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Nazev diplomové prace: Studium vztahu mezi strukturou a antimykobakterialni aktivitou

v sérii dinitrofenyl-substituovanych heterocykla

Tuberkuldza je infekéni onemocnéni se stale vyssi ro¢ni incidenci. Odolnost patogenu,
jmenovité mykobakterie Mycobacterium (M.) tuberculosis, k 16¢bé se stale zvySuje, a to i proti
kombinované terapii. V roce 2020 byla tuberkuléza druhou nejcastéjsi pticinou Umrti
na infekéni onemocnéni (prvni bylo onemocnéni COVID-19) a vyzadala si piiblizné
1,5 milionu obéti. Do budoucna se odhaduje, Ze kvili oslabeni populace COVIDem-19 tato
Cisla jesté porostou.

Cilem prace bylo vyvinout derivaty odvozené od dfive studovanych 1H-tetrazolu a
1,3,4-oxadiazoli se stericky stinénym atomem siry pomoci methylové substituce (Obr. I). Tim
by byla sira chranéna pied metabolickou oxidaci, diky ¢emuZz by se mohla zvysit aktivita té&chto
latek proti rezistentnim mykobakterialnim kmentim a stejnym mechanismem by také mélo dojit
k prodlouZeni jejich biologického polocasu. Byly piipraveny dvé série cilovych sloucenin,
tetrazolova fada a oxadiazolova fada, obé zahrnovaly ¢tyfi slouceniny, u kterych byla stanovena

a porovnéana antimykobakterialni aktivita s jejich pfedlohovymi latkami.

NOZ N02
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Obr. I — Derivaty 1H-tetrazolii (vlevo) a 1,3,4-oxadiazolit (vpravo) s vyznacenym sterickym stinénim
Jako dalsi byly v ramci tfeti série syntetizovany analogy antimykobakteridlné u¢innych
3,5-dinitrofenyl oxadiazold, u kterych byla provedena zména jedné nitroskupiny za skupinu
halogenovou (Obr. II). V blizké budoucnosti bude sledovan efekt této substituce na ucinek,

biologicky polocas a dalsi vybrané vlastnosti.
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Obr. II — Analogy 3,5-dinitrofenyloxadiazolii s vyznacenou zaménou nitroskupiny za halogenovou skupinu



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Organic and Bioorganic Chemistry

Author: Zden€k Masek

Supervisor: doc. PharmDr. Jaroslav Roh, Ph.D.

Title of diploma thesis: Structure-antimycobacterial activity relationships in the series of
dinitrophenyl-substituted heterocycles

Tuberculosis is an infectious disease with an increasing number of cases each year.
Resistance of the pathogen, namely Mycobacterium tuberculosis, to the treatment, even against
combined therapy keeps increasing. In 2020, tuberculosis was the second most common cause
of death by infectious disease after COVID-19 (it claimed 1.5 million lives) and it is also
estimated that with COVID-19 weakening the population, these numbers will only grow.

The aim of this work was to develop derivatives of previously studied 1 H-tetrazoles and
1,3,4-oxadiazoles, with a sterically hindered sulfur atom (Fig. /), which may protect them from
metabolic oxidation and therefore possibly increase their activity against resistant strains of
M. tuberculosis as well as other mycobacterial strains and to increase biological halftime of
these potential antituberculosis drugs. We prepared two test series, namely 1H-tetrazole series
and 1,3,4-oxadiazole series both containing 4 compounds, whose antimycobacterial activities

were evaluated and the results were compared with their non-sterically shielded parent

compounds.
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Fig. I - Derivates of 1H-tetrazoles (left) and 1,3,4-oxadiazoles (right) with marked steric hinderance
As up next, we synthetized a third series, the analogs of the 3,5-dinitrophenyloxadiazole
series, in which we have made a substitution of one nitro group for a halogen group (Fig. II).
The impact of this substitution on antimycobacterial effectivity, biological half-life and other
important properties will be evaluated and the results will be compared those of their parent

compounds.
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Fig. Il — Analogues of the 3,5-dinitrophenyloxadiazoles with marked substitution of one nitro group for a halogen group



1. UvoDp

Tuberkuléza (TB) je celosvétoveé rozsifené onemocnéni, od roku 1993 vyhlasené
Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO, World Health Organization) jako riziko
s globalnim dopadem. Nejvice zasazenymi oblastmi jsou zemé¢ jihovychodni Asie a dale jizni
Afriky, jak vyplyva iz udaji o celosvétové incidenci TB v roce 2020 (Obrazek I). Kromé
rostouci incidence TB je zde iriziko stale Castéji se vyskytujicich rezistentnich forem TB
k 1é¢iviim prvni linie!.

Dalsi komplikaci tohoto onemocnéni je, kromé dlouhé doby 1écby, kterd mize trvat az
v fadu desitek mésict, i nedostupnost terapie v rizikovych oblastech, ptedevsim v rozvojovych
zemich. Stejné tak je problematicka i samotna adherence k 1é¢be, jelikoz 1é¢iva v ni pouzivana
maji ¢asto mnoho nezadoucich Gc¢inkid. Témto obtizim nenapomdaha ani fakt, ze aktivni forma
TB se obvykle vyviji u pacientd s oslabenym imunitnim systémem, nejCastéji u pacientil
s infekei virem lidské imunitni nedostate¢nosti (HIV, Human Immunodeficiency Virus)!~.

Ke kombinaci vyse zminénych faktorti se pfidava i nelehky kol nalezeni novych 1é¢iv.
Ta by méla mit preferenéné novy mechanismus t¢inku, ¢imz by bylo mozné se vyhnout riziku
zktizené rezistence, dale by pokud mozno méla mit minimélni nezddouci Gcinky na lidsky
organismus a byt specificky U¢inna pouze na mykobakteridlni kmeny zptsobujici TB. Pro
udrZeni stoupajiciho procenta vyléCenych pacientl je tedy potieba vyvijet nova lé¢iva proti TB
s unikdtnim mechanismem ucinku a modifikovat 1é€iva stavajici, ¢i pro né vyvijet vyhodné&jsi
lékové formy!-2,

Estimated TB incidence in 2020, for countries with at least 100 000 incident cases

The eight countries that rank first to eighth in terms of numbers of cases, and that accounted for two thirds of
global cases in 2020, are labelled.
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Obrazek 1 — Incidence TB ve sveété pro rok 2020
Pozn. pievzato z Global TB reportu 2021 od WHO'



2. TEORETICKA CAST

2.1. Tuberkuloza

Tuberkuldza je bakteridlni infekéni onemocnéni zpisobené mykobakteriemi ze skupiny
Mycobacterium (M.) tuberculosis complex, predevsim obligatn¢ aerobni mykobakterii
M. tuberculosis, pattici do skupiny k dalSim pfibuznym mykobakteriim jako jsou
M. africanum, M. bovis a M. microti. Ve zdravé populaci je vétSinou imunitni systém konkrétni
osoby schopen plivodce nemoci zastavit. V tom piipadé¢ pak nemoc piechdzi do takzvané
latentni faze, kdy nelze zaznamenat z4dné bézné symptomy onemocnéni. Ty se vSak mohou
projevit béhem nasledujicich tydnl, mésicti ¢i dokonce rokii, v korelaci s oslabenim imunitniho
systému jedince. U piiblizné 10 % nakazenych touto latentni formou TB se vyvine aktivni

nemoc s priznaky>*.
2.1.1. Mycobaterium tuberculosis

M. tuberculosis je podobné jako fada dalSich patogent, jako naptiklad chiipka, cerny
kasel nebo onemocnéni koronavirem (COVID-19, coronavirus disease 2019), pfenasena
kapénkové, ovSem ve srovnani se zminénymi virovymi onemocnénimi je méné nakazliva a
pro pienos je tieba frekventovangjSiho a delSiho kontaktu s infikovanou osobou. Nekteré dalsi,
méné patogenni kmeny, jako M. bovis, se mohou piendSet napiiklad pozitim infikovaného
kravského mléka. Jelikoz ale M. bovis Casto napadé 1 dalsi savce, véetné dobytka, je dnes
z divodu pasterizace mléka v civilizovanych oblastech tento zpiisob pfenosu prakticky

nulovy™*>.
2.1.2. Epidemiologie

M. tuberculosis napadd vSechny veékové skupiny, nicméné skupinou s nejcastéjsi
incidenci onemocnéni jsou lidé v produktivnim véku. Mezi dalsi rizikovou skupinu patii
piedevsim lidé s oslabenym ¢i kompromitovanym imunitnim systémem, tedy kuptikladu ti
prochdzejici radioterapii, nebo lidé nakazeni HIV. Lidé se syndromem ziskané¢ho selhani
imunity (AIDS, Acquired Immune Deficiency Syndrome) jsou oproti zdravé populaci pfiblizné
18krat (15-21krat dle intervalu nejistoty) nachylngjsi k rozvoji aktivni formy TB. Navic obé
tato onemocnéni v kombinaci navzajem zrychluji svoji progresi. Dal§imi pomérné vyznamnymi
faktory zvysujici riziko ndkazy TB jsou: alkoholismus (3,3ndsobné riziko), podvyziva (3krat
vys$$i riziko), pravidelné koufeni (s pfiblizné 1,6krat vysSim rizikem), dale také diabetes, kde je
mozné pozorovat zvySenou rizikovost v kombinaci pfedev§im s COVIDem-19. V roce 2020 si
TB vyZzadala ptes 1,5 milionii mrtvych, a tak Slo o druhou nej€astéjsi pfi€inu umrti na infek&ni

agens hned po COVIDu-19 a o 13. nejéast&jsi piicinu umrti na svété!. Z tohoto poctu bylo asi



215 tisic umrti na HIV asociovanou s TB. Pies 95 % téchto umrti bylo zdokumentovano

piedevsim v rozvojovych zemich (viz 1. Uvod).
2.2. Soucasny stav poznani tuberkulézy

2.2.1. Klinicky obraz nemoci

Symptomy infekce TB se lisi podle toho, jaka tkan je mykobakterii napadena.
Nejbéznéjsi forma TB je plicni infekce, kterd se projevuje snizenim chuti k jidlu, ztratou
hmotnosti, nonim pocenim, zvySenou teplotou, extrémni unavou a vycerpanim. Nemén¢
dilezitym symptomem je ¢asto produktivni, ptetrvavajici kasel, ktery mize byt i s pfimési krve
a stejné tak se miize objevit zhorsujici se a neustdvajici dusnost>*.

~r oo

Kromé plicni tkané mohou bakterie napadat i dalsi casti t¢la, konkrétné naptiklad
lymfatické uzliny, kosti, klouby, zazivaci Gstroji, mocovy méchyft, reprodukéni systém, mozek
¢i dalsi ¢asti nervového systému. V tomto piipade se jednd o mimoplicni formu infekce, které
projevovat v zavislosti na lokalizaci naptiklad pfetrvavajicimi nateklymi lymfatickymi
uzlinami, bolesti v oblasti abdomenu, bolestivosti a ztratou pohyblivosti v napadeném kloubu

nebo kosti, zmatenim, pretrvavajici bolesti hlavy & zachvaty®.
2.2.2. Typy onemocnéni a rizikové faktory

Onemocnéni TB se rozc¢letiuje na aktivni, latentni a reaktivovanou formu. Aktivni
projev se u nemocného manifestuje v redlném case a Casto je pro pacienta prvnim divodem

pro navstévu lékaie!'?.

Jako latentni infekce je oznafovan stav, kdy v lidském organismu M. tuberculosis

pieziva v dormantnim — spicim stadiu, co se mtize dit i po fadu let. Pacient je v této fazi

S 4

K opétovnému vzplanuti nemoci z dormantniho stddia mizZe dojit za neptiznivych
podminek takzvanou endogenni reaktivaci této subklinické latentni infekce. Jako neptiznivé
podminky jsou oznaCovany vysoky vek jedince, alkoholismus, oslabeni imunitniho systému
napfiiklad 1écbou, zafenim, ¢i jinymi chorobami, a v neposledni fadé také Spatnymi Zivotnimi a
socidlnimi podminkami. Z toho vyplyva, Ze zdvaznym rizikovym faktorem je dlouhodobé
imunokompromitujici onemocnéni, stresujici situace, §patné &i slabé socidlni zazemi apod.*.

Méné castou formou nakazy je exogenni superinfekce, kdy dojde k masivni expozici
cloveéka s TB bakterii s ndslednym vyvolanim onemocnéni. v tomto pfipad€ jsou v nejveétsim

riziku osoby v blizkém a dlouhodobém kontaktu s nemocnou osobou'**.
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2.2.3. Diagnoza

Podezieni na aktivni formu TB je ve vétsing pripadu diagnostikovano pouze na zékladé
piiznakt, nasledné se provadi rentgen a mikroskopicky ¢i kultivacni test ze sputa, samotna

kultivace miZe zabrat i nékolik tydnd, jelikoz M. tuberculosis je pomalu se délici organismus>.

