1,12
16¢ Propyl >32 >32 >10°  >10° >32 >32 >32 1,54
16d Butyl >32 >32 >103 >103 >32 >32 >32 1,96
16e Pentyl >32 >32 100 >10° >32 >32 >32 2,37
16f Hexyl >32 >32 500 500 >32 >32 >32 2,79
16g Heptyl >32 >32 125 250  >32 >32  >32 3,21
16h Oktyl >32 >32 64 64 >32 >32 >32 3,63
16i Nonyl 8 16 64 64 >32 >32 >32 4,04
16j Decyl 4 8 64 125 16 >32 >32 4,46
16k Undecyl 4 8 64 125 16 >32 >32 4,88
16l Dodecyl 4 8 250 250 16 >32 >32 5,30
16m Tridecyl 4 8 250 250 16 >32 >32 5,71
16n Tetradecyl 8 16 250*%  250%* 250%* 250%* 250%* 6,13
160° Pentadecyl 16 >32 250 250 32 >32 >32 6,55
16p Hexadecyl 8 16 250*  250%  250% 250*  250% 6,96
16q° Heptadecyl 16 32 250*%  250%* 250%* 250%* 250%* 7,38

INH 0,5 0,5 >250  >250 4 8 8 -0,67

¢ Zluceniny 160 a 16q st totozné so zluceninami 11d a 11e (vid’ kapitola 2.2.2)
* Pri uvedenej koncentracii bol pozorovany rast kmena, pri dvojnasobnej koncentracii bola pritomna
zrazenina a/alebo zakal; stanovenie presnej hodnoty MIC nebolo mozné.
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Tabulka 5 - Aktivita vybranych zltcenin (15f-15h a 16j-16k) voci MDR- a XDR kmenom Mb.

MIC [pM]
Mib. Mib. Mb. Mib. Mb. Mb. Mb.
Praha 1 Praha 4 Praha 131 234/2005  9449/2007  7357/1998  8666/2010
1d4 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d 14d 21d
15t 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8
15¢ 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8
15h 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8

16j 16 16 8 16 8 16 16 16 8 16 16 16 16 16

16k 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8

161 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8

Mtb. Praha 1; rezistentna voc¢i STM, INH, EMB,CFZ a rifamycinom. Mtb. Praha 4; rezistentna voc¢i STM,
INH, EMB, OFX, CFZ a rifamycinom. Mtb. Praha 131; rezistentnd vo¢i STM, INH, EMB, OFX, GEN,
AMK a ryfamicinom (XDR-TBC kmen). Mth. 9449/2007; rezistentna vo¢i STM, INH a rifamycinom. Mib.
234/2005; rezistentna vo¢i STM, INH, EMB a rifamycinom. Mtb. 7357/1998; rezistentna vo¢i STM, INH,
EMB, OFX a rifamycinom. Mtb. 8666/2010; rezistentna vo¢i STM, INH, EMB, OFX, CFZ a rifamicinom.

V Tab. 6 a Tab. 7 nijdeme hodnoty MIC modifikovanych 2-alkyl-5-heteroaryl-
1,3,4-oxadiazolov (18a-18¢g) a ich prekurzorov (17a-17g). Tucne zvyraznené hodnoty
predstavuju najlepsie aktivity pre dany kmen mykobaktérie.

Tabulka 6 - Antimykobakteridlna aktivita modifikovanych N°-acylheteroarylhydrazidov 17a-17g

N
| N
=
N R
oy
0
MIC [aM]
i Mtb. M. avium M. kansasii ClogP
Kod R 331/88 330/88 6509/96
14d 21d 14d 21d 7d 14d 21d
17a  2-Etylpentyl ~ >125 >125 >10° >10° 10°  10° 10° 251
17b  2-Metyhexyl 1 2 100 >10° 16 32 64 251
17¢  2-Propylbutyl 16 16 >10°  >10° 125 250 500 2,51
17d  Hept-l<én-l-yl 0,5 05  >10° >10° 1 1 1 2.65
17¢  Hept-7-én-l1-yl 2 4 500 100 16 32 64 225
L0
R_ _N.
e N “CHa(CH2)sCH;
0
R = Heteroaryl
17f  Pyridin-3-yl 16 32 125 250 8 16 32 2,73
17¢  Pyridin-2-yl 8 16 125 250 4 8 16 3,08
INH 0,5 0,5 >250 >250 4 8 8 -0,67
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Tabul’ka 7 — Aktivita modifikovanych disubstituovanych oxadiazolov 18a-18g

7

N™
0]
R
S \ W/
N—N
MIC [pM]

i Mtb. M. avium M. kansasii ClosP

Kod R 331/88 330/88 6509/96 g

14 d 21d 14 d 21d 7d 14d 21d

18a 2-Etylpentyl >125 >125 250 250 64 125 250 2,71
18b 2-Metylhexyl >125 >125 250 250 125 250 250 2,71
18c 2-Propylbutyl 32 64 125 125 64 125 125 2,71
18d Hept-1-én-1-yl 64 125 250 250 64 125 250 2,76
18e Hept-1-én-7-yl 16 32 250 250 16 32 64 2,35

