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Skolitel: Ing. Galina Karabanovich, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Syntéza aza-analogh sloucenin s vysokou antimykobakteridlni

aktivitou

Tuberkuléza (TB) je celosvétové rozSifené onemocnéni, které je vyvolavéano
ptedevsim bakterii M. tuberculosis. TB je 13. nejcastéjsi pfi¢inou umrti a z pohledu tmrti
u HIV-pozitivnich osob. Z diivodu rostouci rezistence na 1éCiva 1. linie a 2. linie je nutné se

vénovat vyzkumu novych antituberkulotik.

Diplomova prace navazuje na vysledky ziskané na KOBCH FaF UK, kde byly
v ptredchozich  letech  vynalezené¢  5-alkyl/aryl-2-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,3,4-
oxadiazoly, které vykazovaly vybornou antimykobakteridlni aktivitu, jejich minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) dosahovala az 0,03 uM. Tato aktivita je o fady vyS$$i neZ ma

isoniazid, 1é¢ivo 1. linie pti 1écbé TB, ktery ma hodnoty MIC 0,5 puM.

V ptedchozich pracich bylo ukazéno, Ze 3,5-dinitrofenylovy fragment je klicovym
pro vysokou antimykobakteridlni aktivitu a Ze derivaty s 1,3,4-oxadiazolovy cyklem vykazuji
nejvyssi ucinnost ve srovnani s 1H/2H-tetrazolovymi a 1,2,4-triazolovymi derivaty. AvSak
zlustavala otazka vlivu siry ve spojovacim fetézci na aktivitu. Proto byla cilem této prace
syntéza 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amind, u kterych je sira ve

spojovacim fetézci nahrazena atomem dusiku.
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Syntéza 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminti vychazi z reakce
acylhydrazidii s (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatanem s nasledujici cyklizaci vzniklych 1-
acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidi. V této praci byly provedeny pokusy o
optimalizaci syntézy (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatanu, byl zkoumdan vliv rozpoustédla,
teploty a poméru vychozich latek. Cyklizace 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidii
byla provedena za dvou reakénich podminek a byla porovnéna vytéznost reakci. Taktéz bylo

pokouseno alkylovat pfipravené 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy.

V ramci prace se podafilo pfipravit 5 findlnich latek, u kterych byla stanovena

antimykobakterialni aktivita.
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Tuberculosis (TB) is widespread disease, caused by bacteria M. tuberculosis. TB is
the 13th leading cause of death and was the 2nd leading cause of death from infectious diseases
in 2020. TB is also the most common cause of death in HIV-positive people. Due to increasing

resistance to Ist line and 2nd line drugs, research into new anti-TB drugs is needed.

This diploma thesis is based on previous results obtained at KOBCH FaF UK, where
S-alkyl/aryl-2-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,3,4-oxadiazoles were invented. These 1,3,4-
oxadiazoles showed excellent antimycobacterial activity with minimal inhibitory
concentration (MIC) values of 0.03 uM. This activity is much higher than that of isoniazid,
first-line antituberculotic drug, which has MIC values of 0.5 uM.

In previous work, it has been shown that the 3,5-dinitrophenyl fragment is crucial to
the high antimycobacterial activity and that derivatives with a 1,3,4-oxadiazole cycle show the
highest potency compared to 1H/2H-tetrazole and 1,2,4-triazole derivatives. However, the
question of the effect of sulfur in the linker chain on the activity remained. Therefore, the aim
of this work was to synthesize 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazole-2-amines

in which the sulfur in the linker chain is replaced by a nitrogen atom.
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The synthesis of 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazole-2-amines is
based on the reaction of acylhydrazides with (3,5-dinitrobenzyl)isothiocyanate followed by
cyclization of formed 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemicarbazides. In the present work,
attempts were made to optimize the synthesis of (3,5-dinitrobenzyl)isothiocyanate, and the
effect of solvent, temperature and ratio of starting materials was investigated. The cyclization
of l-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemicarbazides was carried out under two reaction
conditions and the yields of the reactions were compared. Alkylation of the prepared 5-

alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amines was also attempted.

In the current work, 5 final compounds were prepared and their antimycobacterial

activity was evaluated.
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3. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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rifampicin rezistentni tuberkul6za
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tuberkul6za

tenkovrstva chromatografie

Svétova zdravotnickd organizace
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XDR-TB extenzivne€ rezistentni tuberkuloza
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4. UVOD

4.1. Tuberkuloza

Tuberkuléza (TB) je onemocnéni zptisobené bakteriemi komplexu Mycobacterium
tuberculosis, do kterého patii M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti a M.
caprae'. TB nejéast&ji postihuje plice a zptisobuje plicni tuberkulézu. Miizou byt oviem
zasazeny i jiné organy jako ledviny, mozek, micha®— v tomto ptipadé se jedna o mimo plicni
TB. V ptipad¢ klinické manifestace onemocnéni se jedna o aktivni TB; pokud pacient
nevykazuje symptomy onemocnéni, ale je piesto infikovan M.tuberculosis, pak se jedna o
latentni formu.? Pokud jsou zasazeny minimalné 2 organové systémy jedna se o diseminovanou
formu.* Odhaduje se, Ze az 25% svétové populace miize mit latentni formu TB.> Pacienti s
latentni formou TB nepienaseji, ale jsou ve vysokém riziku rozvoje aktivni formy TB.> M.
tuberculosis se prendsi kapénkovou cestou od jedinct s aktivni plicni TB. Riziko rozvoje z
latentni formy do aktivni formy je 5-10% b&hem Zivota infikovaného jedince, ale nejvyssi
riziko je v prvnich 5 letech po infekci.* Imunokompromitovani jedinci napiiklad s HIV,
malnutrici nebo diabetem maji toto riziko zvysené, HIV infikovani jedinci maji toto riziko az
18x vetsi.”