Latentni forma sice neni infekcni, nicméné diagndza latentni infekce je dilezita
pro prevenci a redukci poctu aktivni formy TB. Oproti diagnostice aktivni formy jde o ponékud
interferon-y release assays test (IGRA). Jedinad pouzivana forma kozniho testu je takzvany
Mantouxtiv test. Existuje u né& vSak riziko faleSn€ pozitivni odpovédi, pfi ockovani
diagnostikovaného pacienta vakcinou Bacillus Calmette—Guérin, ale také faleSné negativniho
vysledku, a to u pacientt se Spatnou funkci imunitniho systému. Dal§i metodou v potadi je poté
radiogram, ktery definitivné ur¢i, zdali ma pacient skutecné latentni formu TB. Pti diagnéze
TB se u rizikovych ptipadi provadi také identifikace vyvolavajiciho kmene s naslednym testem

citlivosti k 1é¢iviim 1. linie pro zji§téni piipadné rezistence™’.

Vzhledem k tomu, ze M. tuberculosis napada i dalsi mimoplicni tkané v organismu,
vyuZzivaji se minoritné€ pro diagnézu jak metody neinvazivni (vypocetni tomografie, magneticka
rezonance, ultrazvukovy sken), tak 1 metody invazivni. Kromé& vzorku ze sputa Ize provadét

r~ s

testy z krve, mog¢i, ptipadné mozkomisniho moku, kdy je vzorek nabiran lumbalni punkci®’.
2.2.4. Terapie

2.2.4.1. Standartni terapie

Obecné je v 1é€be TB, jako i u jinych onemocnéni, dilezité brzké rozpoznani nemoci a
co nejdiivejsi zahajeni 1écby. Ta je ovSem dlouhodoba, kdy je pacient 1é€en minimaln€ po dobu
&ty mésict (dle novych doporuéeni WHO?), klasicky vsak terapie dosahuje délky $esti mésict,
a je pomérné naro¢na. Z téchto diivodi je dulezité udrzet maximalni adherenci pacienta k 1€¢bé,
jelikoZ pfi neuplném dokonceni terapie se kromé rizika rezistence velmi vyrazn€ zvySuje
i riziko opétovného propuknuti nemoci'’. Bé&Zna 1é¢ba nerezistentnich kmenti TB se #idi
lokalnimi doporuc¢enimi, a predev$im doporu¢enim WHO'!, které pacienty fadi do &ty
kategorii dle charakteru a rozsahu onemocnéni.

Mezi 1éCiva prvni volby se tadi tzv. antituberkulotika (AT) 1. linie, mezi které patii
rifampicin, isoniazid, etambutol a pyrazinamid. Ty jsou podavany ve fixnich davkach pro lepsi
adherenci k 16¢b& a sniZeni nezadoucich uginkti (NU). Lécba je rozdélena na inicialni fazi
provadénou za hospitalizace a pokraCovaci ambulantni fazi. Inicidlni faze je zpravidla
dvoumésicni, za uzivani Ctyt az péti AT prvni linie, s cilem sniZit mykobakteridlni naloz

v zanétlivych loZiscich. Terapie pokracuje ambulantni fazi mimo nemocni¢ni prostiedi
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nejcastéji po dobu Ctyf mésicl, s vyuzitim dvou az tii 1€Civ se sterilizaénim efektem
na mykobakterie. V pfipad¢ napadeni dalsich tkani, naptiklad nervové, ale ijinych, se 1écba
prodluzuje na dvandct mésici s ipravou davkovani. Aby bylo ptedchézeno riziku vzniku
1€kové rezistence nespravnym podanim AT, méla by byt 1éCba kontrolovand a AT by méla byt

podavana v predepsané fixni kombinaci®!!!%13,

2.2.4.2. Terapie rezistentnich forem

Lékova rezistence se u TB obecné nejcastéji objevuje pii nespravném piedepisovani
(jak jednotlivych 1éCiv, tak jejich davek) poskytovatelem zdravotni péce, pii nespravném
uzivani 1é¢iv ze strany pacienta (Spatna adherence zahrnujici Spatny ¢as podani, Spatné uzitou
davku —naduzivani i poduzivani, v€etné ptedcasného ukonceni 1é¢by — diskontinuace), ale také
pii provadéni terapie nekvalitnimi 1égivy!.

Rezistentni formou TB onemocni roéné 500 tisic lidi, ze kterych ma pouze kazdy treti
ptistup k terapii, navic pouze 56 % téchto pacientl je GspéSné vyléceno. Podle poctu rezistenci
na jednotlivda AT lze TB dé¢lit na rifampicin rezistentni TB, multilékové rezistentni TB
(MDR-TB) bez citlivosti na isoniazid a rifampicin, a na extenzivné¢ rezistentni formu
(XDR-TB), kdy patogen neni citlivy na isoniazid, rifampicin, fluorochinolony, a dokonce ani
na nékteré z 1é¢iv podavané parenteralné (kanamycin, amikacin, kapreomycin a dalsf) !4,

Lécba MDR-TB trva v lepSich ptipadech ptiblizné 9 mésicli, ale pokud je pacient
1 nadale mikroskopicky pozitivni, miZe se 1é€ba protdhnout na mnohem delsi obdobi, a to az

na nékolik let. Stejné tak 1écba XDR-TB miiZe trvat ve vaznéjsich ptipadech i pies 2 roky'”.

Terapie té€chto rezistentnich forem, je ndro¢na predevSim v tom, Ze pocet AT, které¢ Ize
pouzit, je velmi omezeny. Kazdy pacient je proto lécen individudlnim lé€ebnym reZimem
i za pouziti 1é¢iv neregistrovanych v dané zemi. Ve vétsing ptipadl se navic jednd o rozsahlé
nalezy pii aktivni forme€ onemocnéni, s masivnim vylu¢ovanim mykobakterie detekovatelnych
Jiz mikroskopickym vySetienim. Tim se pacient stava zdvaznym infekénim rizikem pro své
okoli i pro oSettujici persondl. Z toho diivodu je po téchto nemocnych vyzadovana dokonald,

nékolikamésiéni, ale zaroven pfijatelna forma izolace s adekvatnim socidlnim zazemim'>!4,

I pres 1écbu aplikovanou dle doporucenych standardi WHO zstavaji nemocni fadu
mésici trvale mikroskopicky pozitivni. U €asti pacientil je pak operacni 1écba s odstranénim

infekéniho loZiska — nejéastéji tuberkulézni kaverny — jedinou Zivot zachratujici 1é¢bou'*,
2.3. Léciva vyuzivana Kk terapii tuberkulozy

Doporuéeni WHO v piistupu 1ééby TB rozdéluji pouzivané AT do n&kolika linii'°.
V soucasnosti ¢ekaji na schvaleni trhu nové 1écivé latky a dalsi slibné molekuly se nachazi
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ve II. a III. fazi klinického testovani. V nasledujicich kapitolach budou tyto skupiny vcetné

do nich zatazenych 1é¢iv a molekul popsany podrobng&;ji'®.

V tabulce nize (Tabulka 1) mizeme vidét rozdéleni 1é¢iv vyuzivanych proti MDR-TB,
které bylo publikovano WHO v roce 2020. Pro roky 2021 a 2022 ziistalo beze zmén, doslo
pouze kupravé léCebnych rezimi vesmyslu davek, délky terapie a zméné

preferenci jednotlivych 16&iv!®

. Tabulka 1 obsahuje inova léCiva doporucena k podani
peroralné¢ (PO) proti MDR-TB. WHO aktualn¢ doporucuje pro jednotlivé pacienty rtizné
trvajici rezimy, kdy se maji podavat az peti kombinace latek a to: vSechna tii 1€Civa ze skupiny
A, ze skupiny B jedno nebo dvé 1éciva a ze skupiny C jedno 1é¢ivo pro doplnéni péti

kombinace, pokud nelze uzit 1é¢ivo ze skupiny A &i B°.

Tabulka 1 — Rozdéleni léciv proti MDR-TB do skupin dle doporuceni WHO’

Skupina | Léciva

A levofloxacin nebo moxifloxacin, bedaquilin a linezolid
B klofazimin, cykloserin nebo terizidon
C etambutol, delamanid, pyrazinamid, imipenem—cilastatin nebo meropenem,

amikacin (nebo streptomycin), etionamid nebo protionamid, a

p-aminosalicilova kyselina

2.3.1. Léciva L. linie
2.3.1.1. Isoniazid

Isoniazid (Obrdzek 2) se pouziva jak na latentni, tak na aktivni formy TB, casto
v kombinaci s dal§imi AT. Isoniazid je proléivo, proto aby byl u€inny, musi byt aktivovan
specifickou bakterialni katalazou. Tato aktivace je asociovana s mykobakterialni Fe-katalazou-
peroxidazou. Aktivovany komplex isoniazidu inhibuje tvorbu mykolovych kyselin, které jsou
esencidlni pro tvorbu bakteridlni bunééné stény, dale také interaguje s tvorbou
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), lipidii, sacharidii a nikotinamidadenindinukleotidu uvnitt
bakterie!”. Proti rychle se mnoZzici bakterii piisobi baktericidng, proti pomalu se mnoZici
bakteriostaticky'®. Lé¢ivo se podava bud kazdodenn& PO v davce 5 mg/kg télesné hmotnosti
na den, s maximalni denni davkou (DD) 300 mg/den. Pfipadné také v rezimu 1-3x tydné
s davkou 15 mg/kg télesné hmotnosti, kdy maximalni jednotlivd ddvka pak nesmi piekrocit
900 mg"’.
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Obrazek 2 — Isoniazid
2.3.1.2. Rifampicin

Rifampicin (Obrazek 3), nebo dle americké nomenklatury Rifampin, je semisyntetické
antibiotikum, produkované kmenem Streptomyces mediterranei. Ma pomérné Siroké
antibakteridlni spektrum a vykazuje aktivitu proti vicero mykobakteridlnim kmentm.
U organismi, které jsou na rifampicin citlivé inhibuje aktivitu DNA-dependentni polymerazy
ribonukleové kyseliny (RNA) tim, Ze tvofi stabilni komplexy s timto enzymem. Nov¢ vznikly
komplex svym ucinkem déle potlacuje iniciaci syntézy RNA, sav¢i analogicky enzym timto
lécivem ovliviiovan neni. Rifampicin je svym ucinkem baktericidni a funguje jak
na intraceluldrni, tak na extracelularni formy. Vzhledem k vzristajici rezistenci se dnes vyuziva
pfedevSim na citlivé kmeny M. tuberculosis, ale dale také kupiikladu na Pseudomonas
aureginosa nebo M. leprae®®. Bézna davka k 1é¢bé TB infekce se podava v rezimu 10 mg/kg
télesné hmotnosti denné€ nebo 10 mg/kg télesné hmotnosti s frekvenci dvakrat tydné kdy DD

nesmi piekrogit 600 mg?>!.

O

Obrazek 3 — Rifampicin
2.3.1.3. Etambutol

Etambutol (Obrdzek 4) je indikovan do kombinace pfedev§im na pulmonalni formy TB.
Do bakterie pronika diftzi, kde poté inhibuje enzym arabinosyltransferazu (podtypy EmbA, B,
C), ¢imz blokuje syntézu dvou dilezitych komponentl bunécné stény — arabinogalaktanu a
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lipoarabinomannanu, navic blokuje bunééné déleni?2. Jednou z jeho nevyhod je, podobné jako
u dalich AT, riziko velmi &astych NU, v tomto piipadé jde konkrétné o vyvolani jaterni
je po 15 mg/kg/den, pii jiz predchazejici TB infekci se podava 25 mg/kg denné a déle se davka
po 60 dnech snizuje na 15 mg/kg denné. Maximalni davky se lisi dle rezimu (podavani

1x denné vs. 2x ¢i 3x tydné) a vahy pacienta a pohybuji se od 800 mg/den az ke 4 g/den?*.
OH

H
N /\/N
H
HO
Obrazek 4 — Etambutol

2.3.1.4. Pyrazinamid

Lécivo pyrazinamid (Obrdazek 5) difunduje do aktivni M. tuberculosis, kterad exprimuje
pyrazinamidazovy enzym, pfeménujici pyrazinamid na jeho aktivni formu — kyselinu pyrazin-
2-karboxylovou. Uni se po nckolika testech a spekulacich prokazalo, Ze se v bakterii
v pfitomnosti mirn€ kyselého prostfedi vaZe na syntdzu mastnych kyselin, ¢imz zabranuje
tvorbé mastnych kyselin v bakterii. Dale se také predpoklada, Ze nahromadéni pyrazinové
kyseliny naru$uje membranovy potencial a tim iprodukci energie. Uinek pyrazinamidu
na dormantni mykobakterii je vysvétlen jeSté dal§im ucinkem, a tim je inhibice proteosyntézy
pres vazbu na ribozomalni protein S1 (RpsA)?’. Davkuje se bud’ 15-30 mg/kg hmotnosti PO
kazdy den nebo 50 mg/kg 2x tydné€, maximalni davka nesmi piekrocit 2 g za den. U pacienti
nakazenych HIV se DD miize zvysit na 2040 mg/kg?®.