(0]
R CH»,(CH,)sCH
\( )/ 2(CH2)sCH3
N—N
R = heteroaryl

18f Pyridin-3-yl >125 >125 250 250 125 250 250 2,84
18g Pyridin-2-yl 2 4 250 250 4 8 8 3,05
INH 0,5 05 >250 >250 4 8 8 -0,67
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4.2.2 Hodnotenie cytotoxicity

4.2.2.1 Metodika hodnotenia cytotoxicity
Bunkova linia 'udského hepatocelularneho karcinomu HepG2 zakupena od Health

Protection Agency Culture Collections (Salisbury, Velka Britania) bola kultivovana
v DMEM médiu (Dulbeco Essentials Eagle Medium; Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
doplnenom 10% fetdlnym bovinnym sérom (PAA Laborarories GmbH, Pasching,
Rakusko), 1% roztokom L-glutaminu (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) a roztokom
neesencidlnych aminokyselin (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) v humidnej atmosfére

s obsahom 5 % CO> pri 37 °C.

Po oSetreni buniek trypsinom/EDTA (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) pri 37 °C
boli bunky pozbierané k subkultivacii. Bunky oSetrené testovanymi latkami boli
na vyhodnotenie cytotoxicity pouzité ako experimentalne skupiny, zatial' co neoSetrené

bunky HepG2 sluzili ako kontrolné skupiny.

Bunky boli nasadené na 96-jamkovu dosti¢ku v hustote 15 000 buniek/jamku.
Nasledujuci deii boli bunky v troch opakovaniach oSetrené testovanymi latkami v Sirokom
rozsahu koncentracii. Paralelne boli inkubované nasledujuce kontroly: kontroly
predstavujuce 100% zivotaschopnost buniek, 0% zivotaschopnost’ buniek (bunky
inkubované s 10% DMSO), kontrola bez pritomnosti buniek a kontroly vehikula. Po
24 hodinéch inkubéacie v humidnej atmosfére obsahujucej 5 % CO; pri 37 °C sa pridalo
¢inidlo zo stpravy CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (CellTiter
96; PROMEGA, Fitchburg, USA). Po 2 hodinach inkubdcie pri 37 °C sa zaznamenala
absorbancia vzoriek pri 490 nm (TECAN, Infinita M200, Rakusko).

Pouzity test CellTiter 96 je zaloZeny na redukcii zltého tetrazoliového farbiva MTS
v zivych bunkach na rozpustny fialovy formazan, ktory sa potom stanovi kolorimetricky
pri vinovej dizke 490 nm. K tejto redukcii dochadza v Zivych bunkich pdsobenim
cytochromového systému a vzniknutd farebnd zmena je v priamej uUmere

so zivotaschopnost'ou buniek [60].

Vysledky experimentov su vyjadrené ako inhibi¢nd koncentricia, ktora znizuje
zivotaschopnost’ bunkovej populacie na 50 % z maximalnej Zivotaschopnosti (ICso).
Standardny toxikologicky parameter ICso sa vypoéital nelinearnou regresiou
zo semilogaritmického grafu inkubacnej koncentracie voc¢i percentu absorbancie
vzhl'adom na neoSetrené kontroly s pouZzitim softvéru GraphPad Prism 8 (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA).
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4.2.2.2 Vysledky hodnotenia cytotoxicity
Hodnotenie bolo vykonané u vybranych zlucenin 15a-15q a 16a-16q (vid’ Tab. 8).

Tabul’ka 8 — Hodnoty ICsg a indexu selektivity (SI) zlicenin 15a-15q a 16a-16q
Kod Testované rozmedzie koncentracii

ZAticeniny ICso (nM) (M) SI (ICs0/MIC Mtb. Hy7Rv)
15a >500 1-500 >125
15b >500 1-500 >15,6
15¢ >500 1-500 >62,5
15d >500 1-500 >4
15¢ >500 1-500 >15,6
15f >500 1-500 >500
15¢g >500 1-500 >500
15h >500 1-500 >500
15i >500 1-500 >250
15j >500 1-500 >62,5
15k >500 1-500 >62,5
151 >500 1-500 >62,5
15m 281,4 1-500 17,6
15n >500 1-500 >62,5
150 38,03 1-250 4.8
15p 97,09 1-100 12,1
15q >100 1-100 >12,5
16a >500 1-500 >15,6
16b >500 1-500 >15,6
16¢ >500 1-500 >15,6
16d >500 1-500 >15,6
16e >500 1-500 >15,6
16f >500 1-500 >15,6
16g 262,2 1-500 8,2
16h >250 1-250 >7,3
16i >250 1-250 >31,3
16j >100 1-100 >25
16k >100 1-100 >25
161 >100 1-100 >25
16m >50 1-50 >12,5
16n >50 1-50 >6,3
160 >50 1-50 >3,1
16p >50 1-50 >6,3
16q > 50 1-50 >3,1
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S DISKUSIA

5.1 CHEMIA

V tejto praci bolo pripravenych spolu 48 zlicenin, z ktorych je vécSine tplne
originalnych. Niektoré zluceniny uz boli v minulosti popisané, napr. zli¢eniny 160 a 16q
v praci [42], ktoré boli resyntetizované k doplneniu celkového obrazu a pre dotestovanie
na inych kmenoch nez v pdvodnej praci. Povodnym cielom prace bola priprava série
zlucenin  derivatov  2-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazolov ~ (16a-16q) aich
syntetickych prekurzorov N‘-acylizonikotinohydrazidov (zluc¢eniny 15a-15-q).