V roce 2020 zemftelo na TB 1,5 milionu lidi, z toho 214 000 bylo infikovano HIV. TB
na 2. misté, na prvnim misté byl v roce 2020 Covid-19. Ve stejném roce se odhaduje, Ze
onemocnélo s TB 10 miliénd 1idi.° Podle WHO, 95% pftipadii a tmrti je evidovano v
rozvojovych zemich. V roce 2020 se 2/3 vSech novych ptipadii TB objevilo v 8 zemich: Indii,

Cing, Indonésii, Filipinach, Pakistanu, Nigérii, Bangladési a Jihoafrické republice.’

Symptomy se odviji dle lokalizace TB bakterii. Plicni forma zahrnuje dlouhotrvajici
kasel, bolest hrudi, expektorace krve nebo sputa. Mezi vedlejs$i symptomy pak patii slabost,
Unava, ztrata vahy, ztrata chuti k jidlu, horecka, no¢ni poceni. Jedinci s latentni TB infekci
symptomy nemaji.” Symptomy u aktivni formy mohou byt po nékolik mésicti velmi mirné, coz
muze mit za nasledek zpozdéné vyhledavani 1ékarské péce a infekci dalSich jedinci. Odhaduje

se, ze jedinec s aktivni formou infikuje 5-15 dal$ich lidi béhem roku. Bez adekvétni péce
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zemie 45% HIV-negativnich lidi s aktivni formou TB, zatimco skoro vSichni HIV-pozitivni

jedinci s aktivni formou TB zemiou.

Pii podezieni na TB se pacientovi odeberou vzorky sputa, v pfipadé mimoplicni
lokalizace se odeberou vzorky télnich tekutin nebo postizené tkdn€. Vzorky se dale posilaji na
vySetfeni pomoci molekuldrnich diagnostickych testli, mikroskopického vysetieni a kultivaci
v tekutém médiu. Je mozné vyuzit i skiagram hrudniku. V ptipadé potvrzeni pfitomnosti TB

se dale vysettuje citlivost na 1é¢iva.’

Vyskyt rezistentnich kment M. tuberculosis je celosvétovy problém, zhorSovany
nevhodnym uzivanim 1€k, Spatnou preskripci a neadherenci pacienta k dlouhodobé 1é¢be.
MDR-TB (multidrug-resistant tuberculosis) je zptisobovana bakteriemi rezistentni na isoniazid
a rifampicin. MDR-TB je 1éc¢itelnd 1éCivy 2. linie, nicméné tato terapie nese fadu nevyhod
zejména dlouhou dobu 1écby (az 2 roky) a pouzivané latky jsou Casto drahé a s vice
nezadoucimi G&inky. Uginnost terapie MDR-TB dosahovala v roce 2018 59 %. Jako XDR
(extensive drug resistance) jsou oznacovany MDR kmeny dale rezistentni k fluorochinoloniim
a alespon k jednomu parenteralnimu léCivu 2. linie (kapreomycin, kanamycin, amikacin).
Muzeme se potkat s RR-TB (rifampicin resistant tuberculosis), u které jsou mykobakterie
rezistentni k rifampicinu. Je n¢kolik diivodd vzniku a Sifeni rezistentnich kmenti — uzivani
pouze jednoho léku misto kombinace, nedostatecnd jakost 1é¢iv ¢i nevhodné skladovani.
Ditlezitym faktorem je i nedostatend adherence k terapeutickému rezimu, kdy pacient

piedcasné prerusi 1é¢bu, ¢i nedodrzuje spravné davkovaci schéma.>®
4.2. Lécba tuberkulozy

4.2.1. Lécba lékové citlivych forem tuberkulozy

Lécba TB je dlouhodoba, podavani antituberkulotik trvda minimalné 6 mésict. K 1é€bé
se pouziva kombinace antituberkulotik, které se zpravidla podavaji jednordzové v ranni davce
pod kontrolou oSettujiciho personalu. Lécba TB ma za cil vylécit pacienta, zachovat jeho
kvalitu Zivota, predejit umrti, omezit pfenos TB, zabranit vzniku rezistence a omezit pozdni
nasledky onemocnéni. Mezi zakladni antituberkulotika patii isoniazid, rifampicin, ethambutol
a pyrazinamid. Mezi dulezité vlastnosti antituberkulotik spada jejich baktericidni Ucinek,

schopnost usmrtit semidormantni bakterie (sterilizacni c¢inek) a prevence vzniku lékové
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rezistence. Antituberkulotika se podavaji v ranni dédvce nala¢no z divodu sniZovani u¢inku
nekterych antituberkulotik (isoniazid, pyrazinamid, rifampicin) pfi podavani s jidlem. Terapie
1é¢ivy 1. linie je efektivni pii 1écbé TB zptsobené citlivymi formami M. tuberculosis, terapie

je pak u¢inna v 90% piipada.’

V inicidlni fazi 1écby Iékoveé citlivych forem TB se pouziva ctyfkombinace
antituberkulotik (isoniazid, rifampicin, pyrazinamid, ethambutol), tato faze trva minimaln¢ 2
meésice. Béhem této faze se vyuziva baktericidniho ucinku IéCiv, které rychle usmrti
subpopulaci délicich se bakterii, zarovenn kombinace s 1éCivy se sterilizatnim uUCinkem
usmrcuje i subpopulaci perzistujicich, nedélicich se bakterii. V dalSi pokracovaci fazi se
podava dvojkombinace antituberkulotik — isoniazid a rifampicin, trva standardné 4 meésice.
Ani dlouhodob4 kombinovand terapie nemusi mit dostatecny efekt, jelikoz ¢ast bakterii se
muze schovat do téZce pro 1é¢ivo dostupnych kompartmentl jako jsou granulomy, kavity a
abscesy. Cim déle je TB nelééena, tim vice se bakterii takto uschova. Tyto spici bakterie jsou
poté pii¢inou recidivit.” Mimoplicni a diseminovand TB vyzaduji delsi terapii, v piipadé
kloubni nebo kostni TB trva terapie 9 mésicii, pti postizeni centralni nervové soustavy pak i

12 mésict.?