O

Obrazek 5 — Pyrazinamid
2.3.2. Léciva I1. a III. linie

2.3.2.1. Fluorochinolony

Jedni ze zéastupcti z fad 1éCiv druhé linie jsou fluorochinolony, konkrétné levofloxacin
(Obrazek 6) a moxifloxacin, (Obrazek 7). Obé tyto latky maji na TB baktericidni ucinek.

Mechanismus u¢inku spociva v inhibici dvou klicovych enzymi, a to topoisomerazy II
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(DNA gyrazy) a topoisomerazy IV, ¢imz efektivné inhibuji replikaci, transkripci a opravy
v bakterialni DNA. Prestoze afinita k bakteridlnim enzymim je az 100krat vyssi nez k tém
savéim, vyskytuje se u téchto 1é¢iv mnoho &astych nezadoucich G¢inkG?’. Dalsi nevyhodou je

1 Casty vznik rezistence, kterd byva mezi touto skupinou 1é¢iv zktizend. Moxifloxacin se podava
8

. Levofloxacin je uzivany v davkach

PO nebo intravenézné v davce 400 mg na den?
250-750 mg denn& PO,

O O
F
| OH
K\N N
PRGN
Obrdazek 6 — Levofloxacin Obrdzek 7 — Moxifloxacin

2.3.2.2. Bedachilin

Bedachilin (Obrdzek 8) je jedna z nejnovéjSich latek druhé linie ur€end piedevs§im
do kombinace k1écbé MDR-TB. Mechanismus ucinku této latky spociva v inhibici
mykobakteridlniho enzymu adenosintrifosfat (ATP) syntazy, ktery je nezbytny pro tvorbu ATP,
tedy pro energeticky metabolismus?’. Pfi terapii se uziva nejdiive 400 mg PO 1x denné po dobu
dvou tydn, dale pak 200 mg 3x tydné az do ukondeni terapie (tedy az dalsich 21 tydnt)*!.

Br

Obrazek 8 — Bedachilin

2.3.2.3. Linezolid

Linezolid (Obrazek 9) v mykobakterii interaguje s translaci proteind, vaze se na 23S

rrrrrrr

je nezbytny pro proteosyntézu uvniti bakterie. Mutace bakterialni 23S ribosoméalni RNA ovSem
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mohou zplsobit rezistenci, ktera byla prozatim pozorovana naptiklad u kmenu Staphylococcus
aureus®. Obvykla davka je 600 mg PO 1x denng, ¢asto vSak byva redukovana na 300 mg

z davodu nezadoucich uéinkt?3.

OON 5

o o
F N
\_LN H
Obrazek 9 — Linezolid
2.3.2.4. Cykloserin a terizidion

Cykloserin (Obrazek 10) je analogem aminokyseliny D-alaninu. v bakterii interaguje
s prvnimi kroky syntézy bunécéné stény v cytoplazmé, a to kompetici se dvéma enzymy,
L-alanin racemazou a D-alanylalanin syntazou, ktera vytvari pentapeptid nezbytny pro syntézu
bunééné stény>*. Pi terapii aktivni TB se podava prvnich 14 dni 250 mg 2x denng, dale se pak
muze davka az zdvojnasobit (tedy 500 mg po 12 h) do konce terapie, kterd mulze trvat
a7z 24 mésicti®. Nize je vyobrazen také derivat cykloserinu, terizidion (Obrdzek 11), ktery ma

stejny mechanismus ¢inku a davkuje se obdobn&?®.

(@) O o
HN
HN “\\\\\NHQ / (E)/ N NH
\ o) N / (E) /
o) O
Obrizek 10— Cykloserin Obrazek 11 — Terizidion
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2.3.3. Léciva cekajici na regula¢ni schvaleni a slibna 1éciva ve fazi
klinického testovani

V soucasnosti probihd vyvoj potencialnich AT, kde aktuélni progres slibnych molekul
zobrazuje Obrazek 12. Vybrané struktury budou piedstaveny v podkapitolach nize.

2022 Global New TB Drug Pipeline’

Discovery Preclinical Development Clinical Development

1 L i

Regulatory
Phase 1 Phase 2 Phase 3 Market
Approvals

Optimization

Results Reported /

PanD inhibitors JSF-3285*% FNDR-20081* BVL-GSK098* Delpazolid Expected in 2022

Indazole sulfonamides

Diarylthiszoles MPL-446, 447* TB-47* GSK-286* Sutezolid TB Practecal

DprEl Inhibitors

Drm inha Inhibitors  CPZEN-45%* GSK-839* TBAJ-587 Sudapyridine (WX-081) zanix Bedaquiline*

oovrpried NTB-3119*  OTB-658 TBAJ-876 BTZ-043* Simplici T8

Macrolides B . (4-month regimen)

Meobactorial Grase 210784 Sanfetrinem  TBI-223 TBA-7371*

nhibitors N

ey 14833 Macozinons*  OPC-167832* (e month regimens
o (1810)* (PBTZ-169) ¢

Inhibitors of MmpL3, GSK'656* [IJ?CI}

Translocase-1, Clp, FNDR-IOMS* STREAM 2

PK513, F-ATP synthase

Pyrifazimine

.109* Underline = updates

Oxazolidinones FNDR'20354* {TBl_lss] 5Q-109 Telacebec* - P
since October 2021
SPR720* o\
*New chemical class. Known chemical classes for any indication are color coded: fl quinelone, rif; in, idi " diarylquincline,
e el v Koown chrie s o e X WORKING GROUP
@ ON NEW TB DRUGS

! New Malecular Entities not yet app i, being developed for TE or only PP d for TB. Showing most ad d stage rep d for each.
Details for projects listed can be found at http://www.newtbdrugs.org/pipeline/clinical www.newtbdrugs.org
Ongoing projects without a lead P d series identified: http://www. bd ipeline/discovery Updated: March 2022

Obrazek 12 — Prehled vyvijenych AT ve stadiich preklinického a klinického vyvoje, véetné AT
cekajicich na schvaleni

Prevzato z Working group on new TB drugs’’
2.3.3.1. Delamanid

Delamanid (Obrazek 13) je prolécivo, které je transformovano mykobakterialni
deazaflavin F4z0-dependentni nitroreduktazou. Nasledné poté inhibuje syntézu nékolika druhii
mykolovych kyselin, coz méa za nésledek vycerpani komponent pro tvorbu bunétné stény
bakterie, a to vede kjeji nasledné destrukci. Pouzivd se ptfedev§im v kombinaci proti
MDR-TB?Y, pti¢emz DD je 100 mg 2x denné po dobu 24 tydnil (nehled& na hmotnost, s tim, Ze
vyssi davky nesou vétsi riziko vyskytu NU3)%.
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Obrazek 13 — Delamanid
2.3.3.2. Pretomanid

Obdobny mechanismus ucinku jako udelamanidu se predpoklada u strukturné
podobného 1é¢iva pretomanidu (Obrdazek 14). Ten se v trojrezimu s bedachilinem a linezolidem
ukézal jako velmi ucinny proti XDR-TB a MDR-TB. Bohuzel sjeho pouzivanim vzniké
pomémé velké riziko myelosuprese, hepatotoxicity a prodlouzeni QT intervalu®®. V jiz

zminéném trojrezimu se davkuje 200 mg po dobu 26 tydnii*!.

=
O

Obrazek 14 — Pretomanid
2.3.4. Léciva ve I1. a III. fazi klinickych testa

2.3.4.1. Benzothiazinony

Jako dal$i nad&né 1éciva se zacaly testovat latky ze skupiny benzothiazinonti. Jako
prvni se objevila latka BTZ043 (Obrazek 15). Nasledné byl vyvinut PBTZ169, téZ znamy
pod nazvem makozinon (Obrdzek 16), ktery ma oproti svému piedchtidci nékolik vyhod. Mezi
n¢ se fadi nejen lepsi farmakodynamika, ale také naptiklad jeho snazsi syntéza diky absenci
chiralnich center a s tim spojené niz$i naklady na vyrobu. Obé tato 1é¢iva ovSem vykazuji dobry
synergicky efekt proti TB v kombinaci s bedachilinem a klofamizinem. Jejich mechanismem
ucinku je kovalentni inhibice dekaprenylfosforyl-B-D-riboza 2'-epimerdzy (DprEl), ktery ma

klicovou funkci pii syntéze arabindzy nutné pro tvorbu bunééné stény*>*.
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Obrazek 15 — BTZ043 Obrazek 16 — Makozinon
2.3.4.2. Telacebek
Telacebek, znamy téz jako Q203, (Obrdzek 17) je imidazopyridinovy derivat
nachazejici se aktudln¢ ve 2. fazi klinického testovani. Je prvni ze skupiny 1é¢iv s velmi
specifickym u¢inkem na cytochromovy bcl komplex M. tuberculosis. Svym piimym

inhibicnim w¢inkem na tento komplex naruSuje elektronovy transportni fetézec a tim

i schopnost bakterie produkovat energii**.

OCF,
//Q/N
0
NH

/N\
X SN CHj,

Obrazek 17 — Telacebek

Cl

2.3.4.3. GSK286

GSK286 (Obrazek 18) je dalsi unikatni 1é¢ivo které se aktualné taktéz nachazi ve 2. fazi
klinického testovani. Pfedpoklada se, Ze latka jako takova plsobi v bakterii na katabolismus
cholesterolu. GSK286 plisobi i proti latentnimu stadium TB*.

S o
fope:

Obrazek 18 — GSK286
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2.4. Dinitrofenyl substituované heterocykly a jejich reverzni
derivaty

Na Katedfe organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
probiha syntéza a studium potencidlnich AT obsahujicich ve své struktufe alesponi jednu
nitroskupinu. Jako jedny z velmi GspéSnych skupin latek zkoumanych na katedie s dobrou
aktivitou a selektivitou, jak proti TB tak iproti jejim rezistentnim kmenim, se staly

3,5-dinitrofenyl ¢i 3,5-dinitrobenzyl tetrazoly a 1,3,4-oxadiazoly.
2.4.1. 1-substitované-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1 H-tetrazoly

Jedna zjiZ zminénych skupin, konkrétné 1-aryl-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-
1 H-tetrazoly (Obrazek 19), prokazala vysokou selektivni aktivitu proti M. tuberculosis a
M. kansassi, a déale proti Sesti MDR-TB kmentim. Zaroven vybrané slouceniny vykazovaly
minimdlni in vitro toxicitu (stfedni inhibi¢ni koncentrace /ICso/ proti savéim
burikdm > 30 pM)*®.

NO,

NO,

—N
N
N~n
\
R
Obrazek 19 — 1-substitované-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1 H-tetrazoly

V ramci této skupiny byly pfipraveny derivaty obsahujici rizné heteroatomy na misto
atomu siry. Velmi podobn¢ Gi¢inné byly bioisosterické latky, jak s atomem selenu, tak s atomem
kysliku. Heteroatom siry je vSak dalezitym mistem molekuly, na kterém se predpoklada, Ze
dochazi k prvni metabolizaci latky, a to jeho oxidaci. Z toho divodu byly v minulosti
pfipraveny preparaty s Castecné a uplné€ oxidovanou sirou u nichZ se prokézalo, Ze se jejich
¢inek snizil, ¢i zcela vymizel®®.

Dalsi studie taktéz potvrdily, Ze dvé nitroskupiny navazané na benzylovy zbytek jsou
nutné pro silny antimykobakteridlni efekt. DalSim dilezitym faktorem je 1poloha téchto
nitroskupin: derivaty s nitroskupinami v polohéch 3 a 5 prokazovaly vyrazné vyssi aktivitu nez
jejich 2,4-analogy. Disubstituce v poloze 2,4 navic prokazatelné zvysila toxicitu molekul proti

sav¢im buiikdm a rozsifila spektrum i¢inku i proti nékterym kmentim bakterii a hub*®.