Ako to bolo uvedené v ciel'och tejto prace, na zéklade vysledkov aktivity voci
mykobaktériam pdvodnej série zlucenin (15a-15q; 16a-16q) mala byt navrhnuta
Struktirna obmena latok, ktoré by pomohli k pochopeniu uréitych vztahov medzi
Struktirou a tc¢inkom. Teoretické vychodisko pre obmeny predstavovala zlucenina 15g.
Zvolené obmeny sa tykali izonikotinohydrazidového fragmentu alebo alkylového retazca.
V prvom pripade, teda obmeny izonikotinohydrazidu, boli ako vychodiskové latky pouzité
jemu izomérne nikotinohydrazid alebo pikolinohydrazid — v tomto pripade bola ponechana
povodna dizka alkylového retazca (C7) zlu¢eniny 15g. Druhy typ Struktirnej obmeny,
ktora sa tykala obmeny alkylového retazca, bola zalozena na pouZiti rozne vetvenych
osemuhlikatych karboxylovych kyselin alebo niektorych polohovych izomérov okténove;j
kyseliny — v tomto pripade bol ponechany pdvodny izonikotinohydrazidovy fragment.
Najprv bola teda pripravend d’alSia séria modifikovanych N‘-acylheteroarylhydrazidov
(17a-17g), ktoré boli nasledne taktiez podrobené dehydrativnej cyklizacii k priprave
prislusnych 2-alkyl-5-heteroaryl-1,3,4-oxadiazolov (18a-18g).

Cela praca vznikla na zdklade vysledkov z predoslého vyskumu nasej pracovnej
skupiny [28], odkial’ pochadza zlucenina N-dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-
amin (10a). V zhrnuti sme teda tGto zluceninu podrobili nasledujicim StruktGrnym
obmendm (Obr. 14):

e Obmeny pyridin-4-ylu
e [zostérna zdmena sekundarnej aminoskupiny
e Zmena charakteru alkylu v zmysle jeho nasytenosti a rozvetvenia

~ .
10a

Obrdzok 14 - Vykonané §truktirne obmeny na zlucenine 10a

49



5.1.1 Syntéza N‘-acylizonikotinohydrazidov

K syntéze N‘-acylizonikotinohydrazidov pripadala v tvahu ich priprava reakciou
INH 1 s prisluSnym acylchloridom alebo sa taktiez mohli ziskat’ reakciou izonikotinoyl
chloridu s prislusnym acylhydrazidom. Nakoniec bola zvolena prvd moznost z dovodu
komerénej dostupnosti INH ako lacnej suroviny a taktiez va¢sSiny acychloridov. Pripravit
na pracovisku bola potreba iba acylchloridy s vys$§im neparnym poctom uhlikov
(undekanoylchlorid, tridekanoylchlorid, pentadekanoylchlorid, heptadekanoylchlorid),

ktoré neboli komercéne dostupné alebo bola ich cena prili§ vysoka.

Tieto acylchloridy boli pripravené reakciou prislusnej karboxylovej kyseliny
s tionylchloridom v inertnej atmosfére s vylu¢enim vlhkosti za pouzitia DMF ako
katalyzatoru. Tato metdda k priprave acylchloridov bola zvolend, pretoze vacSinou
poskytuje dobré vytazky (v nasom pripade kvantitativne) a d’alSou vyhodou tejto metddy
je lahka izolacia ziadaného acylchloridu, ktord spociva v prostom odpareni zvySkového

tionylchoridu, ktory zaroven sluzil ako rozpustadlo.

Zakladnd metodika pripravy N‘-acylizonikotinohydrazidov spocivala v reakcii
INH s prislusnym acylchoridom v aprotickom rozpuStadle za pritomnosti uhli¢itanu
draselného, ktory vychytava vznikld HCl. Zluc¢eniny 15a-15f nebolo mozné purifikovat
extrakciou z dovodu ich hydrofilnosti (ClogP od -0,93 do 1,39), preto bol pomocou
acetonu oddeleny organicky a anorganicky podiel asurovy produkt bol precisteny
stipcovou chromatografiou (Metéda ¢. 1; kapitola 4.1.2.2). Nami navrhnutd metoda
poskytovala vel'mi uspokojivé vytazky (68-83 9%). Naproti tomu zluceniny 15g-15q
s dlIh§im alkylom, teda dostatocne lipofilné, uz boli purifikované extrakciou etylacetatom

(Metoda €. 2; kapitola 4.1.2.3). V tomto pripade bola ako aditivha metdda purifikacie

zvolena rekryStalizacia z acetonitrilu.