4.2.2. Lécba rezistentni tuberkulozy

Na zéklad¢ vystupti meta analyz studujici uc¢innost 1é¢iv 2. linie aktualizovala WHO
v roce 2020 svoje doporucené postupy. WHO rozdéluje 1é¢iva 2. linie do tti skupin (tabulka 1)
podle jejich ucinnosti a toxicity. Perordlni podavani je preferovano pro vétSinu pacientd.
Léciva ze skupiny A (fluorochinolony (levofloxacin, moxifloxacin), bedachilin, linezolid) jsou
siln€¢ doporucovéna pro dlouhodobou terapit MDR-TB, méli by byt soucasti inicialni terapie s
vyjimkou prokéazani rezistence ¢i rizika toxicity. Parenteralné podavana 1é¢iva (streptomycin,
amikacin) maji zvySené riziko nefrotoxicity, ototoxicity a Spatnou adherenci k terapii. Pti
zvéazeni benefitl a rizika nejsou proto parenteralni 1é€iva vhodna pro inicialni 1écbu MDR-TB
a méla by byt podavana jen pii prokazané citlivosti a pti peclivém monitoringu ztraty sluchu.
Pro pacienty s MDR/RR-TB je doporuc¢ovano uzivani vSech 3 latek ze skupiny A a alesponi 1
1é¢ivo ze skupiny B. Terapie by méla zacinat s minimalné 4 1éCivy, pokud nelze pouzit 1éciva

ze skupin A nebo B, teprve pak by se méla ptidat 1é¢iva skupiny C.!°
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Skupina, postup Lécivo
Levofloxacin nebo moxifloxacin
Skupina A T
Bedachilin
pouzit vSechny
Linezolid
Skupina B Clofazimin
pfidat jednu nebo obé latky Cykloserin nebo terizidon
Ethambutol
Delamanid
Skupina C Pyrazinamid
Na doplnéni lécebného rezimu, kdyz nelze Imipenem/cilastatin nebo meropenem
pouzit latky ze skupiny A a B Amikacin nebo streptomycin
Ethionamid nebo prothionamid
P-aminosalicylova kyselina

Tabulka 1: Léciva 2. linie dle WHO'"?

4.2.3. Bunécna sténa mykobakterii

Mykobakterie jsou aerobni, pomalu rostouci, gram-pozitivni bakterie s bunécnou
sténou bohatou na lipidy. Bunécna sténa se strukturou a sloZenim odliSuje od ostatnich gram-
pozitivnich i gram-negativnich bakterii, obsahuje unikatni lipidy, které davaji mykobakteriim
jedine¢né vlastnosti: nizkou permeabilitu bunééné stény, rezistenci na mnoha antibiotika a
odolnost pred vysusenim.!! Bun&na sténa se také podili na nékolika ddleZitych procesech,
jako jsou ochrana buiiky, transport, virulence a patogenita, coz déla z buné¢né stény vhodnym

cilem pro nova lé¢iva.'?

Bunéénd sténa (Obrazek 1) je sloZena ze2 vrstev polysacharidii, pfimo nad
cytoplazmatickou membranou je vrstva peptidoglykanu, kterd je ten¢i nez u ostatnich gram-
pozitivnich bakterii. Nad ni se nachdzi vrstva polysacharidu arabinogalaktanu, kterd je

kovalentné& spojena s vrstvou peptidoglykanu a s vrstvou lipidi. '3
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Obrazek 1: Mykobakterialni bunécna sténa 1. glykolové lipidy 2. mykolové kyseliny 3.
arabinogalaktan 4. peptidoglykan 5. cytoplazmaticka membrana (prevzato a upraveno:
Harris, N.C., 2019)"

Lipidova vrstva je slozena z unikatnich lipidi, jednim z nich jsou mykolové kyseliny.
Mykolové kyseliny jsou typické pro mykobakteridlni bunécnou sténu, piedstavuji az 60 %
celkového slozeni. Strukturné se jednd o dlouhé 2-alkyl-3-hydroxy mastné kyseliny. Jsou
kovalentné vazany s vrstvou polysacharidi — arabinogalaktanem. Ve spojeni s lipidy bunécné

stény jsou uspoiadany do dvojvrstvy a podileji se na virulenci a flexibilit¢ bunééné stény!'!.

9,15 16,17

Syntéza mykolovych kyselin je mistem U€inku isoniazidu™ ~ nebo delamanidu

Lipidové vrstva také obsahuje glykolové lipidy, které jsou nekovalentné vézané a
zprostiedkovavaji interakce s jinymi membranami a receptory, umoziuji tak regulaci imunitni
reakce. Jednim z nich je lipoarabinomannan (LAM), ktery umoznuji pieziti bakterie v hostiteli.
LAM blokuje fuzi fagozomu makrofagu s kyselymi lysozomy a tim zabrafiuje usmrceni
mykobakterie  uvnitf makrofagu.'® LAM je slozen =z D-arabinofuranézy a
mannopyranosylovych zbytk®.!> Na arabinogalaktan a LAM cili ethambutol, ktery inhibici

arabinosyltransferazy blokuje jejich syntézu.’
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Dekaprenylfosforyl-B-D-ribdza-2'-epimerazy (DprE1 a DprE2) jsou diilezité enzymy,
které umoznuji epimerizaci dekaprenylfosforyl-D-rib6zy na dekaprenylfosforyl-D-arabinézu
(DPA). DPA je klicovou latkou pro dalsi syntézu arabinogalaktanu v bunééné sténé. Tyto

enzymy jsou potencionalnim cilem novych 1é¢iv — benzothiazinont. '