Struktura tetrazolu je pro molekulu diilezitd ale ne nezbytnd, jeji vyhodou je ovSem
elektron odtahujici efekt, ktery napomahd antimykobakteridlnimu piisobeni. Proto je velice

dalezita 1 substituce v poloze 1, protoze bez ni ve fyziologickém pH dochdzi k ionizaci
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kyselého 1H-tetrazolu. Co se pravé substituce v poloze 1 u tetrazolu tycCe, substituenty v této
poloze maji vliv pfedevsim na fyzikalné-chemické vlastnosti molekuly. Ukazalo se také, ze
pokud je zbytkem substituovany fenyl, nejvyhodnéjsi je jeho substituce v poloze 4, analogy
substituované v poloze 2 a 3 nevykazovaly tak dobry U¢inek, coz mlize souviset se sterickym

branénim substituentu*®.
2.4.2. S-substituované-2-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1,3,4-oxadiazoly

Podobné vlastnosti jako u 1H-tetrazolii se potvrdily i1 v sérii 1,3,4-oxadiazolovych
struktur (Obrazek 20). Byla zde opét prokazana potieba 3,5-dinitrobenzylsulfanylové
substituce, kdy i parcialni redukce jedné nitroskupiny vedla az k Gplnému vymizeni ucinku.
A opét analogicky 3,5-dinitro substituce vykazovala lepsi a selektivnéjsi ucinek nez

disubstituce v poloze 2,4

NO,

N’N\
S
PO

Obrazek 20 — 5-substituované-2-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1,3,4-oxadiazoly

VétSina derivati této série prokazala vyrazné vyssi aktivitu, nez maji aktudlni 1éCiva
prvni linie, s hodnotami minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) az 0,03 uM. Nékteré derivaty
vykazovaly vynikajici vysledky proti MDR-TB kmeniim a zddnou zk{izenou rezistenci s AT
prvni a druhé linie, navic plsobily ina latentni formu, a to v niZSich hodnotaich MIC neZz
rifampicin. Proti bakteridlnim a fungalnim kmenim pak neprokdzaly 3,5 ani 2,4 derivaty Zadny
tcinek, lze tedy s jistotou Fici, Ze jsou specificky antimykobakterialni*’.

Latky z této série rovnéz vykazovaly minimalni ¢i Zddnou toxicitu proti savéim bunikam.
Z4dna toxicita nebyla zjiiténa ani proti lidskym hepatocytim, a to dokonce ani v piipadé
derivatl se tfemi nitroskupinami. Bylo prakticky prokazéano, Ze 3,5-dintrobenzylovy zbytek

v této sérii neni genotoxicky®’.

Kromé redukce zde byl proveden pokus 1o nahradu jedné nitroskupiny za skupinu
trifluormethylovou, avSak derivaty s touto strukturadlni zménou se ukézaly jako neti¢inné. Také
alky/arylovy substituent na pozici 2 u 1,3,4-oxadiazolu mél zanedbatelny efekt na antimikrobni
aktivitu. Tento substituent nicméné opét urcuje fyzikalné-chemické vlastnosti molekuly, kde
bylo prokazéano, Ze je vyhodou spiSe lipofilni substituent, jelikoZ derivaty s methylem nebo

hydroxyfenylem prokazaly slabsi aktivitu®’.
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2.4.3. S-substituované 5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-thioly

Tato série ,reverznich® derivatli s pfevracenou substituci na oxadiazolovém
heterocyklu (Obrdazek 21) opét prokazala vynikajici aktivitu jak nacitlivé kmeny
M. tuberculosis, tak 1 na rezistentni kmeny a i proti M. kansassi. Ukazalo, ze 2-alkylsulfanyl-5-
(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazoly vykazuji obdobnou mykobakteridlni aktivitu jako ptivodni

piedlohové 3,5-dinitrobenzylsulfanyl oxadiazoly*S.

O,N

0 S
\ ?/ \/R
O,N N—N
Obrazek 21 — S-substituované-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-thioly
Strukturné se i1 zde potvrdila néktera pravidla jiz znama z predchozich sérii. Napiiklad
to, ze lipofilni zbytek navazany ptes methylsulfanylovy mustek zlepSuje ucinek, a naopak
7e substituce vice hydrofilnimi zbytky zpiisobuje az Uplné vytraceni efektu. Nahrada jedné
z nitroskupiny za amino, hydroxy, acetyl a aminoacetyl skupinu zptsobily Uplné vymizeni
ucinku. AvsSak piekvapivé trifluormethylova nahrada jedné nitroskupiny dala vzniknout sérii,
kterd sice oproti dinitro analogiim nevykazovala tak ptiznivé hodnoty MIC, ale pfes to si
ponechala vynikajici antimykobakterialni uc¢inek. To pravdépodobné prokazuje fakt, ze silny
elektron odtahujici substituent miize fungovat jako nahrada jedné nitroskupiny. Navic tyto
1,3,4-oxadiazoly vykazaly zanedbatelny ¢1 Zadny efekt na sav¢i bunky s ICso 1 nad 1000 uM.
Proti dalSim bakterialnim ¢i fungalnim kmentim se ukazaly naprosto bez efektu, coz znaci, Ze

antimykobakteridlni Gi¢inek téchto struktur byl opét velmi selektivni®®,
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3. CiL PRACE

Cilem této prace bylo rozsifit znalosti o vztazich mezi strukturou a ucinkem
u antimykobakteridln€ aktivnich 3,5-dinitrobenzylsulfanyl 1H-tetrazold a 1,3,4-oxadiazoll a
v neposledni fad¢ i u reverznich 3,5-dinitrofenyl 1,3,4-oxadiazolt.

V prvni Casti této prace jsme se zamefili na piipravu analogl predlohovych latek se
sterickym stinéni atomu siry v molekule methylovou skupinou a vlivem této modifikace

na antimykobakterialni u¢innost, ptipadné na metabolickou stabilitu vyslednych sloucenin.

Byly piipraveny dvé série findlnich latek, a to I. série — tetrazolova (Obrazek 22) a
II. série — oxadiazolova (Obrazek 23), obé zahrnujici Ctyfi slouceniny, u kterych byla

hodnocena jejich antimykobakteridlni aktivita a vysledky porovnavany s jejich ptedlohovymi

NO,
_N z%—< :>
—> N N
I S
N~
\ NO,
R

Obrdazek 22 — 1 H-tetrazolova analoga s pridanim methylové skupiny pro sterické stinéni
atomu siry v I. sérii

NO,
N7\
RAO*;} Q

Obrazek 23 — 1,3,4-oxadiazolova analoga s pridanim methylové skupiny pro sterické stinénim
atomu siry v II. sérii

slou¢eninami.

NO,

NO,

N’N\
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\
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NO,
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NO,

V druhé ¢asti prace byl studovan vliv zdmény jedné nitroskupiny za halogenovou
skupinu u tzv. reverznich analogli na antimykobakteridlni aktivitu. Byla pfipravena III. série —
reverzni analoga oxadiazoll (Obrdzek 24), v nichz byla provedena zdména jedné nitroskupiny

za atom bromu nebo chloru.

O,N @
\ OW/S\/R Q OYS\/R
OyN N—N O,N }\l—l(l

Obrazek 24 — Reverzni analoga 1,3,4-oxadiazolii se zaménou jedné nitroskupiny za skupinu
halogenovou v I1I. sérii
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pristroje a chemikalie

Pro syntézu vsech latek popsanych v této praci byly vyuzity komercné dostupné
chemickeé latky a rozpoustédla, které byly pouzity do reakci bez dalsi purifikace, piipadné byly
vyuzity diive pfipravené slouceniny na Katedie organické a bioorganické chemie.

Pribéh reakci byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC), konkrétné
na TLC deskach Merck silica gel 60 F254. Mobilni faze byly zvoleny dle typu reakce a jejich
slozeni je uvedeno v postupech jednotlivych syntéz. Detekce na TLC deskach byla provedena

pod UV lampou se zafenim o vinové délce 254 nm.

Jako staciondrni fadze pro sloupcovou chromatografii byl vyuzit Merck Kieselgel 60
(0,040-0,063 mm).

Cistota jednotlivych syntetizovanych latek byla ovéfena za vyuziti nuklearni
magnetické rezonance (NMR) 'H a *C spektrometrie. Spektra byla zméfena na spektrometru
VNMR S500 NMR, piipadné na spektrometru JNM-ECZ 600R. Hodnoty chemického posunu
S[ppm] v!H a 3C NMR spektrech jsou nepfimo vztaZeny k vnitinimu standardu
tetramethylsilanu. Elementarni analyza jednotlivych latek se méfila na pfistroji Automatic

Microanalyser EA1110CE. Teploty tani byly méfeny na Koflerové bloku.

Nazvy vsech slou€enin byly ziskany v programu ChemDraw 19.1 a nasledné byly podle
pravidel pfeloZeny do Ceského jazyka a upraveny. V tomtéZ programu byly ziskany chemické
vzorce, reakéni schémata a vybrané analytické udaje (hodnoty teoretické elementarni analyzy,

molekulové hmotnosti).
4.2. Tetrazolova série (1. série)

A. V prvni reakci byl z 3,5-dinitroacetofenonu (1 ekvivalent /eq/, 2 g, 9,52 mmol) redukci
pomoci 1M BHj3 v tetrahydrofuranu (THF) (2 eq, 19 ml, 19 mmol), vSe rozpusténo
v THF (80 ml), pfipraven ptislusny 1-(3,5-dinitrofenyl)ethanol. Reakce byla provedena
pod inertni atmosférou argonu. Po rozpusténi ketonu v THF byla reakce ochlazena
na teplotu -30 °C, poté bylo pies septum injekci pomalu ptikapano BHs. Po 1 hodiné
bylo chlazeni pferuseno a reakce byla michédna pfi pokojové teploté piiblizné 16 hodin.
Po kontrole provedené¢ pomoci TLC byla nasledné reakce ukoncena piidavkem 2 ml
koncentrované kyseliny octové. Nasledovalo odpafeni reakéni smési na rotacni odparce
za snizeného tlaku a znovu rozpusténi v ethyl-acetatu (EtOAc) (40 ml). Smés byla
nasledné protfepana 2 x 40 ml nasyc. roztokem NaHCO3 a 1 x 30 ml H20. Organicka
faze EtOAc byla vysusena bezvodym siranem sodnym a odpatena (pied odparenim bylo

provedeno kontrolni TLC). Produkt byl izolovan a pfecistén za pomoci sloupcové
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chromatografie s mobilni fazi (He:EtOAc, 4:1). Tato reakce byla provedena celkem

2krat z davodu doplnéni alkoholu pro dalsi reakce.

O,N O,N

/ BH;
[ ) A\ THF >

@) OH

O,N O,N
1

Schéma 1 — Redukce vychoziho ketonu na alkohol 1
1: 1-(3,5-dinitrofenyl)ethanol (1)

Vzhled: béZzova krystalicka latka

Molarni hmotnost: 212,16 g/mol

Teoreticky vytézek: 2,019 g; 2,105 g

Prakticky vytézek: 1,632 g (81 %) 1,507 g (72 %)

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8,94 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,60 (dd,
J=2,1,0,7Hz, 2H), 5,21 - 5,11 (m, 1H), 2,33 (d, /= 3,7 Hz,
1H), 1,62 (d, J= 6,5 Hz, 3H)

3C NMR (126 MHz, CDCls) § 150,33, 148,58, 125,75, 117,61, 68,68,
25,63

Teoretickd elementarni analyza (EA): C—45,29; H-3,80; N - 13,20

Nameéfena EA: C—-4523; H-3,42; N—13,65

Teplota tani: 74-76 °C (1it* 92-94 °C)

B. Jako dalsi byl z pfipraveného alkoholu 1 (1 eq, 0,505 g, 2,38 mmol) rozpusténého
v CH2Cl> (35 ml) pod inertni atmosférou ptipraven jeho mesylat 2. Reak¢ni smés byla
michana pod inertni atmosférou za chlazeni pomoci ledové lazné€. Pres septum byla
injekci postupné ptikapana cinidla methylsulfonychlorid MeSO2Cl (1,3 eq, 0,273 g,
3,09 mmol) a nésledné triethylamin (TEA) (2 eq, 0,480 g, 4,76 mmol). Reakce byla
ponechéana pii pokojové teploté 1 h za stdlého michani a nasledné po provedeni TLC
byla reakéni smé&s protfepana 2 x nasyc. roztokem NaHCO; (30 ml) a 1 x H2O (30 ml).
Po vytfepani byl produkt vysuSen bezvodym siranem sodnym, prefiltrovan pies vatu a
po kontrole TLC nevykazujici znecisténi bylo rozpoustédlo odpafeno a surovy mesylat
2 byl pouzit pro dalsi reakce. Tato reakce byla pro potebu dalSiho produktu provedena

celkem tiikrat.
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Schéma 2 — Mesylace alkoholu 1
2: 1-(3,5-dinitrofenyl)ethyl-mesylat (2)

Vzhled: béZovo-bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 290,25 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,691 g, 0,410 g, 1,053 g

Prakticky vytézek: 0,573 g (83 %), 0,321 g (78 %), 0,915 g (87 %)

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 9,05 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,60 (dd,
J=2,0, 0,6 Hz, 2H), 5,95 (q, J = 6,6 Hz, 1H), 3,10 (s, 3H),
1,82 (d, /= 6,6 Hz, 3H).