Vytazky sa pohybovali v rozmedzi 70-99 %. NizZSich vytazkov bolo dosiahnuto
prave u hydrofilnych zlucenin (15a-15f), ktorych purifikdcia bola néaro¢nejsia
a vyZzadovala pouzitie kolonovej chromatografie, o pravdepodobne spdsobilo vicsie
straty produktu. Toto sme uz nesledovali pri lipofilnejsich derivatoch, u ktorych stipcova
chromatografia nebola potrebna a tak sa ndm v niektorych pripadoch podarilo dosiahnat’

aj 99% vytazok (konkrétne sa jedna o zluceninu 15m).
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5.1.2 Syntéza modifikovanych N¢-acylheteroarylhydrazidov

Z blizsie neurcovanych dévodov, metodika popisand v bode 5.1.1 neposkytovala
pri priprave zlu¢enin 17a-17g uspokojivé vytazky (pod 30 %). Bola vypracovana ndhradna
metodika, zaloZena na principe tvorby asymetricky substituovaného hydrazidu pomocou
karbodiimidového C-N couplingu (EDC.HCI, katalyza HOBt), kedy sa ndm tym podarilo
dosiahnut’ uspokojivé vytazky (53—-65 %). Medzi d’alSie vyhody novo zvolenej metody
patri taktiez fakt, Ze sa pracuje s Cinidlami, ktoré nie su citlivé na vlhkost, ako tomu bolo
pri metdde popisanej v bode 5.1.1. Nevyhodou procesu je jeho relativne vyssia ndkladnost’

vzhl'adom k cene pouzit¢ho EDC.HCI.

Surova reakénd zmes sa l'ahko purifikovala rozdelenim medzi etylacetat a vodu,
ked’ze vznikajtca disubstituovand mocovina, nezreagovany EDC.HCI ako aj HOBt I'ahko
a kvantitativne prechadzali do vodnej vrstvy. Surovy produkt bolo nutné este dodato¢ne

purifikovat’ stipcovou chromatografiou.

5.1.3 Syntéza 2-alkyl-5-heteroaryl-1,3,4-oxadiazolov

Metodika zvolend pre pripravu derivatov 1,3,4-oxadiazolu bola vybrana na zaklade
vybornej empirickej skisenosti na pracovisku [28, 58]. Medzi vyhody tohto postupu patri
jeho robustnost’, ked’ze je pouziteIny na Siroku paletu ré6zne substituovanych substratov.
Vzhladom k velkému molarnemu nadbytku p-toluénsulfonylchloridu nebola purifikacia
extrakciou dostacujuca, ked’ze zbytky reagencii ostavali v organickom podielu. Pouzitie
stipcovej chromatografie k precisteniu produktov bolo preto nevyhnutné. Zvoleny postup

poskytoval pomerne dobré vytazky, ktoré sa pohybovali v rozmedzi 71-93 %.
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5.2 BIOLOGIA

5.2.1 Antimykobakterialna aktivita

Vsetky derivaty 15-18 boli podrobené in vitro screeningu voci trom
mykobakteridlnym kmeniom. Panel zahrnoval jeden k liecivam citlivy kmen Mtb. (331/88,
tj. H37Rv) a dva netuberkul6zne (atypické) kmene mykobaktérii — rezistentny M. avium

330/88 a M. kansasii 6509/96 (klinicky izolat).

5.2.1.1 Zdkladna séria zlucenin (15a-15q; 16a-16q)

Najcitlivejsi kmei predstavoval Mtb. H37Rv s hodnotami MIC >1 uM pre derivaty
N¢-acylizonikotinohydrazidu (15a-15q) a >4 puM pre derivaty 2-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-
1,3,4-oxadiazolov (16a-16q). Naopak M. avium 330/88 vykazoval najvyssi stupen
odolnosti (hodnoty MIC >32 uM a >64 uM pre derivaty 15 a 16, v uvedenom poradi), kym
hodnoty MIC pre M. kansasii 6509/96 lezali medzi uvedenymi hodnotami (MIC >4 uM
pre derivaty 15 a >16 uM pre derivaty 16).

Analyzovanim S$truktirne-aktivitnych vztahov N‘-acylizonikotinohydrazidov 15
sa pre optimalnu aktivitu vo¢i Mth. H37Rv neosved¢il vel'mi kratky, ale ani vel'mi dlhy
alkylovy retazec — ako najaktivnejSie zliceniny sa javili zluceniny 15f, 15g a 15h
s alkylovym retazcom od Cs po Cs (MIC 1-2 uM). V porovnani s derivatmi N-alkyl-2-
izonikotinoylhydrazin-1-karboxamidov 9, ktor¢ dali vznik tejto préci (vid kapitola 2.2.1),
boli tieto vysledky odlisné. U série 9 sa osvedcili prave prvé tri najkratSie alkylové retazce
(C1 az Cs3 s MIC 0,5-2 uM). Fakt konStatovany autormi prace [28], Ze hydrofilita molekul
(ClogP <1) na antimykobakteridlnu aktivitu vplyva pozitivne sa teda v nasej praci
nepotvrdil, ba naopak u série 15 je mozné pozorovat’ dobru aktivitu az od zltcenin, ktorych
hodnota ClogP presiahne hodnotu 1. Toto vSak plati iba pre uZ spominané zluceniny 15f-
15h. Dal3ie predlzovanie alkylového retazca (15j-15q), a tym aj zvySovanie lipofility, uz
nevykazovalo dalSie zlepSenie aktivity, dokonca doslo k miernemu zhorSeniu (MIC 8-

16 uM), Co moze byt ale spdsobené taktiez horSou rozpustnostou danych zltcenin.