4.3. Pouzivana léCiva v terapii tuberkulozy
4.3.1. Léciva 1. Linie

4.3.1.1. Isoniazid

Isoniazid (Obrazek 2) ucinkuje jak baktericidné na aktivné rostouci bakterie, tak 1
bakteriostaticky na neaktivni formy. Plisobi jak na extracelularni, tak i na intracelularni aktivné
rostouci bakterie. Jedna se o velmi selektivni 1é¢ivo pusobici na M. tuberculosis, M. bovis, M.
kansasii, na ostatni mikroorganismy neucinkuje. Isoniazid je proléivo, které se aktivuje
bakteridlni kataldzou. Po aktivaci inhibuje syntézu mykolovych kyselin, které jsou nezbytnou
soucasti bunécné stény. Ma dobrou absorpci po peroralnim podani, ovSem absorpce je snizena,
pokud je isoniazid podan s potravou. Je metabolizovan jatry pfevazné acetylaci na neaktivni
metabolity, které se dale vylucuji do moci. Rychlost biotransformace je geneticky podminéna

a pomala acetylace miize vést k riistu nezadoucich G¢inkd.>!

H»

|
NH

B
P
N
Obrazek 2: Isoniazid
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4.3.1.2. Rifampicin

Rifampicin (Obrazek 3) je semisyntetick¢é antibiotikum produkované Streptomyces
mediterranei. Jeho uc¢inek je baktericidni, je ulinny jak na M. tuberculosis, atypické
mykobakterie tak i na M. leprae. Mechanismus ucinku zahrnuje blokaci DNA dependentni
RNA polymerdzy nasledovanou inhibici RNA syntézy a bunéénou smrti. Z
gastrointestinalniho traktu je rychle vstiebavan, absorpce po peroralnim podani je témet 100%.
Potrava v zaludku nicméné muze znacné snizit absorpci, podava se proto nalacno. Ma dobrou

distribuci do télnich tekutin, lymfatickych uzlin tak i do tuberkul6znich lozisek. Metabolizuje

9,19

se jatry a je vylu¢ovan z 60% stolici a z 30% moci.

.N/\
"~
Obrdazek 3: Rifampicin

4.3.1.3. Ethambutol

Ethambutol (Obrazek 4) je bakteriostatické 1écivo, pouzivany v terapii plicni
tuberkulozy. Pisobi specificky na rostouci M. tuberculosis, M. bovis a M. kansasii, sterilizani
aktivita je nicméné mald. Mechanismus ucinku neni zcela objasnén, pfedpoklada se, Ze po
praniku do buiiky bakterie inhibuje arabinosyltransferazu, coz vede k blokovani tvorby slozek
bunécné stény jako jsou arabinogalaktan a lipoarabinomannan. Je G¢inny i na mykobakterie
rezistentni vici jinym antituberkulotikam a je podavan v kombinacich u pacientli s
pfedpokladanou ¢i potvrzenou rezistenci na isoniazid. 80% IléCiva se absorbuje z

gastrointestinalniho traktu, absorpce neni vyrazné ovlivnéna potravou. Dobfe se distribuuje do
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tkani, tak 1 do mateiského mléka, rovnéz prochazi placentou. Je Castecné metabolizovan jatry

a eliminuje se moci.”*°

OH

H
/\/N
N
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Obrazek 4: Ethambutol
4.3.1.4. Pyrazinamid

Pyrazinamid (Obrazek 5) ptsobi vysoce specificky a baktericidn€ na M. tuberculosis.
Utinkuje na pomalu i rychle rostouci bakterie. Piisobi pii kyselém pH, pfi odeznivajicim
zanétu a s tim spojenym vzestupem pH ztraci i¢innost. JakoZzto prolécivo je pyrazinamid dale
konvertovan na pyrazinovou kyselinu. Mechanismus u¢inku neni plné objasnén, jednim z
moznych mechanismi je inhibice enzymu FAS (fatty acid synthase), ktery je nezbytny pro
bakteridlni syntézu mastnych kyselin. Dal§$im moZznym mechanismem je akumulace
pyrazinové kyseliny a nasledné naruSeni membranové potencidlu. Pyrazinova kyselina se
rovnéz vaze na ribosomalni protein S1 (RpsA) a inhibuje tak procesy translace. Absorbuje se
témet kompletné ze zaZivaciho traktu, distribuuje se do vétSiny tkani. Aktivni metabolit je

metabolizovén jatry a je eliminovan ledvinami.®?!

HoN /

o)

Obrazek 5: Pyrazinamid
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4.3.2. Léciva 2. linie

4.3.2.1. Fluorochinolony

Levofloxacin a moxifloxacin (Obrazek 6) ptedstavuji prvni volbu pfi rezistentni TB
nebo pfi intoleranci 1é¢iv 1. linie dle doporuceni WHO.!%?? Jsou to 1é¢iva spadajici do skupiny
fluorochinolonli, mechanismus ucinku je skrze inhibici DNA gyrdzy a topoisomerazy IV.
Fluorochinolony maji vhodné farmakokinetické vlastnosti v terapii TB, maji velmi dobrou
biodostupnost a distribuuji se 1 intracelularné. Eliminuji se ledvinami a jatry. M¢li by se uzivat
v kombinaci s alesponi dalSimi 2 antituberkulotiky. Terapeutické monitorovani hladin je
vhodné pro dosazeni maximalni terapeutického ucinku, obzvlasté u pacientd s rizikem
malabsorpce jako HIV pozitivni pacienti. Jsou dobfe tolerované, nicméné vzacné se vyskytuji
zavazné nezadouci U€inky, nejcastéjSim problémem jsou pii terapii interakce s polyvalentnimi
kationty — Ca?*, Mg?", AI**, Fe’". Tyto kationty mohou byt sou¢ésti ¢asto uzivanych 1é¢iv jako
jsou antacida nebo doplnku stravy, pii sou¢asném uziti s fluorochinolony jsou chelatovany a

vznika tak $patné absorbovatelny, nerozpustny komplex. 23-242%.26.27.28

H
OH | ©

9,

Obrazek 6: Ofloxacin (vlevo) a moxifloxacin (vpravo)