Teoretickd EA: C-39,93; H-3,47; N-9,65;s—11,05
Nameéiena EA: C-37,08,H-3,30; N-9,74; s — 10,56
Teplota tani: 166-168 °C

C. Pro findlni &tyfi reakce byl pfipraveny mesylat 2 (1 eq) vzdy rozpustén v acetonitrilu
(5-6 ml) spole¢né s ptislusnym 1-substituovanym 1H-tetrazol-5-thiolem (1,2 eq, u brom
a methoxy derivatu 1,4 eq). Po rozpusténi byl ptidan TEA (opét 1,2 eq a v ptipad€ brom
a methoxy derivatu 1,4 eq). Reakéni smési byly poté zahtivany na 50 °C a po ovéieni
TLC byly po I hodiné zpracovany. Acetonitril byl odpafen na vakuové odparce a
produkt rozpustén v EtOAc (25 ml), nasledné 2 x protiepan s 25 ml nasyceného roztoku
NaHCO; a 1 x 25ml H2O. Organicka vrstva byla oddélena, vysuSena bezvodym
siranem sodnym a poté za snizeného tlaku odpafena. VSechny produkty byly z divodu
pritomnosti necistot a stopového mnozstvi vychoziho mesylatu nasledné purifikovany
sloupcovou chromatografii s vyuzitim silikagelu jako stacionarni faze. Jako mobilni

faze byla zvolena smés hexan:ethyl-acetat v poméru 3:1.
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Schéma 3 — Priprava finalnich 1H-tetrazoli 3-6

5-((1-(3,5-dinitrofenyl)ethyl)thio)-1-fenyl-1H-tetrazol (3)

Vzhled: bila/béZovo-bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 372,36 g/mol

Teoreticky vytézek: 128,24 mg

Prakticky vytézek: 115,6 mg (93 %)

'"H NMR (600 MHz, CDCI3) 6 8,92 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,69 (d, J =

2,0 Hz, 2H), 7,59 — 7,52 (m, 3H), 7,50 — 7,45 (m, 2H), 5,35
(q,J= 7,3 Hz, 1H), 1.90 (d, J = 7,3 Hz, 3H)

Teoreticka EA: C—-4838; H-3,25;N-22,57;s— 8,61
Nameéfena EA: C—-49,13; H—-3,24; N —-22,28; s — 8,72
Teplota tani: 164-166 °C

1-(4-chlorfenyl)-5-((1-(3,5-dinitrofenyl)ethyl)thio)-1H-tetrazol (4)

Vzhled: zluté krystalicka latka
Molarni hmotnost: 406,80 g/mol
Teoreticky vytézek: 135 mg

Prakticky vytézek: 96 mg (71 %)

'H NMR (600 MHz, CDCL3) & 8,94 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,70 (d, J =
2,1 Hz, 2H), 7,54 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,45 (d, J = 8,7 Hz,
2H), 5,36 (q, J= 7,3 Hz, 1H), 1,91 (d, J= 7,3 Hz, 3H)

Teoreticka EA: C—-4424;H-2,73; N-20,66; s — 7,88
Namérena EA: C-4471; H-2,86; N —20,39; s — 7,98
Teplota tani: 168-170 °C

1-(4-bromfenyl)-5-((1-(3,5-dinitrofenyl)ethyl)thio)-1H-tetrazol (5)

Vzhled: nazloutld krystalicka latka
Molarni hmotnost: 451,26 g/mol



Teoreticky vytézek:
Prakticky vytézek:
'"H NMR

3C NMR

Teoretickd EA:

Namérena EA:

Teplota tani:

163 mg

130 mg (79 %)

(600 MHz, CDCI3) ¢ 8,94 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,70 (d, J =
2,1 Hz, 2H), 7,70 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,38 (d, J = 8,7 Hz,
2H), 5,36 (q,J=7,3 Hz, 1H), 1,91 (d, J=7,1 Hz, 3H)

(151 MHz, CDCI3) 6 152,15, 148,74, 146,44, 133,36, 132,22,
127,96, 127,90, 125,22, 118,54, 46,03, 22,09

C—-39,93; H-2,46; N-18,62;s-7,10

C—-3997; H-2,21; N—-18,74; s — 7,24

172-174 °C

6: 5-((1-(3,5-dinitrofenyl)ethyl)thio)-1-(4-methoxyfenyl)-1H-tetrazol (6)

Vzhled:

Molarni hmotnost:
Teoreticky vytézek:
Prakticky vytézek:
"H NMR

13C NMR

Teoreticka EA:
Namérena EA:

Teplota tani:

zluto-oranzova krystalické latka

402,39 g/mol

139 mg

93 mg (67 %)

(500 MHz, CDCls) 6 8,95 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,70 (d, J =
2,0 Hz, 2H), 7,38 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 7,05 (d, J = 8,9 Hz,
2H), 5,38 — 5,30 (m, 1H), 3,90 (s, 3H), 1,91 (d, J = 7,3 Hz,
3H)

(126 MHz, CDCl3) 8 161,06, 152,13, 148,60, 146,62, 127,80,
125,72, 125,48, 118,33, 115,03, 55,71, 45,71, 22,02
C-47,76; H-3,51; N-20,89;s - 797

C—46,86; H—3,79; N—19,90; s — 7,60

60-62 °C

4.3. Oxadiazola série (II. série)

D. V této sérii se jednalo celkem o 4 reakce kdy jako vychozi latka byl pouZit jiz vyse

zminovany 1-(3,5-dinitrofenyl)ethyl-mesylat. (2). Pro ptipravu produktti 7, 8 a 9 bylo

vyuzito 100 mg mesylatu 2 (1 eq, 0,34 mmol), pro syntézu latky 10 (1 eq, 0,37 mmol)

to bylo 108 mg. Jako dalsi byly pfidany na katedie jiz pfipravené 5-substituované-

1,3,4-oxadiazol-2-thioly (Schéma 4) v mnozstvich 80 mg pro pfipravu latky 7 (1,3 eq,

95 mg, 0,45 mmol) pro ptipravu latky 8, (1,3 eq, 86 mg, 0,45 mmol) pro ptipravu latky

9 (1,3eq, 80 mg, 0,45 mmol) a pro ptipravu latky 10 to bylo (1,3 eq, 100 mg,

0,48 mmol) daného oxadiazolu (tedy ve vSech reakcich 1,3 eq). Po rozpusténi

vychozich latek v 3 ml acetonitrilu byl pfidan 1 eq triethylaminu (0,06 ml pro reakce 7-
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9; 0,066 ml pro reakci 10, tedy 1,3 eq). Nasledovalo michani reakénich smési, kontrola

pomoci TLC a jejich ptecisténi, rozdily u jednotlivych reakci budou popsany nize:

Produkt 7: Michéno za laboratorni teploty po dobu 12 hodin. Po skonceni reakce
provedena filtrace, krystaly byly promyty vodou a vysuseny.

Produkt 8: Michano 48 hodin za laboratorni teploty, po skonceni byla reakéni smés
odparena za snizen¢ho tlaku a rozpusténa v EtOAc (30 ml). Tato organicka faze byla
poté 3krat proextrahovana nasycenym NaHCO3 (30 ml) a jednou H>O (30 ml).
Organicka vrstva byla po extrakci odd€lena, vysuSena a odpafena na odparce. Takto
vznikly produkt byl poté ptecistén pomoci sloupcové chromatografie s vyuzitim
silikagelu jako stacionarni faze a chloroformu jako fdze mobilni.

Produkt 9: Reak¢ni smés byla michana 24 hodin za pokojové teploty, po skonceni byla
na 24 hodin dana do lednice a poté byly ve smési vzniklé krystaly odfiltrovany
na Biichnerové nélevce, promyty vodou a vysuseny.

Produkt 10: Zde probihala reakce stejné jako v ptipadé 8, pouze s tim rozdilem, ze smés

byla michana pouze 24 hodin.

R
03N ?\ NO,
/S\\ TEA
o + ——>» R o
o CH;CN YS
\ \ NO
N—N 2
OoN Hs— N\ _N
2 7:R=H
8:R=Cl
9: R =CH,
10: R = OCH,

Schéma 4 — Finalni priprava 1,3,4 oxadiazolii 7-10
7: 2-((1-(3,5-dinitrofenyl)ethyl)thio)-5-fenyl-1,3,4-oxadiazol (7)

Vzhled: nazloutld krystalicka latka

Molarni hmotnost: 374,37 g/mol

Teoreticky vytézek: 129 mg

Prakticky vytézek: 75 mg (58 %)

'"H NMR '"H NMR (600 MHz, CDCI5) § 8,93 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,72
(d,J=2,1Hgz, 2H), 7,93 - 7,90 (m, 2H), 7,53 — 7,49 (m, 1H),
7,48 — 7,44 (m, 2H), 5,19 (q,J=7,3 Hz, 1H), 1,92 (d,J=17,3

Hz, 3H).

BC NMR BC NMR (151 MHz, CDCl;) § 166,25, 161,75, 148,71,
146,85, 132,10, 129,21, 127,88, 126,79, 123,23, 118,45,
45,22,22,00.
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8: 2-(4-chlorfenyl)-5-((1-(3,5-dinitrofenyl)ethyl)thio)-1,3,4-oxadiazol (8)

10:

31

Vzhled:

Molarni hmotnost:
Teoreticky vytézek:
Prakticky vytézek:
'"H NMR

3C NMR

nazloutld krystalicka latka

406,80 g/mol

140 mg

40 mg (29 %)

(500 MHzCDCl3) & 8,95 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,74 (d, J =
2,1 Hz, 2H), 7,88 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,47 (d, J = 8,6 Hz,
2H), 5,22 (q,J=17,2 Hz, 1H), 1,94 (d, /= 7,3 Hz, 3H)

(126 MHz, CDCl3) 6 165,29, 161,95, 148,58, 146,60, 138,30,
129,51, 127,92, 127,75, 121,57, 118,36, 45,12, 21,87

2-((1-(3,5-dinitrofenyl)ethyl)thio)-5-(p-tolyl)-1,3,4-oxadiazol (9)

Vzhled:

Molérni hmotnost:
Teoreticky vytézek:
Prakticky vytézek:
"H NMR

3C NMR

nazloutla krystalicka latka

368,38 g/mol

127 mg

60 mg (47 %)

(500 MHz, CDC13) 6 8,95 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,74 (d, J =
2,1 Hz, 2H), 7,82 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,39 — 7,12 (m, 2H),
5,20 (q, J = 7,3 Hz, 1H), 2,41 (s, 3H), 1,93 (d, J = 7,3 Hz,
3H)

NMR (126 MHz, CDCls) 6 166,28, 161,20, 148,56, 146,78,
142,62, 129,79, 127,76, 126,62, 120,32, 118,30, 45,08,
21,88, 21,61

2-((1-(3,5-dinitrofenyl)ethyl)thio)-5-(4-methoxyfenyl)-1,3,4-oxadiazol (10)

Vzhled:

Molarni hmotnost:
Teoreticky vytézek:
Prakticky vytézek:
'H NMR

3C NMR

nazloutld krystalicka latka

402,38 g/mol

150 mg

80 mg (53 %)

(500 MHz, CDCls) 6 8,95 (t, J = 2,1 Hz, 1H), 8,73 (d, J =
2,1 Hz, 2H), 7,87 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,97 (d, J = 8,9 Hz,
2H), 5,18 (q, J = 7,3 Hz, 1H), 3,87 (s, 3H), 1,92 (d, J =
7,3 Hz, 3H)

(126 MHz, CDCl3) 6 166,10, 162,50, 160,80, 148,56, 146,82,
128,47, 127,75, 118,28, 115,56, 114,52, 55,44, 45,09, 21,86