vwe

série 15, v niektorych pripadoch — 15n, 15p a 15q (alkylové retazce Cis, Cis a Cy7,
v uvedenom poradi; MIC 32 uM) — bolo zaznamenané aj viac nez 7-nasobné zlepSenie
aktivity v porovnani so Standardom, INH (MIC >250 uM). Pre dobrt aktivitu voc¢i M.

avium 330/88 sa teda osvedcili zltceniny s dlhym alkylovym ret'azcom (t.j. lipofilné).
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Najlepsiu aktivitu, porovnatelnta s INH vo¢i M. kansasii 6509/96, vykazovali
zluceniny so stredne dlhym alkylovym retazcom 15g-15i (C7—Co; MIC 4-8 uM). Tuto
hodnotu MIC sa podarilo dosiahnut’ u jednej zluc¢eniny pochadzajucej zo série 9. Jednalo
sa o zlu€eninu s C; alkylovym retazcom. M6zeme tak pozorovat’ podobny trend, aky bol
pozorovany v pripade aktivity vo¢i Mth. H37Rv, t.j. Ze v pripade izostérnej zameny -NH-
skupiny v karboxamidovej skupine zlucenin zo série 9 za metylénova skupinu budu

aktivnejSie zltceniny s dlhsim alkylovym ret'azcom.

Cyklizécia prislusnych N‘-acylizonikotinohydrazidov 15 na im odpovedajuce 2-
alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazoly 16 nepriniesla so sebou vyznamné zlepSenie
antimykobakteridlnej aktivity. Tak napriklad aktivita prekurzorovych zlucenin 15f-15g
voci Mtb. H37Rv, ktord bola porovnatel'na s INH, sa po premene na prislusny oxadiazol
16f-16g zhorsila (MIC >32 puM). U derivatov 16 dosahovali najlepSie hodnoty MIC
zluceniny 16j-16m. Jednd sa o zli€eniny s dlh§im alkylovym retazcom, ako to bolo
u najaktivnejSich derivatov 15 (alkyly Cio-Ci3), a ich MIC sa pohybovali v rozmedzi 4—
8 uM. Pozorujeme teda mierne zhorSenie aktivity v porovnani s prekurzormi 15, kde sa
podarilo dosiahnut’ aj o polovicu nizSie hodnoty MIC. V kontraste k sérii N-alkyl-5-
(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminov 10 (vid’ kapitola 2.2.1) priniesla zdmena -NH-
skupiny, ktora spaja alkylovy retazec s 1,3,4-oxadiazolovym kruhom, za izostérnu
metylénovi skupinu nepatrné zlepsenie aktivity a rozsirenie poc¢tu aktivnych zlicenin —
u derivatov 10 sa ako jedina aktivna zluCenina javila uz prave spominany N-dodecyl-5-

(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin (10a; MIC 4-8 uM).

Rovnaky trend bol pozorovany aj pri aktivite vo¢i M. avium 330/88 a M. kansasii
6509/96, kde sa cyklizaciou na prislusné 1,3,4-oxadiazoly 16 nepodarilo prekonat’ aktivity,
ktoré vykazovali im prislu§né prekurzory 15. Najlepsimi hodnotami MIC vo¢i M. avium
330/88 disponuju zluceniny 16h-16k (64—125 uM) a v pripade M. kansasii 6509/96 sa
jedna o zluceniny 16j-16m (MIC 16-32 uM).

Z oboch sérii boli vybrané tri zli¢eniny vykazujlice najlepsiu aktivitu vo¢i Mtb.
(15f-15g a 16j-161), ktoré boli d’alej podrobené rozsirenému screeningu voci siedmim
MDR- a XDR kmeniom Mtb. (vid Tab. S, kapitola 2.2.1). VSetky vybrané zluceniny
vykazovali pomerne uniformné vysledky s hodnotami MIC 4-8 puM pre jednotlivé
rezistentné kmene Mtb. Jedinou zluceninou ktora sa nepatrne odliSovala od ostatnych
zlucenin (avSak hodnoty st uplne porovnatelné s ostatnymi hodnotami), bola 16j, ktore;j

MIC sa pohybovali v rozmedzi 8-16 uM. Za velkti vyhodu povazujeme, Ze nebola
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pozorovana ziadna skrizena rezistencia s antituberkulotikami prvej a druhej linie. Rovnako
boli vybrané aj zluCeniny z predlohovej série [28] 9 a 10, ktoré taktiez boli podrobené
testovaniu voc€i rezistentnym kmeniom Mtb. AvSak jedine N-dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-

1,3,4-oxadiazol-2-amin (10a) dosahoval hodn6t MIC 4-8 uM.

5.2.1.2 Série modifikovanych zlucenin (17a-17g; 18a-18g)
Podobne aj v pripade zlucenin pochadzajucich zo série 17 a 18 vykazovala

najvyssiu citlivost’ Mtb. H37Rv s hodnotami MIC >0,5 uM pre N‘-acylheteroarylhydrazidy
17a-17g a >2 uM pre 2-alkyl-5-heteroaryl-1,3,4-oxadiazoly 18a-18g. Dalsim v poradi
z hladiska citlivosti bol kmen M. kansasii 6509/96 s hodnotami MIC >1 uM pre derivaty
17 a >4 uM pre derivaty 18. Rovnako sme mohli pozorovat’ najvyssiu odolnost’ M. avium

v

oboch sérii 17 a 18 bola 125 puM.