4.3.2.2. Bedachilin

Bedachilin (Obrazek 7) spadé do skupiny diarylchinoloni. Protonovany bedachilin
ma vysokou afinitu k ATP syntdzovému komplexu a tento komplex inhibuje. ATP syntazovy
komplex je odpovédny za produkci ATP, esencidlni molekuly pro tvorbu energie v burice.
Bedachilin je metabolizovan CYP3A4 enzymem na méné U¢inné aktivni metabolity. Jeho

biologicky polocas (173 hodiny) je pomérné dlouhy a umoziuje jeho intermitentni podavani v
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kombinaci s dalsimi antituberkulotiky.?*-° Pod4ava se vzdy v kombinaci se &tyfmi dalsimi

antituberkulotiky. Pfed zahajenim 1€¢by je nutné pacienta vysetfit pomoci elektrokardiogramu

z ditvodu prodluzovani QT intervalu bedachilinem.’

~/
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Obrazek 7: Bedachilin

4.3.2.3. Linezolid

Linezolid (Obrazek 8) je oxazolidinonové antibiotikum, mechanismus ucinku
zahrnuje specifickou vazbu na misto 23S podjednotky 50S bakteridlniho ribozomu, coz
zabranuje translaénimu procesu. Po peroralnim podani je absorpce rychlé a skoro 100% a neni
vyznamné ovlivnéna potravou. Distribuéni objem je ptiblizné 40-50 litrii. Metabolizuje se

oxidaci morfolinového cyklu na neaktivni metabolity a je eliminovéan pievazné mo¢i.’!-?

o
o% / \
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Obrazek 8: Linezolid
4.3.2.4. Clofazimin

Clofazimin (Obrazek 9) se vyuziva v terapii lepry, novéji pak i v terapii tuberkulozy.
Mechanismus uc¢inku neni pln€ objasnén, ptredpoklada se, ze pusobi skrze destabilizaci
bunééné membrany, ¢i skrze pisobeni na bakteridlni respiracni fetézec nebo pisobenim na

iontové transportéry. Absorpce je pomald a variabilni, pohybuje se v rozmezi 45-62 %,
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nejvetsi biodostupnost je pii podavani s tuénym jidlem, nevstfebany podil 1éCiva se vylucuje
se stolici. Clofazimin je velmi lipofilni a je deponovan do tukové tkan€, odkud je dale
distribuovan pomoci makrofagi. Krystalizovana latka byla objevena v lymfatickych uzlinach,
jatrech, slezing, svalech, kostech a dalSich tkanich. Je eliminovan skrze zlu¢ a stolici, mala ¢ast

je pak vylu¢ovéana sputem a potem. Podil rendlni exkrece je zanedbatelny.*>3

Cl
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Obrazek 9: Clofazimin
4.3.2.5. Delamanid

Delamanid (Obrazek 10) patii do skupiny nitro-dihydro-imidazooxazolovych
derivatd, inhibuje syntézu slozek mykobakteridlni bunécné stény naptiklad methoxymykolové
a ketomykolové kyseliny. Jedna se o prolécivo, které se se aktivuje enzymem deazaflavin
dependetni nitroreduktdzou (Rv3547). Biodostupnost se pohybuje v rozmezi 25-47 %,
podavani s potravou zvySuje absorpci. Vztah podané davky a plazmatické koncentrace pfi
peroralnim podani je nelinedrni. Zdanlivy distribu¢ni objem je 2,100 litri. Je metabolizovan v
plazmé albuminem a v mensi mife pak CYP3A4. Polo¢as delamanidu ¢ini 30-38 hodin a je
primarné vylucovan stolici.’>*® Prodluzuje QT interval a je proto nutné monitorovat pacienta

elektrokardiogramem.’
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Obrazek 10: Delamanid
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4.3.2.6. Aminoglykosidy

Z aminoglykosidovych antibiotik patii do 1é¢iv II. linie amikacin a streptomycin.
Jejich mechanismus uc¢inku zahrnuje vazbu na bakterialni 30S ribozomalni podjednotku a s
tim spojenou inhibici proteosyntézy. Amikacin (Obrazek 11) ma Spatnou absorpci po
perordlnim podédni. Distribuéni objem se pohybuje kolem 28 litri a je eliminovan
ledvinami.?”*® Streptomycin (Obrazek 11) ma taktéZ $patnou biodostupnost po peroralnim
podani. Proto jsou oba Iéky podavany parenteraln¢ intramuskuldrné ¢i intraven6zné. Polocas
streptomycinu je 2,5 hodin a je eliminovan ledvinami. Nezddoucimi G¢inky aminoglykosida

je ototoxicita a nefrotoxicita.3%404!