4.4. Reverzni analoga oxadiazola (III. série)

A. Vychozi latkou pro tuto sérii byla kyselina 3-nitrobenzoova (1 eq, 4 g, 23,93 mmol)
ze které¢ bylo za pomoci N-bromsukcinimidu (NBS) (1,2eq, 5,1 g 28,65 mmol)
v prostiedi kyseliny sirové (15 ml, 96 %) pfipravena kyselina 3-brom-5-nitrobenzoova
(11). Vychozi latka byla za stdlého michani rozpusténa v koncentrované kyseling¢ sirové
a nasledné bylo pfidano 3krat po 15minutovych intervalech 1,7 g NBS (tedy 5,1 g
celkem). Od posledniho ptidani NBS byla reakéni smés zahtivana na 70 °C a michana
po dobu 1,5 hodiny. Poté byla reakéni smés prolita 50 ml ledové H20O a odfiltrovana
za snizeného tlaku. Finalni produkt byl kontrolovan pomoci TLC, které sice vykazovalo

malé znamky necistot, ale i tak byl produkt dostate¢né Cisty pro dalsi reakci.
HOOC NO,
HOOC NO,
H,S0, NBS

MeOH

Br

11

Schéma 5 — Priprava 3-brom-5-nitrobenzoové kyseliny 11
11: 3-brom-5-nitrobenzoova kyselina (11)
Vzhled: bila krystalicka latka
Molarni hmotnost: 246,02 g/mol
Teoreticky vytézek: 5,89 g
Prakticky vytézek: 5,80 g (98 %)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) ¢ 8,58 (t,J=2,0 Hz, 1H), 8,52 — 8,50
(m, 1H), 8,37 (t, /= 1,6 Hz, 1H)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 164,88, 149,25, 138,17, 134,69,
130,49, 123,33, 122,93

Teoreticka EA: C-3418; H-1,64; N-5,69

Namétena EA: C—-33,78; H—1,43; N-5,53

Teplota tani: 160-162 °C (1it.>° 160,5-161,5 °C)

B. Kyselina 11 (5,8 g, 23,55 mmol) byla nasledné rozpusSténa v methanolu (65 ml) a
esterifikovana za katalyzy kyselinou sirovou (0,15 ml, 96 %). Reakce byla michana
za varu methanolu po dobu 5 hodin. Poté byl methanol odpafen za snizen¢ho tlaku.
K odparku byl piidin 5 % NaHCOs3 (30ml) a pevny podil byl odfiltrovan
na Biichnerové néalevce. Vodny filtrat byl protiepan v 2 x 20 ml hexanu. Ten byl poté
pridan k pevnému produktu a odpaien na odparce.
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Schéma 6 — Priprava methylesteru 12
12: Methylester kyseliny 3-brom-5-nitrobenzoové (12)
Vzhled: Sedobila krystalicka latka
Molarni hmotnost: 260,04 g/mol
Teoreticky vytézek: 6,124 g
Prakticky vytézek: 3,610 g (59 %)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 8,65 (t, J= 2,0 Hz, 1H), 8,55 (dd, J
=2,1, 1,4 Hz, 1H), 8,44 (t,J= 1,6 Hz, 1H), 3,93 (s, 3H)

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 163,61, 148,90, 137,66, 132,95,
130,56, 122,88, 122,73, 53,34,

Teoreticka EA: C-3695;H-2,33; N-5,39

Namérena EA: C-3644;H-196;N-524

Teplota tani: 66-68 °C (lit.>! 71-74 °C)

C. Methylester kyseliny 3-brom-5-nitrobenzoové (12) (1 eq, 3,575 g, 13,74 mmol) byl
nasledné rozpustén v methanolu (45 ml) a za pfitomnosti hydrazinu (3eq, 1,32 g
41,24 mmol) byl pfeveden na 3-brom-5-nitrobenzohydrazid (13). Po rozpusténi
vychozi latky v methanolu bylo pfidan hydrazin a reakéni smés byla michéana po dobu
5 hodin za teploty 65 °C a nasledné dalSich 15 hodin pfi laboratorni teploté. Poté byla
reakéni smés zahusténa na vakuové odparce a zbytek vylit do ledové H>O (50 ml).
Pevny podil byl odfiltrovan na Biichnerové nalevce a filtrat byl extrahovan v 2 x 30 ml
EtOAc. Nasledné byla organickd faze vysuSena bezvodym siranem sodnym, spojena

s pevnym produktem z filtru a odpatena na odparce.
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Schéma 7 — Priprava benzohydrazidu 13
13: 3-brom-5-nitrobenzohydrazid
Vzhled: bila krystalicka latka
Molarni hmotnost: 260,05 g/mol
Teoreticky vytézek: 3,575 ¢g
Prakticky vytézek: 2,790 g (78 %)
IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10,25 (s, 1H), 8,62 (t, J = 1,8 Hz,
1H), 8,53 (t, J = 2,0 Hz, 1H), 8,43 (t, J = 1,6 Hz, 1H), 4,67
(s, 2H)
13C NMR (126 MHz, DMSO-des) 6 162,52, 149,09, 136,63, 136,13,
128,82, 122,67, 121,51
Teoreticka EA: C-3233;H-2,33; N-16,16
Nameéfena EA: C-32,54;H-2,22; N-1591
Teplota tani: 180-182 °C

D. Benzohydrazid 13 (1 eq, 2,725 g 10,48 mmol) byl rozpustén ve smési 65 ml EtOH
$ 0,97 mg 85 % KOH (1 eq, 0,83 mg ¢ist¢tho KOH 10,48 mmol). Do smési byl nasledné
pfidan 2,67 ml CS2 (4 eq, 41,92 mmol). Smés byla za stdlého michdni zahfivana
na 70 °C po dobu 6 hodin a poté pii pokojové teploté dalSich 12 hodin. Ethanol byl
zreakce odpafen a dobaiky bylo piilito 100 ml H,O a ptikapano HCI
do mirného okyseleni smési (pH = 3-4). Tato vodna faze byla extrahovéna 3 x 150 ml
EtOAc a po odpafeni byl vzorek zméfen na NMR, protoze TLC se jevilo jako Cisté.
NMR ovsem ukazalo znecisténi produktu. Po vyzkouseni urcitych mobilnich fazich se
ukézalo, Ze nad skvrnou produktu je na TCL stin. PrestoZe finalni latka nebyla zcela
Cista, byla pouzita dalsi reakce.
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Schéma 8 — Priprava 1,3,4 oxadiazol-2-thiolu 14
14: 5-(3-brom-5-nitro)-1,3,4-oxadiazol-2-thiol (14)
Vzhled: bézova krystalicka latka
Molarni hmotnost: 302,10 g/mol
Teoreticky vytézek: 3,165 g
Prakticky vytézek: 2,365 g (75 %)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 11,39 (s,1H), 8,56 (t, J = 1,9 Hz,
1H), 8,45 — 8,41 (m, 1H), 8,36 (t,J=1,6 Hz, 1H)
3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 178,27, 158,27, 149,49, 134,75,

129,57, 126,18, 123,66, 120,30

E. Z ptipraveného thiolu 14 byly poté stejnym postupem piipraveny 4 finalni produkty.
Jednalo se o rozpusténi thiolu 14 (1 eq) v acetonitrilu (16-20 ml), do kterého se poté
pfidal 1 eq daného benzylbromidu nebo benzylchloridu jako alkylacniho ¢inidla
nasledné bylo ptidano 1,2 ekvivalentu TEA jako baze. Reakéni smési byly poté michany
pfti teploteé 75 °C po dobu 4-6 hodin. Nésledn¢ byly smési zbaveny acetonitrilu pomoci
vakuové odparky a po rozpusténi v EtOAc (25 ml) byly protfepany s nasycenym
roztokem NaHCOs (2 x 20 ml) a s H2O (1 x 20 ml). Nasledné byly vysuSeny siranem
sodnym a odpateny. Dalsi ¢isténi finalnich produktii bylo jednotné pouze pro latky 15,
16 a 18 a prob¢hlo pfidanim malého objemu etheru do produktu (10-15 ml) ve kterém
se latky po zahfati pod refluxem a intenzivnim michéni rozpustily. Cast etheru se
nechala odpafit pii chladnuti a baiiky byly poté ochlazeny vodou s ledem. Tim doslo
ke krystalizaci finalnich produktii a nasledné byly odfiltrovany na Biichnerové nalevce
a zbaveny zbytku etheru suSenim. Methoxyderivat 17 se ukézal timto zplsobem
nevycistitelny, protoZe se i malém mnoZzstvi etheru uplné rozpoustél. AvSak jako idedlni
se ukazal smés hexan:ethyl-acetat 3:1, jelikoZ se v ni rozpustily vSechny necistoty a

filtraci byla ziskana Cista latka.
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Schéma 9 — Priprava finalnich 1,3,4-oxadiazolit 15-18
15: 2-(benzylthio)-5-(3-brom-5-nitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol (15)

Vzhled:

Molarni hmotnost:
Teoreticky vytézek:
Prakticky vytézek:
"H NMR

13C NMR

Teplota tani:

nazloutla krystalick4 latka

392,23 g/mol

285 mg

92 mg (32 %)

(600 MHz, DMSO-ds) 6 8,57 (t,J=1,9 Hz, 1H), 8,55 (dd, J
=2,1, 1,4 Hz, 1H), 8,47 (t,J = 1,6 Hz, 1H), 7,50 — 7,43 (m,
2H), 7,35 - 7,30 (m, 2H), 7,29 — 7,24 (m, 1H), 4,60 (s, 2H)
(151 MHz, DMSO-ds) 6 165,35, 163,30, 149,56, 137,05,
135,12, 129,65, 129,46, 129,15, 128,39, 126,57, 123,67,
120,61, 36,44

108-110 °C

2-(3-brom-5-nitrofenyl)-5-((4-brombenzyl)thio)-1,3,4-oxadiazol (16)

Vzhled:

Molarni hmotnost:
Teoreticky vytézek:
Prakticky vytézek:
'H NMR

3C NMR

Teplota tani:

bézova krystalicka latka

471,12 g/mol

343 mg

75 mg (22 %)

(600 MHz, DMSO-ds) 6 8.57 (t,J=1.9 Hz, 1H), 8.56 — 8.54
(m, 1H), 8.47 (t, J= 1.8 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.43 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 4.57 (s, 2H)

(151 MHz, DMSO-ds) 6 165.17, 163.39, 149.56, 136.82,
135.15, 132.03, 131.87, 129.48, 126.57, 123.66, 121.55,
120.65, 35.66

132-134 °C

2-(3-brom-5-nitrofenyl)-5-((4-methoxybenzyl)thio)-1,3,4-oxadiazol (17)

Vzhled:
Molarni hmotnost:

Teoreticky vytézek:

svétle Zluta krystalicka latka
421,27 g/mol
418 mg



Prakticky vytézek: 121 mg (29 %)

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8,57 — 8,54 (m, 2H), 8,47 (t, J =
1,6 Hz, 1H), 7,38 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,87 (d, J = 8,7 Hz,
2H), 4,54 (s, 2H), 3,69 (s, 3H)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 165,45, 163,24, 159,46, 149,54,
135,10, 130,98, 129,43, 128,65, 126,58, 123,68, 120,59,
114,54, 55,64, 36,19

Teplota tani: 122-124 °C

18: 2-(3-brom-5-nitrofenyl)-5-((4-chlorbenzyl)thio)-1,3,4-oxadiazol (18)

Vzhled: bézova krystalicka latka

Molarni hmotnost: 426,67 g/mol

Teoreticky vytézek: 353 mg

Prakticky vytézek: 175 mg (49 %)

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 8,58 — 8,54 (m, 2H), 8,47 (t, J =
1,7 Hz, 1H), 7,49 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,38 (d, J = 8,6 Hz,
2H), 4,58 (s, 2H)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 165,18, 163,38, 149,56, 136,38,
135,14, 133,01, 131,54, 129,47, 129,09, 126,57, 123,66,
120,64, 35,61

Teplota tani: 116-118 °C

F. Jako posledni byla zapocCata syntéza derivatu obsahujici misto jedné nitroskupiny chlor.
Vychozi latkou byla vtomto piipadé kyselina 3,5-dinitrobenzoova (leq, 1 g,
4,71 mmol), kterd byla po rozpusténi v MeOH (30 ml) a za pomoci 60% NaxS (4 eq,
2,45 g, 18,85 mmol) a NH4Cl (10 eq, 2,52 g, 47,14 mmol) parcidln¢ redukovana
na kyselinu 3-amino-5-nitrobenzoovou (19). Cinidla byla smichana s methanolem, pak
byla ptidana 3,5-dinitrobenzoova kyselina, ktera se nechala michat za varu rozpoustédla
po dobu 17 hodin. Nasledn¢ byla smés ochlazena na pokojovou teplotu, prefiltrovana
za snizeného tlaku a zbytek na filtru byl proplachnut methanolem. Filtrat byl odpaien
na vakuové odparce. Odparek byl poté smichan s 60 ml H>O, ponechén 15 minut michat
a pak odfiltrovan. Tak bylo ziskano 45 mg, tedy pouze 6 % produktu. Vodna faze byla
poté extrahovdna 6 x 30 ml EtOAc a na posledni Ctyfi extrakce byly pfidany jesté
2 kapky HCI. EtOAc byl poté vysuSen bezvodym siranem sodnym a odpaten. Takto
bylo ziskdno 735 mg, tedy 94 % produktu. Do dals§i reakce byl produkt z divodu
dostatec¢né kvality pouzit bez dalsiho Cisténi.
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Schéma 10 — Priprava 3-amino-5-nitrobenzoové kyseliny 19 kyseliny
19: 3-amino-5-nitrobenzoova kyselina (19)