V pripade prekurzorovych zlifenin 17 priniesla najlepSie vysledky voci Mtb.
H37Rv modifikacia alkylového retazca v zmysle zavedenia dvojnej vidzby nan — tu ale
zaviselo na polohe dvojnej vizby. Kym =zlicenina 17d s dvojnou védzbou blizsie
k acylovému karbonylu dosiahla zo vSetkych pripravenych zlucenin vébec (MIC =
0,5 uM; tato hodnota je zhodna s MIC standardu INH), jej termindlne umiestnenie (17e)
nebolo pre aktivitu az tak vyhodné, hoci aj tieto hodnoty MIC su eSte pomerne nizke (MIC
2-4 uM). Zavedenie dvojnej vizby do alkylového retazca d’alej vplyvalo vel'mi pozitivne
aj na aktivitu vo¢i M. kansasii 6509/96, kde znova dosiahla zlucenina 17d lepsie vysledky
(MIC =1 uM) v porovnani so zla¢eninou 17e (MIC 16—64 uM). Tieto hodnoty u zluceniny
17d st dokonca 4-8% nizSie nez u Standardu INH (MIC 4-8 uM). Jedine u M. avium
330/88 neprinieslo zavedenie dvojnej védzby na alkylovy retazec Ziadne vyznamné

vylepSenie aktivity.

Ak sa pozrieme na to, ako charakter alkylu v zmysle jeho vetvenia ovplyvnil
aktivitu prekurzorovych zlucenin 17 voci testovanym kmetiom mykobaktérii, moéZeme
pozorovat’, Ze vyznamnejSich vysledkov bolo dosiahnuté iba schopnosti inhibovat’ rast
Mtb. H37Rv. Boli pripravené tri derivaty s rozne vetvenym alkylovym ret'azcom, konkrétne
2-etylpentyl (17a), 2-metylhexyl (17b) a 2-propylbutyl (17¢). Na zédklade vysledkov je
mdzné konstatovat’, ze najlepSiu aktivitu porovnatel'na s INH dosiahla zIu¢enina 17b (MIC
1-2 uM). U d’alSich dvoch zlucenin 17a a 17¢ boli hodnoty MIC horSie (>125 a 16 uM; v

uvedenom poradi). DalSie dva kmene mykobaktérii nevykazovali vyznamnu citlivost’ voci
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zluceninam s vetvenym retazcom. Jedine u 17b sa zaznamenala mierna aktivita voci M.

kansasii 6509/96 (MIC 16—64 uM).

Rovnako ani vymena izonikotinohydrazidu za izomérny nikotinohydrazid (17f)
alebo pikolinohydrazid (17g) nepriniesla ziadne vyznamné zlepSenie v aktivite. MIC
spominanych zltcenin voc¢i Mtb. H37Rv sa pohybovali v rozmedzi od 8—32 uM. V pripade
M. avium 330/88 je mozné sledovat’ nepatrné znizenie hodnot MIC (125-250 uM; plati
pre obe zluceniny 17f a 17g) v porovnani so Standardom INH (MIC >250 pM).
Porovnatel'né hodnoty so Standardom INH dosiahla zltic¢enina 17g vo¢i M. kansasii (MIC

4-16 uM).

U série modifikovanych disubstituovanych 1,3,4-oxadiazolov 18 moézeme
pozorovat’ rovnaky trend, ako to bolo u zdkladnej série zli€enin — t.j. po cyklizacii
prekurzorovych zla€enin doslo vo vécsine pripadov k znizeniu aktivity voci Mtb. Hz7Rv.
Jedinou vynimkou je zlu¢enina 18g (nahrada izonikotinového fragmentu za pikolinovy),
ktora ako jedina ma lepS$iu aktivitu (a zaroven porovnatel'nu so standardom INH) ako jej
prekurzor 17g (MIC 24 uM pre 18g; MIC 8-16 puM pre 17g). Dalsie dva typy
Struktirnych obmien nepriniesli vyznamné vysledky — MIC pre zla¢eniny s rdozne
vetvenym ret'azcom (18a-18c¢) sa pohybovali od 32 do >125 uM a pre zla¢eniny s dvojnou

vizbou na alkylovom ret’azci (18d, 18e) sa pohybovala v rozmedzi 16—-125 uM.

Kmen M. avium 330/88 nevykazoval vyssiu citlivost’ vo¢i pripravenym zlucenindm
série 18 nez pouzity Standard INH (MIC >250 uM) — jedine 18¢ vykazovala o nieco lepsiu
aktivitu (MIC 125 uM). Rovnako na tom bola aj citlivost’ M. kansasii 6509/96, kedy iba
v pripade zliCeniny 18¢g sa dosiahla totozné aktivita s INH (MIC pre obe zliceniny 4—
8 uM).

5.2.2 Cytotoxicita
Boli hodnotené dve skupiny po sedemnastich zlu¢eninach. V prvej skupine 15a az
15q bola cytotoxicita hodnotend v koncentraénom rozsahu 1-500 pM, ale nie pre vSetky

zluceniny (u 150 do 250 uM; u 15p a 15q do 100 uM) kvdli horsej rozpustnosti zlucenin.