Obrazek 11: Amikacin (vlevo) a streptomycin (vpravo)

4.3.2.7. Pretomanid

Pretomanid (Obrézek 12) se podava spole¢né s badachilinem a linezolidem, je urceny
k 1écbé TB, kterd je rezistentni alespon na 4 rtiznd antituberkulotika (véetné isoniazidu a
rifampicinu), nebo pfi nemoZnosti uZiti jinych antituberkulotik v disledku neZadoucich
ucinkd. Jako prolécivo je aktivovano enzymem nitroreduktazou na reaktivni dusikaté latky,
které jsou toxické pro mykobakterie. Dal§$im mechanismem u¢inku je inhibice tvorby bunécné
stény.*? Biodostupnost je po peroralnim podani vice nez 53 %, absorpce je zvétsend pii podani
s tu¢nym, vysoce kalorickym jidlem. Pretomanid je extenzivné metabolizovan na vice nez 19
metabolitl skrze rtizné metabolické cesty, polocas ¢ini 16 hodin. Je eliminovan z 53-65 %

modi a z 26-38 % stolici.*>*
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Obrazek 12: Pretomanid

4.3.3. Dalsi potencionalni antimykobakterialni latky

4.3.3.1. Benzothiazinony a dal$i DprEl1 inhibitory

Potencionalni nova antituberkulotika jsou benzothiazinony (BTZ043) a jeho
piperazinovy derivat macozinon (PBTZ-169) (Obrazek 13). Tyto slouceniny vykazuji
vybornou antimykobakterialni aktivitu, dosahuji hodnot MIC 1,5 ng/ml (BTZ043)* a <0.19
ng/ml (PBTZ-169)*. Jejich mechanismus u¢inku je zaloZen na ireverzibilni inhibici
bakterialni dekaprenylfosforyl-B-D-ribosa-2"-epimerazy (DprEl), ktera je dilezitym mistem
syntézy dekaprenylfosforyl arabindzy, ta je esencialni pro biosyntézu slozek bunécné stény —
arabinogalaktanu a lipoarabinomannanu.*® I kdyz maji ob& latky stejny mechanismus G¢inku,
PBTZ-169 ma fadu vyhod. PBTZ-169 nema chirdlni centra, tedy jeho syntéza, kontrola a
vyroba je snazsi a levnéj$i. Dale vykazuje mensi cytotoxicitu a rychlejsi absorpci. Inhibuje
DprE1 efektivnéji nez BTZ043, coz mtize byt zptisobeno lepsi flexibilitou cyklohexylmethyl-
piperazinového fragmentu na aktivnim mist¢ DprE1.*7 Latky jsou ve stadiu klinického

testovani.

o { No, N
Y@%YOL yfiﬁvﬁg

Obrazek 13: BTZ043 (vlevo) a PBTZ-169 (vpravo)
Jsou znamé 1 dalsi latky inhibujici DprE1 — dinitrobenzamid DNB1 a jeho derivaty.

Benzothiazinony a dinitrobenzamidy jsou nitroaromatické latky, obsahujici elektron odtahujici
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skupinu (EWG) v pozici meta vici nitro skupin€. Na zaklad¢ téchto vlastnosti byli nalezeny,
piipraveny a otestovany dalsi latky — MTX, CT319, jako potencionalni antituberkulotika
(Obrazek 14).%

ﬁng

NoWve

Obrazek 14: DNBI (vlevo), MTX (vpravo), CT319 (dole)

4.4. Vyzkum na FaF UK

Katedra organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
se vénuje vyvoji novych potenciondlnich antituberkulotickych latek se zaméfenim na
substituované dusikaté heterocykly obsahujici ve své struktufe nitroskupinu. Hlavnimi
subjekty vyzkumu jsou substituované 1,3,4-oxadiazoly, tetrazoly a jejich analoga, které

obsahuji 3,5-dinitrofenylovy fragment.
4.4.1. Benzazoly

Béhem studia benzazolli byla objevena antimykobakterialni aktivita sloucenin, kde
alkylsulfanylova skupina byla pfipojena k elektron deficitnimu atomu uhliku heterocyklu. Na
zaklad¢ téchto vysledkl byly pfipraveny série 2-benzylsulfanylbenzazolti — benzimidazold,

benzoxazoll a benzothiazold, s riiznou substituci na benzylu (Obrazek 15).%
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Obrazek 15: Substituovany 2-benzylsulfanylbenzimidazol, -benzoxazol a -benzthiazol

(X=N, O, S)

MIC vuci M. tuberculosis My 331/88 (uM)
R= Benzimidazol>° Benzthiazol* Benzoxazol®!
benzyl 250 250 250
4-nitrobenzyl 62 32 62
3,5-dinitro 4 2 8
2,4-dinitro 4 2 8
Tabulka 2: Antimykobakterialni aktivita 2-benzylsulfanylbenzazolu (uvedeny hodnoty MIC v

M)
Nejlepsich antimykobakteridlnich aktivit dosahovali ve vSech sériich 3,5-dinitro a
2,4-dinitrobenzyl derivaty (Tabulka 2). Dinitro substituované latky se jevili jako nejslibnéjsi,

a proto jsme se jim dale vénovali.

Hlavni nevyhodou substituovanych 2-benzylsulfanylbenzazolii vSak byla jejich nizka

t49

rozpustnost.”” Proto se vyzkum zaméfil na moznou obmeénu heterocyklu benzazolu, s cilem

zlepsit ADME vlastnosti a rozpustnost.

4.4.2. Analoga benzimidazoli s modifikovanym heterocyklem

Za ucelem vyvinuti latek s lepsi u€innosti a rozpustnosti, byly pfipraveny série latek,
kde byl benzimidazolovy heterocyklus zaménén za jiny heterocyklus (Obrazek 16). Obména
benzimidazolu (MIC 4 uM)*° za tetrazolovy (MIC 1 upM)>? &i 1,2,4-triazolovy (MIC 1 uM)>*
cyklus nevedla k vyraznému zlepSeni aktivity. Ale zadména za 1,3,4-thiadiazolovy (MIC
0,03 uM)*> nebo 1,3,4-oxadiazolovy heterocyklus (MIC 0,03 uM)* byla spojena s vyrazné

vy$§i Ucinnosti, a proto miZeme tvrdit, ze 1 heterocyklus pfispiva ke zvySeni
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antimykobakteridlni aktivity. 1,3,4-Oxadiazoly meéli lepS§i rozpustnost v organickych

rozpoustédlech a proto byly vybrany pro dalsi studie.