Vzhled: bila krystalicka latka
Molarni hmotnost: 182,14 g/mol
Teoreticky vytézek: 858 mg

Prakticky vytézek: 780 mg (91 %)
Teplota tani: 205-207 °C

G. Po provedeni parcialni redukce byl produkt (2 g — 0,788 g produktu 19 + 1,246 g
produktu pfipraveného na katedie, 1eq, 10,98 mmol) rozpustén v koncentrované
kyseling chlorovodikové (140 ml) a za stdlého michani ochlazen na -5 °C. Poté byl
do smé&si béhem hodiny a pll postupné piikapan roztok NaNO: (7eq, 53 g,
76,86 mmol) rozpustény v 80 ml H»>O. Po pfidéni dusitanu sodného byla do reakéni
smési béhem dal$i hodiny piidana po kapkadch suspenze CuCl (9eq, 9,73 g,
98,83 mmol) v 80 ml H20O. Po celou dobu byla kontrolovana teplota smési tak, aby
nepievysila -4 °C. Po pfidani obou ¢inidel byla reakéni smés michéna pii pokojové
teploté po dobu 3 hodin a pak byla na 30 minut zahfivana na 60-70 °C. Nasledn¢ byla
smes ochlazena, extrahovana 3 x 80 ml EtOAc, organicka vrstva byla vysuSena
bezvodym Na>SOs4 a odpafena za sniZzeného tlaku. Produkt byl poté preciStén
sloupcovou chromatografii nejdiive s mobilni fazi hexan:EtOAc:kyselina octova
v poméru 30:10:1 a nasledné z ditvodu setrvavani necistot jesté¢ jednou ve stejnych
fazich v pomérech 20:10:1. I pfes ob¢ sloupcové chromatografie nebyl finalni produkt

sice zcela Cisty, ale byl dostatecné €isty na to, aby s nim byla zahajena dalsi reakce.
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Schéma 11 — Priprava 3-chlor-5-nitrobenzoova kyseliny 20
20: 3-chlor-5-nitrobenzoova kyselina (20)

Vzhled: bila krystalicka latka
Molarni hmotnost: 201,56 g/mol
Teoreticky vytézek: 2,213 g

Prakticky vytézek: 1,655 g (75 %)
Teplota tani: 143-145 °C

H. Jako dalsi reakce byla provedena esterifikace pfipravené 3-chlor-5-nitrobenzoové
kyseliny (1,5 g, 7,44 mmol) (20). Ta byla rozpusténa v MeOH (25 ml) a okyselena
koncentrovanou kyselinou sirovou 96% (0,04 ml). Smés byla poté zahiivana za varu
po dobu 6 hodin. Na TLC se i po 6 hodinach a ptidavku H>SO4 (0,02 ml) ukazalo, ze
v reakéni smési zlstava stale maly podil vychozi latky. Reakéni smés byla proto
zneutralizovana nasycenym NaHCO3z (30 ml) a extrahovana EtOAc (3 x 40 ml).
Organickd vrstva byla vysuSena bezvodym siranem sodnym a odpatena. Vodna faze
byla nasledné okyselena pomoci HCI na pH 3-4 a zpétné uvolnéna kyselina 20 byla
vyextrahovdna EtOAc (3 % 30 ml). Takto bylo zpé&tné¢ ziskdno 440 mg vychozi kyseliny
19 a 1,09 g methylesteru 21A.

@) 0]

COOH \

H,S0,

MeOH

Cl NO, cl NO
2

20 21A

Schéma 12 — Esterifikace pripravené kyseliny 20
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21A: Methylester kyseliny 3-chlor-5-nitrobenzoové (21A)

Vzhled: bila krystalicka latka
Molarni hmotnost: 215,59 g/mol
Teoreticky vytézek: 1,604 g

Prakticky vytézek: 1,09 g (68 %)
Teplota tani: 72-74 °C

I. Zpétné ziskanych 440 mg kyseliny 20 (1 eq, 2,18 mmol) bylo opét rozpusténo v MeOH
(30 ml), ochlazeno ledem na5°C. Poté bylo pomalu pifidéno (2,5eq, 0,6 g,
5,457 mmol) thionylchloridu a kapka N,N-dimethylformamidu. Smés byla poté michana
3 hodiny pfi pokojové teploté a nasledné zahtata na 60 °C a michana dalsi 2 hodiny.
Reakéni smés byla zpracovéna, stejnym zpiisobem jako v ptedchozi reakci H, vCetné
reextrakce mensiho mnozstvi vychozi kyseliny, kterd byla v reakéni smési stale

pritomna. Touto reakci bylo ziskano 350 mg methylesteru 21B.
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Schéma 13 — Opétovna esterifikace pripravené kyseliny 20
21B: Methylester kyseliny 3-chlor-5-nitrobenzoové (21B)

Vzhled: bila krystalicka latka
Molarni hmotnost: 215,59 g/mol
Teoreticky vytézek: 470 mg

Prakticky vytézek: 350 mg (74 %)
Teplota tani: 72-74 °C

J. Obé ptipravené frakce methylesteru (21A, 21B) byly spojeny do jedné (21) (dohromady
1 eq, 1,44 g, 6,682 mmol) a rozpustény v MeOH (45 ml). K roztoku byl ptidan hydrazin
monohydrat (3 eq, 1,004 g monohydratu — tedy 0,64 g/20,04 mmol ¢istého hydrazidu)
a smés byla michéna za varu rozpoustédla 7 hodin. Reak¢ni smés byla odpaiena.
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Schéma 14 — Tvorba hydrazidu 22 z pripraveného esteru 21
22: 3-chlor-5-nitrobenzoylhydrazid
Vzhled: bila nartizovéla krystalicka latka
Molarni hmotnost: 215,59 g/mol
Teoreticky vytézek: 1,44 ¢
Prakticky vytézek: 1,284 g (89 %)

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 5 10,14 (brs, 1H), 8,54 (d,J=1,7 Hz,
1H), 8,37 (t, J = 2,0 Hz, 1H), 8,25 (t, /= 1,8 Hz, 1H), 4,66
(brs, 2H)

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 162,66, 149,15, 136,64, 134,84,

133,37, 126,14, 121,20
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Priprava latek v této praci

V ramci této prace byly piipraveny nové latky potencialné ucinné proti TB, které byly
odvozeny od diive ptfipravenych a studovanych potencialnich AT na pracovisti Skolitele. Cilem
prvni ¢asti prace bylo pfipravit analoga se stericky chranénym atomem siry ve struktufe. Byla
vytvofena jedna série 1 H-tetrazoll a jedna série 1,3,4-oxadiazolll, ob€ opirajici se o jiz vyvinuté
a testované struktury s velmi dobrou aktivitou proti TB. V rdmci syntézy byly vyuzity oveéfené
postupy, jako pfiprava 1-(3,5-dinitrofenyl)ethanolu, jeho pfevedeni na reaktivni mesylat a
nasledné alkyla¢ni reakce pro ptipravu findlnich latek (Schéma 15). Tyto postupy jsme pouzili
pro L. a I sérii. Celkem byly pfipraveny Ctyfi zastupci tetrazolové a Ctyfi zastupci oxadiazolové
fady. Kazdy zastupce obou sérii se liSil substituci v poloze 4 na benzenovém jadre.
U tetrazolové tady se jednéd o fenyl (3), chlorfenyl (4), bromfenyl (5) a methoxyfenyl (6)
substituce (Obrazek 25). U oxadiazolové tady se jedna o fenyl (7), chlorfenyl (8), p-tolyl (9) a
methoxyfenyl (10) (Obrdzek 26). Z divodu chyby pfi odesilani ovSsem nebyl na testovani zaslan

jeden z derivati fady tetrazolové, konktrétné jeji methoxy derivat.

NN sH
N >/
MeSOZCI
CH3CN

3:R=H
4:R=Cl
5:R=Br
6: R = OCH;4
NO,
©_< “ChcR \Q\( el
—N NO,
HS \ N N
2 7:R=H

8:R=ClI

9: R =CH;

10: R = OCH;

Schéma 15 — Celkovy prehled syntézy pro I. a Il. sérii
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Obrazek 25 — Prehled pripravenych latek v I. sérii
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Obrazek 26 — Prehled pripravenych latek ve II. sérii
Dale byly ptipraveny reverzni derivaty oxadiazolové fady, které jiz v minulosti pfi

substituci jedné z nitroskupin elektron odtahujicim substituentem (napt. CF3) prokazaly dobrou
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u¢innost*®. Z toho diivodu byla piipravena série obsahujici misto jedné z nitroskupin brom
zahrnujici Ctyfi findlni struktury: fenyl (15), bromfenyl (16), methoxyfenyl (17) a chlorfenyl
(18) derivat (Obrazek 27). Byla zapocata reakce vedouci k derivatim obsahujicich misto jedné
nitroskupiny chlor, kde nejnovéjsi vysledny produkt je hydrazid. Ivtomto ptipadé bylo
vychdzeno z ovéienych postupii, konkrétné z ptipravy dané karboxylové kyseliny, jeji pfemény

na ester, nasledné reakce na pfisluSny hydrazid, jeho transformace na 1,3,4-oxadiazol-2-thiol a

N—N
Q”S Br

N—
DA

finalni alkylace pfislusSnym Cinidlem (Schéma 16).

92 mg (32 %) 75 mg (22 %)
CI

N—
D/L
O, 121mg (29 %) 175 mg (49%

Obrazek 27 — Prehled pripravenych latek ve I11. sérii

44



OMe

X COOH yso,  x C\/ N
SOCl,,DMF \O oNH,
oy —_—
MeOH MeOH
NO, NO, 12,21A,21B
11,20 12, 21A, 21B X=Cl/Br
NHNH, N/N\
' [ >\SH
X Ca Br
0) 0]
KOH, CS,
_
MeOH
N02 N02
13,22 14

—N
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R NO,
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“ 17: R = OCH,, X = CI
18:R=Cl, X=Cl

Schéma 16 — Prehled syntézy pro Ill. sérii a prvni reakce reverznich C| derivatu

Ve IlIl. sérii se jako pomérné problematické ukadzalo nalezeni adekvétnich poméra
pro mobilni faze TLC, prokazatelné zobrazujici vSechny frakce v reakcich (kapitola 4.4 reakce
C a D). Navzdory vyzkousSeni riznych fazi o riznych pomeérech zlstavaly retencni faktory
pomérné blizko u sebe. Z toho ditvodu bylo rozhodnuto neprovadét sloupcovou chromatografii
a pokracovat s produkty v nasledujicich reakcich. Nehled€ na to byly finalni produkty pomérné
snadno oddélitelné od necistot. Tt z derivati byly vyciStény pomoci rozdilné rozpustnosti
oproti necistotdm v etheru. Nicméné methoxy derivat byl purifikovan diky pokusu o jeho
precisténi sloupcovou chromatografii v hexanu:EtOAc 3:1, kdy se ukazalo, ze frakce, které
zustala v baiice po pfidani této smési, je Cisty produkt. Ten byl nasledné prefiltrovan

na Biichnerove nalevce.
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5.2. Vysledky antimykobakterialni acinnosti in vitro

Vsechny finalni latky z L., II. a III. série byly odeslany (pozn. autora z prvni série nebyl
k testovani omylem odeslan methoxy derivat 6 a latky ze Ill. série byly poslany tésné pred
odevzdanim této prdce, z toho duvodu vysledky jejich ucinnosti nebudou v této praci zminény)
na specializované pracovisté v Ostravé (Zdravotni Ustav se sidlem v Ostrave), za ucelem
otestovani jejich antimykobakteridlni aktivity in vitro. Latky byly testovany celkem na tfech
kmenech mykobakterii, konkrétné na M. tuberculosis a dvou netuberkuléznich kmenech
M. avium, M. kansasii. Pro snaz8i porovnédni vysledkl byla vytvofena tabulka s u¢innosti AT
prvni linie proti témto kmeniim. (7abulka 2). Pro porovnani jsou uvedeny také hodnoty MIC

ptedlohovych tetrazolovych a oxadiazolovych sloucenin.