Zluceniny mozno rozdelit’ do d’alSich podskupin podla stanovenych hodndt ICso.
Dve latky, 150 a 15p, vykazovali miernu toxicitu s ICso pod alebo blizkou 100 uM. Jedna
zlucenina 15m vykazovala miernu toxicitu s ICso 281,4 uM. Zvys$nych 14 latok, 15a-15l,

15n a 15q, nevykazovalo vyznamnu toxicitu in vitro v pouzitom koncentraénom rozsahu.
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V druhej skupine 16a az 16q bola cytotoxicita hodnotena taktiez v koncentracnom
rozsahu 0-500 puM, ale pre horSiu rozpustnost’ nie pre vSetky zluCeniny — u 16h a 16i

do 250 uM, 16j-161 do 100 uM a u 16m-16q do 50 pM.

Zluceniny je tiez mozné rozdelit’ do dvoch podskupin podla stanovenych hodnot
ICs0. Jedna latka, 16g, vykazovala miernu toxicitu s ICso 262,2 uM. Dalsich 16 latok, 16a
az 16f a 16h az 16q, nevykazovalo vyznamnu toxicitu in vitro v pouzitom koncentraénom

rozsahu.

56



6 ZAVER

V tejto praci boli syntetizované dve hlavné série 2-alkyl-5-heteroaryl-1,3,4-

oxadiazolov a ich prekurzorov. Prva séria disubstituovanych 1,3,4-oxadiazolov 16 a ich

prekurzorov 15 sluzila k overeniu nutnosti pritomnosti -NH- skupiny v sérii zlicenin 10

(pripravenda v minulosti nasou vyskumnou skupinou; [28]) ako linkeru spdajajuceho

alkylovy retazec s 1,3,4-oxadiazolovym kruhom. Druha pripravena séria modifikovanych

disubstituovanych 1,3,4-oxadiazolov 18 a ich prekurzorov 17 mala pomdct’ v porozumeni

urcitych struktarne-aktivitnych vztahov v ramci palety pripravenych zlicenin. Na zéklade

vysledkov nasej prace je mozné konstatovat’ tieto zavery:

1.

Pritomnost” spominaného -NH- linkeru nie je pre aktivitu nevyhnutny — v ramci
zakladnej série 15 a 16 sme mohli pozorovat, ze aj zIuceniny bez nej si zachovali

aktivitu vo¢i mykobaktériam.

Pre aktivitu vo¢i Mtb. H37Rv prekurzorovych zlucenin boli vyhodné stredne dlhé
alkylové retazce s C¢—Cs (u zlaenin, ktoré -NH- linker obsahovali, boli
preferované tri najkratsie alkyly: C1—C3). U oxadiazolov doslo k rozsireniu poctu
aktivnych zlucenin — kym u derivatov N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-
2-aminov vykazovala dobru aktivitu jedina zlu¢enina (alkylovy retazec s Ci2), u
2-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazolov mali zachovanu dobrt aktivitu az Styri

zluéeniny, ktorych dizka alkylového retazca sa pohybovala od Cio do Cis.

Rovnako aj v pripade aktivity vo¢i M. kansasii 6509/96 sa podarilo dosiahnit’
lepsich vysledkov u zlu¢enin bez -NH- linkeru — plati to najméd pre sériu
prekurzorovych N-acylizonikotinohydrazidov 15, kedy uspokojivé aktivity mali
zluceniny s C7—Co. Naopak jeho odstranenie ale malo negativny vplyv na aktivitu

zlt€enin voci atypickému kmeniu M. avium 330/88.

Vybrané zluceniny testované voci MDR- a XDR-Mtb. kmeniom preukézali
zachovanii aktivitu bez skrizenej rezistencie s klinicky pouzivanymi
antituberkulotikami. V pripade zlu¢enin s -NH- linkerom vykazovala aktivitu
jedind testovana zli€enina, N-dodecyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin
10a. V nami pripravenej sérii vykazovali vSetky testované zluCeniny 15f-15h
(alkyly C6—Cs) a 16j-161 (alkyly C10—Ci2) uspokojivé vysledky. DoSlo teda jednak
k roz$ireniu poctu aktivnych derivatov 1,3,4-oxadiazolu a zaroven sa podarilo

dosiahnut’ aktivitu aj u prekurzorovych zlucenin. Zaujimavé je, ze ani
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prekurzorové N*-acylizonikotinohydrazidy nevykazuju vlastnosti prolieciva INH.
Usudzujeme tak na zaklade toho, Ze aj vybrané zluceniny 15f-15g vykazuji
aktivitu vo¢i MDR- a XDR-kmettom Mtb. (hoci s trochu vys$§imi hodnotami
MIC) — to mdze byt prave spdsobené odlisnym MU. Tiato hypotézu je ale potreba

dalej skiimat’ a vykonat’ stanovenie MU.