Substituované 1,3,4-oxadiazoly a 1,3,4-thiadiazoly byly dale testovany a ukazalo se,
ze neovliviiovali rast jinych bakterii ani hub, vykazovali tedy vysokou selektivitu vici M.
tuberculosis. M¢li také nizkou toxicitu vici lidskym hepatocytim a testy genotoxicity a
mutagenity prokazali nizkou mutagenitu téchto latek. Kvili pfitomnosti dvou nitroskupin a
strukturni podobnosti s DNB1, CT319, MTX (Obrazek 14) a benzothiazinony (Obrazek 13) se
predpokladalo, Ze by tyto latky mohly inhibovat DprEl, avSak studie naznacili novy
mechanismus ucinku zahrnujici inhibici mykobakteridlnich nukleovych kyselin. Nevyhodou

téchto latek byla jejich rychla metabolick4 degradace a nizka rozpustnost ve vodg.>>

N— N—},

N/<N J\ NO, R1/</X J\ NO,
/

N02 NOZ

—L

NO,
Obrazek 16: Substituovany tetrazol (R=alkyl, aryl) a 5-substituovany 2-[(3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl]-1,3,4-oxadiazol, 1,3,4-thiadiazol (R=alkyl, aryl, X=0,S) a
3,4-di(alkyl/aryl)-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-4H-1,2,4-triazol.

4.4.3. Analoga s modifikovanym spojovacim Fetézcem a R; substituci

Pti vyzkumu 1-alkyl/aryl-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1H-tetrazold byl rovnéz
zkouman vliv spojovaciho fetézce na antimykobakteridlni aktivitu. Byly proto pfipraveny
analoga se sulfanylovym, oxy, selanylovym, sulfoxidovym, a sulfonovym spojovacim
fetézcem (Obrazek 17). Isosterni zdména heteroatomu (S, Se, O) neméla vyznamny vliv na

aktivitu — latky vykazovaly stejnou aktivitu viici M. tuberculosis a dosahovali MIC 1 uM.
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Oxidace siry vedla ke sniZeni aktivity z 1-4 uM na 8-62 uM u sulfoxidovych derivati a 2-16

uM u sulfonovych derivati.>¢

N—
v
N )\ NO,
N X
/
R4
NO,
Obrazek 17: Tetrazoly s modifikovanym spojovacim retézcem X=-0O-, -S-, -Se-, -SO-, -SO:>-

K prozkoumani vlivu délky spojovaciho fetézce byly ptipraveny 1-alkyl/aryl-5-(3,5-
dinitrofenyl)sulfanyl-1H-tetrazoly, kde byl vynechan methylen ve spojovacim fetézci, a 1-
alkyl/aryl-3,5-dinitrofenyl-1 H-tetrazoly s 3,5-dinitrofenylovy fragmentem pfimo napojenym
na tetrazolovy kruh (Obrézek 18).

N— NO, N—
v ’\“ ¥ T‘
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Obrazek 18: 1-Alkyl/aryl-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1 H-tetrazol (vlevo, predlohova
latka), 1-alkyl/aryl-5-(3,5-dinitrofenyl)sulfanyl-1H-tetrazol (uprostred) a 1-alkyl/aryl-3,5-
dinitrofenyl-1H-tetrazol (vpravo)

Ukézalo se, Ze vynechani methylensulfanylové skupiny u Il-alkyl/aryl-3,5-
dinitrofenyl-1H-tetrazolt vedlo ke zvySeni aktivity az na MIC 0,03 uM, ale pouhé zkraceni
fetézce o methylenovou skupinu u 1-alkyl/aryl-5-(3,5-dinitrofenyl)sulfanyl-1H-tetrazola

aktivitu vyznamné neovlivitovalo a MIC zfistavala v rozmezi 1-4 pM.>

Za zminku stoji 1 vliv Ri-substituce na antimykobakteridlni aktivitu zkoumanych
latek. Aktivita vyslednych latek byla ovlivnéna jejich lipofilitou: snizeni lipofility vedlo ke
sniZeni nebo ztraté aktivity. Methyl a amino derivaty vykazovaly MIC 8 a 4 uM, zatimco 4-
chlorfenyl derivat byl G¢inny s MIC 1 pM. Pfitomnost volné karboxylové skupiny vedlo ke

kompletni ztraté aktivity, jeji esterifikaci se antimykobakteridlni aktivita obnovila.>
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5. CIL PRACE

Tato prace navazuje na vyzkum antimykobakteridlné uc€innych latek provadény na
KOBCH FaF UK. Cilem diplomové prace byla syntéza 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-
1,3,4-oxadiazol-2-amintl, optimalizace syntetickych postupti a studium vlivu zdmény siry v 5-

alkyl/aryl-2-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,3,4-oxadiazolii za amino skupinu (Obrazek 19).

Vychozi  latkou pro  syntézu  pozadovanych  produktd byl  (3,5-
dinitrobenzyl)isothiokyanat. V ramci této diplomové prace byly vyzkouSeno nékolik
syntetickych postupii k ptipravé této latky: ziskanim 3,5-dinitrobenzylaminu s nésledujicim
pfevedenim na (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanat nebo reakci 3,5-dinitrobenzylchloridu
s thiokyanatanem draselnym. Bylo vyzkouseno né€kolik reakci pro syntézu 3,5-
dinitrobenzylaminu; s cilem najit optiméalni reakéni podminky byl u reakce 3,5-
dinitrobenzylchloridu s thiokyanatanem draselnym zkouman vliv rozpoustédla, teploty a

poméru vychozich latek.