Tabulka 2 — Ucinnost léciv 1. linie proti TB, (hodnoty uvedeny jako MIC v umol.I"")

Létivo Etambutol Isoniazid Rifampicin
Mykobakterie
L v - >250 / >250 31
(14/21 dn))*> (14 dni)*>>
3 4/4/4 0,125
M. kansasii - (7/14/21dni)*" (14 dni)s>54
M. tuberculosis 78 o 025
(7 dni)>? (14 /21 dni)*73 (14 dni)>>>*

Tabulka 3 — Namérené hodnoty vicinnosti latek 3-5 (hodnoty uvedeny jako MIC v umol.l"')

Latk
WY 3R=H)  4®R=Cl) 5®R=Bn
NO, Mykobakterie
N M. avium >1000 / 500nartst / >1000 /
Ef H—s (14 /21 dni) >1000 500narist >1000
~N NO, 500nartist /
M. kansasii
. 16/32/>32 ' 500narust / 4/8/16
(7/14 /21 dni) .
500nartst
R M. tuberculosis 500nartst /
) >32/>32 . 8/16
(14 /21 dni) 500narast

46



Tabulka 4 — Namerené hodnoty predlohovych sloucenin 1H-tetrazolu (hodnoty uvedeny jako

MIC v umol.I')*
NO, Litky  (R=H) (R =Cl) (R =Br)
Mykobakterie
—~N M. avium
TI \>—s ) 62 /62 125/ 125 125/ 125
N (14 /21 dni)
N NO, .
M. kansasii
) 2/4/16 2/4/4 1/2/2
(7/ 14/ 21 dni)
M. tuberculosis
L ) 4/4 1/2 1/1
(14 /21 dni)

Tabulka 5 — Nameérené hodnoty antimykobakterialni aktivity latek 7-10 (hodnoty uvedeny jako

MIC v umol.I")
O,N , 9 10
Latky  7R=H) 8®R=Cl)
Mykobakterie (R=CH3) (R=O0CH3)
NO
’ M. avium 250nariist/  250nardist/ 250nArist/ 250nArdst /
. (14 /21 dni) 250narast = 250nartst =~ 250nartst = 250nartst
/N=< M. kansasii
NP ) 1/2/4 1/2/4 1/2/4 1/2/4
(7/ 14 /21 dni)
M. tuberculosis
2/4 2/4 2/4 2/4

! (14 /21 dni)

Tabulka 6 — Nameérena ucinnost predlohovych 1,3,4-oxadiazolii (hodnoty uvedeny jako MIC

v umol.I'1)*
O,N .
Latky (R =H) (R=Cl) (R=CHs;) (R=O0CH;)
Mykobakterie
NO: ML avium >125/
) 16/32 16/32 8/16
(14 /21 dni) >125
R
/N:< M. kansasii 05/1/1 0,125/ 0,125/ 0,06 /0,06
N (7/14 /21 dni) ’ 0,25/0,25 0,25/0,25 /0,06
M. tuberculosis 0,125/ 0,125/ <0,03 /
) 0,06 /0,06
(14 /21 dni) 0,125 0,125 <0,03
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6. ZAVER

Cilem této prace bylo rozsifit znalosti o vztazich mezi strukturou a ucinkem
u antimykobakteridln¢ aktivnich 3,5-dinitrobenzylsulfanyl-1H-tetrazolii, 1,3,4-oxadiazoli a
reverznich 3,5-dinitrofenyl-1,3,4-oxadiazolii. Bylo pfipraveno celkem dvandct finalnich latek,
z toho Ctyfi tetrazolové derivaty s methylovym stinénim siry (I. série, kapitola 4.2), Ctyii
oxadiazolové derivaty s methylovym stinénim siry (II. série, kapitola 4.3) a Ctyfi reverzni

oxadiazolové derivaty s ndhradou jedné nitroskupiny za brom (III. Série, kapitola 4.4).

Prvni série latek pouze v ptipadé brom derivatu vykézala uspokojivé hodnoty ucinnosti
proti M. tuberculosis. Vsechny dalsi testované latky této série vykdzaly podstatné horsi
ucinnost proti mykobakteriim ve srovnani s 1é¢ivy prvni linie (Tabulka 2, Tabulka 3) a l1ze tedy

fict, Ze u téchto struktur sterické stinéni atomu siry nenapomilize u€innosti dané¢ molekuly.

Ve II. sérii je vidét obecné snizeni ucinku u vSech latek (Tabulka 5), ovsem hodnoty
ucinnosti proti jednotlivym kmentim se kromé& M. avium pohybuji stile ve velmi dobrych
hodnotach MIC, srovname-li je naptiklad s 1éCivy prvni linie (Tabulka 2). Jejich G€innost
na M. tuberculosis a M. kansasii se pohybuje vrozmezi MIC 1-8 umol.I! a jedna se tak
o nejucinnéjsi latky pfipravené v ramci této prace.

Posledni, III. série., zahrnuje UspéSné syntetizované cCtyii findlni latky, které jsou
momentalné testovany proti mykobakteriim in vitro. Rovnéz se v ramci této série podatilo
uspéSné provést prvni kroky k tvorbé reverznich oxadiazolovych derivatd, které budou
obsahovat misto jedné nitroskupiny chlor.

Latky ptipravené v této praci u€innosti vyrazné neptevysuji lé€iva prvni linie proti TB.
Nicméné latka 5 vykazala podobné hodnoty jako etambutol, latky 7, 8, 9 a 10 vykazaly dokonce
lepsi hodnoty nez etambutol. Ve srovnani s isoniazidem maji latky 7-10 mirn€ horsi u€innost

proti M. tuberculosis, v U¢innosti proti M. kansasii ho ale pfekonavaji.

Obecné vsak Ize fict, Ze methylové sterické chranéni siry ani v jednom piipadé nevedlo
ke zvySeni aktivity proti mykobakteriim. I tak si n€které pfipravené struktury udrzely velmi
dobrou uc¢innost proti mykobakteridlnim kmentim, ktera se blizila hodnotam 1é¢iv prvni linie a

v n&kterych piipadech je dokonce prekonavala.
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WHO Svétova zdravotnickd organizace, World Health Organization

XDR-TB extenzivni rezistentni forma tuberkulozy

54



9. SEZNAM OBRAZKU, TABULEK A SCHEMAT

9.1. Seznam obrazku

Obrazek 1 — Incidence TB ve sVEt€ pro 1ok 2020........ccccvieeiiieeciieeeieeeeiie e eree s 8
ODbrazek 2 — ISOMIAZIA ....ccuveieeiiieciie ettt s e e eare e e sbeeenree s 14
ODbrazek 3 — RIFAMPICIN ....eeviiiiiiiiecie ettt ettt ettt et eaeebeeseneenbaesnnaens 14
Obrazek 4 — Etambuto] ........coooviiiiiiiiieiieeeeceeee et 15
Obrazek 5 — Pyrazinamid...........cooieiiiiiiiiiiieiee e 15
ODbTazek 6 — LeVOTIOXACIN....ccuviiiiiieeciieeciee ettt ettt e e et e e rae e earaeeeabeeesaree s 16
ODbrazek 7 — MOXITIOXACII ..eouviriieiieiieiiesieeie ettt s 16
Obrazek 8 — Bedachilin.........ccoooiiiiiiiiiiiiieieeceee e 16
ODbrazek 9 — LINCZOIId........ooeeiiieiieieiee ettt e s 17
Obrazek 10 — CyKIOSEIIN .....eoviriiiriiiiiiieieeiceest ettt 17
ODbrazek 11 — TeriZidion ...c.eevivieriieiieiesiieieee ettt 17
Obrazek 12 — Prehled vyvijenych AT ve stadiich preklinického a klinického vyvoje,

vcetn€ AT Cekajicich na schvaleni...........coocoeiiiiiiiiniii, 18
Obrazek 13 — Delamanid ...........ccceiieiiiiiiiecciee e e 19
Obrazek 14 — Pretomanid ..........cooeeiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee et 19
ODBIazek 15 = BTZO43 ...ttt et 20
ODbrazek 16 — MaKOZINOM ... ...couiiiiiiiiieiieeie ettt ettt et et e sebe e bt e eeeebeesaeeens 20
Obrazek 17 — Telacebek ........cocuieiiiiiiiiieiee e 20
ODBIazek 18 — GSK280.....couieiieiieiieie ettt s 20
Obrazek 19 — 1-substitované-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1H-tetrazoly................... 21
Obrazek 20 — 5-substituované-2-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1,3,4-oxadiazoly.......... 22
Obrazek 21 — S-substituované-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-thioly................ 23

Obrazek 22 — 1H-tetrazolova analoga s pfidanim methylové skupiny pro sterické stinéni
AtOMU SITY V 1L SEIIT ceviiiieiiiicciie et 24
Obrazek 23 — 1,3,4-oxadiazolova analoga s pfidanim methylové skupiny pro sterické
stinénim atomu Siry v IL SEril ......cceevvveviieiiiiniiiiieeieecee e 24

Obrazek 24 — Reverzni analoga 1,3,4-oxadiazoli se zaménou jedné nitroskupiny

za skupinu halogenovou v 111 S€rii.....cceeevvieeiiieeiiieeieeeie e 24
Obrazek 25 — Prehled ptipravenych latek v I SErii.....coovveviivieniiniiiiniiniiicnicceeeen 43
Obrazek 26 — Prehled ptipravenych latek ve I S€rii.......cocvvvirieneiiiniiniiiiricnieeee, 43
Obrazek 27 — Prehled ptipravenych latek ve IT1. SErit .......coooeeiieniiiiiiniiiiciies 44

55



9.2. Seznam tabulek

Tabulka 1 — Rozdéleni 1é¢iv proti MDR-TB do skupin dle doporu¢eni WHO?’............ 13
Tabulka 2 — U¢innost 16¢iv . linie proti TB, (hodnoty uvedeny jako MIC v pmol.1™").. 46
Tabulka 3 — Nameéfené hodnoty UcCinnosti latek 3-5 (hodnoty uvedeny jako MIC

VHIMOLI™) Lo 46
Tabulka 4 — Namétené hodnoty predlohovych sloucenin 1H-tetrazoli (hodnoty uvedeny
jako MIC v pmol 1) e, 47
Tabulka 5 — Namétené hodnoty antimykobakteridlni aktivity latek 7-10 (hodnoty uvedeny
jako MIC v MOLI™) oo, 47
Tabulka 6 — Naméifena ucinnost predlohovych 1,3,4-oxadiazolti (hodnoty uvedeny jako
MIC v mOLI ) e 47

9.3. Seznam schémat

Schéma 1 — Redukce vychoziho ketonu na alkohol 1 ..........cccoceiiiiiniiniiiiniiies 26
Schéma 2 — Mesylace alkoholu T .........coiiiiiiiiiiiiiieeeeceee e 27
Schéma 3 — Ptiprava findlnich 1H-tetrazolli 3-6 ...........ccccoevvieiiieniiiiieieeieecre e 28
Schéma 4 — Finalni pfiprava 1,3,4 0xadiazol@l 7-10 ........c..ccceeivieriieiiiniieieecieeieeeeens 30
Schéma 5 — Ptiprava 3-brom-5-nitrobenzooveé kyseliny 11 .......ccccocevviniiiiniiinenncnene 32
Schéma 6 — Piiprava methylesteru 12..........cociiiiiiiiiiiiiiieeeee e 33
Schéma 7 — Ptiprava benzohydrazidu 13...........cccoooiiiiiiiiiiieeee e 34
Schéma 8 — Ptiprava 1,3,4 oxadiazol-2-thiolu 14............cccccvvieiiiiniiieeeeeeeee e, 35
Schéma 9 — Ptiprava findlnich 1,3,4-oxadiazoll 15-18..........ccccooiiiiiiiiiiiiieeeies 36
Schéma 10 — Pfiprava 3-amino-5-nitrobenzoové kyseliny 19 kyseliny .......c..ccccceeeeeee 38
Schéma 11 — Ptiprava 3-chlor-5-nitrobenzoova kyseliny 20.............ccccceeevvieniieennnn. 39
Schéma 12 — Esterifikace pfipravené Kyseliny 20 .........c.cccccvvrevieieiiieeniieeieeeiieeeieeenns 39
Schéma 13 — Opétovna esterifikace pfipravené kyseliny 20 ...........ccccoevvveiiienieiiiennnnns 40
Schéma 14 — Tvorba hydrazidu 22 z pfipraveného esteru 21 ..........cccoevvveiiienieeiiiennnnns 41
Schéma 15 — Celkovy piehled syntézy pro I. a 1. SErii.....ccceeevieeeiiieeiiiieieeeieeeeene 42
Schéma 16 — Piehled syntézy pro III. sérii a prvni reakce reverznich Cl derivati......... 45

56