. Zavedenie dvojnej vdzby na alkylovy retazec vplyva vel'mi dobre na aktivitu iba
u prekurzorovych zlt€enin. Po cyklizacii na prislusny oxadiazol uz pritomnost’
dvojnej vizby nema pozitivny vplyv na aktivitu, skor doslo k miernemu zhorseniu
aktivity. U prekurzorovych N‘-acylheteroarylhydrazidoch 17 ale zavisi na polohe
dvojnej vézby. Z vysledkov tejto prace vyplyva, ze je vyhodnejsia poloha dvojnej
vizby blizsie ku acylovému karbonylu (17d; vobec najniz§ia MIC voci Mib.
H37Rv a zaroven vynikajica aktivita vo¢i M. kansasii 6509/96) nez jej terminéalne
umiestnenie. Pre upresnenie by bolo vhodné d’alej pripravit aj derivaty, kde buda
pouzité aj dalSie polohové izoméry okténovej kyseliny alebo taktiez jej

polynenasytené analogy.

. Vetvenie alkylového retazca neprindSa Ziadne zlepSenie aktivity
u disubstituovanych 1,3,4-oxadiazolov oproti zli¢eninam s linearnym alkylom.

Rovnako tomu je aj v pripade prekurzorovych N*-acylheteroarylhydrazidoch.

Pre  aktivitu  2-alkyl-5-heteroaryl-1,3,4-oxadiazolov =~ sa  nezdd byt
izonikotinohydrazidovy fragment ako najvyhodnej§i — jeho néhrada
za pikolinohydrazid (18g) so sebou priniesla najniz$ie hodnoty MIC u Mtb.
H37Rv a vo¢i M. kansasii 6509/96, v porovnani so vSetkymi zli¢eninami celej
série  1,3,4-oxadiazolov. = 16  obsahujucich  vo  svojej  Struktire
izonikotinohydrazidovy fragment. Zaujimavé je, ze v pripade prekurzorovych
zlu¢enin toto neplati — taktie to moze byt spdsobené odlisnym MU, je ale potreba
sa snim dalej zaoberat’ v budicnosti a vykonat d’alSie testovania na jeho

stanovenie.

. Ani jedna z pripravenych zluCenin zo série 15 a 16 nevykazuje signifikantnu

in vitro toxicitu na bunky linie HepG2 v pouzitom koncentracnom rozsahu.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

AMK Amikacin

ATP Adenozintrifosfat

CFz Klofazimin

DCM Dichlérmetan

DMF N,N-Dimetylformamid

DMSO Dimetylsulfoxid

EDC.HCI N-(3-Dimetylaminopropyl)-N*-etylkarbodiimid
hydrochlorid

EMB Etambutol

GEN Gentamicin

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol hydrat

ICso Inhibi¢nd koncentracia, ktord znizuje Zzivotaschopnost

bunkovej populdcie na 50 % z maximalnej

zivotaschopnosti
INH [zoniazid
MDR Multidrug resistant (Multiliekovo rezistentny)
MeOH Metanol
MF Mobilna faza
MIC Miniméalna inhibi¢nd koncentracia
Mtb. Mycobacterium tuberculosis
MTS 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxymetoxyfenyl)-2-

(4-sulfofenyl)-2 H-tetrazolium
MU Mechanizmus uc¢inku

NMR Nuklearna magnetické rezonancia
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OFX

PZA

RIF

RVO

SI

STR

TBC

THF

TLC

US FDA

XDR

Ofloxacin

Pyrazinamid

Reten¢ny faktor
Rifampicin

Rotac¢na vakuova odparka
Index selektivity
Streptomycin
Tuberkul6za
Tetrahydrofuran

Thin layer chromatography (Chromatografia na tenke;j

vrstve)

The United States Food and Drug Administration (Sprava

potravin a lie¢iv v USA)

Extensively drug resistant (Extenzivne liekovo

rezistentny)
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Spektrum 1 - "H NMR (DMSO-ds, 600 MHz) spektrum N‘-propionylizonikotinohydrazidu 15b
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Spektrum 2 - 3C NMR (DMSO, 151 MHz) spektrum N*-propionylizonikotinohydrazidu 15b

ES-2

—172.81

— 164.50
150.94
140.07
121.82
27.05
10.18

+0.070

0.065

0.060

+0.055

0.050

0.045

~0.040

F0.035

F0.030

+0.025

+0.020

+0.015

~0.010

0.005

A b 0.000

-0.005

T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 O -10 -20
f1 (ppm)



Spektrum 3 - IR (ATR-Ge) spektrum N‘-propionylizonikotinohydrazidu 15b
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Spektrum 5 - 3C NMR (DMSO, 151 MHz) spektrum N*-oktanoylizonikotinohydrazidu 15g
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Spektrum 6 - IR (ATR-Ge) spektrum N°‘-oktanoylizonikotinohydrazidu 15g
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Spektrum 7 - 'H NMR (DMSO-d;s, 600 MHz) spektrum 2-etyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazolu 16b
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Spektrum 8 - 3C NMR (DMSO, 151 MHz) spektrum 2-etyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazolu 16b
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Spektrum 9 - IR (ATR-Ge) spektrum 2-etyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazolu 16b
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Spektrum 10 - '"H NMR (DMSO-ds, 600 MHz) spektrum 2-heptyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazolu
16g
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Spektrum 11 - 3C NMR (DMSO, 151 MHz) spektrum 2-heptyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazolu 16g
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Spektrum 12 - IR (ATR-Ge) spektrum 2-heptyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazolu 16g
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