Druhym krokem syntézy findlnich 1,3,4-oxadiazol-2-amint byla cyklizace 1-acyl-4-
(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidi. K nalezeni optimalnich podminek pro vznik 1,3,4-

oxadiazol-2-aminti byly v této praci porovnany dvé metody provedeni této reakce.

Ke zjisténi vlivu nahrady siry za amino skupinu byla u pfipravenych 1,3,4-oxadiazol-
2-aminl stanovena jejich in vitro antimykobakteridlni aktivita a porovnana s predlohovymi

latkami.

O,N )\ O,N
2 s~ Mo 2 N~ 0

N |
R1 R1
NO, NO,
Obrazek 19: Obecna struktura pripravovanych 1,3,4-oxadiazolii v porovnani s puvodnimi

1,3,4-oxadiazoly
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6. EXPERIMENTALNI CAST

(3,5-Dinitrobenzyl)isothiokyanat je klicovou vychozi latkou pro syntézu 5-alkyl/aryl-
N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amini. Proto bylo vyzkouseno nékolik postupi
k jeho pfipravé. Prvnim navrhem byla syntéza 3,5-dinitrobenzylaminu s nasledujicim
pievedenim na (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanat pomoci reakce s EtsN a CS,. Pro syntézu
3,5-dinitrobenzylaminu  byly zvolené redukce 3,5-dinitrobenzamidu nebo  3,5-
dinitrobenzylazidu nebo reakce 3,5-dinitrobenzylchloridu s urotropinem s nasledujici
hydrolyzou. =~ Druhym  navrhem bylo vyuzit jiz dfive zkoumanou reakci

3,5-dinitrobenzylchloridu s KSCN a vyzkousSet najit optimalni reakéni podminky.

Syntéza  cilovych 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amint
spoc¢iva v reakci (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu s odpovidajicim hydrazidem. Vzniklé
1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidy byly dale zacyklené na odpovidajici
5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy a to bud’ v pfitomnosti pyridinu a
tosylchloridu v THF®?, anebo pomoci EDC-HCI v DMSO*.

6.1. Priprava (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu
6.1.1. Syntéza 3,5-dinitrobenzamidu
* 0
Cl NH,

NH,
THF

NO, NO,
Schéma 1: Priprava 3,5-dinitrobenzamidu

Roztok 3,5-dinitrobenzoylchloridu (1,02 g, 4,34 mmol) v THF (30 ml) byl probublan
NH3 pfi chlazeni v ledové 1azni. Reakéni smés byla michana 30 minut a vznikly produkt byl
odfiltrovan za snizeného tlaku. Dale byl produkt rozpustén v EtOAc (30 ml) a extrahovan s
vodou (2 x 30 ml). Organické vrstva byla odd€lena, vysusena pomoci bezvodého Na,SOs4,
prefiltrovana a rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové rotacni odparce. 3,5-Dinitrobenzamid
byl ziskan v dostacujici Cistoté a byl pouzit v dalSich reakcich bez dodate¢ného ¢isténi.
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1: 3,5-Dinitrobenzamid

Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 211,13 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,92 g

Prakticky vytézek: 0,43 g (47%)

'H NMR (500 MHz, DMSO-D6) § 9.05 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 8.95 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.65 (s,
1H), 8.01 (s, 1H).

3C NMR (126 MHz, DMSO-D6) § 163.90, 148.42, 137.23, 127.91, 121.11.

Elementarni analyza:

* vypocteno: C: 39,82 H: 2,39 N: 19,9
*zméfeno: C:40,04 H: 2,25 N: 19,86
Teplota tani: 180-182 °C (lit. 183 °C)*’

6.1.2. Redukce 3,5-dinitrobenzamidu

O

O,N 0,N
NH2 LiAlH, NH,

—_—

THF

NO, NO,
Schéma 2: Priprava 3,5-dinitrobenzylaminu

K roztoku 3,5-dinitrobenzamidu (0,2 g, 0,95 mmol) v THF (15 ml) pfi chlazeni a pod
inertni atmosférou (Argon) byl pfikapan 1M roztok LiAlH4 (2 ml, 2 mmol). Reakce byla
michéna 12 hodin pfi pokojové teploté. Ukonceni reakce bylo zkontrolovano pomoci TLC
(mobilni faze: hexan/ethyl-acetat, 1:1) a k reak¢ni smési byl ptfidan 10 % roztok NaOH (10 ml).
Vznikly roztok byl roziedén EtOAc (50 ml) a extrahovan vodou (3 % 30 ml). Organicka vrstva
byla vysuSena bezvodym siranem sodnym a zfiltrovana. Byla provedena dal$i kontrola pomoci
TLC s jinou mobilni fazi (chloroform/methanol, 10:1). TLC ukazalo, zZe vznikla smés latek s

blizkym reten¢nim faktorem, proto nebylo provedeno ¢iSténi a charakterizace latek.

32



6.1.3. Syntéza 3,5-dinitrobenzylazidu

.
O,N 02N =N
DMF

+ NaN; ———— >
NO, NO,
Schéma 3: Priprava 3,5-dinitrobenzylazidu

K roztoku 3,5-dinitrobenzylchloridu (1,05 g, 4,85 mmol) v EtOH (20ml) byl pifidan
azid sodny (0,49 g, 7,53 mmol) a reakcni smes byla zahiivana pod zpétnym chladicem k varu
1 hodinu. Prub¢h reakce byl zkontrolovan pomoci TLC (mobilni faze: hexan/ethylacetat, 5:1)
a bylo zjisténo, ze reakce neprobiha. Proto bylo rozpoustédlo vyménéno za dimethylformamid
(DMF, 10 ml). Po dal$im zahtivanim pfi teploté 100 °C po dobu 1 hodiny byla opét provedena
kontrola pomoci TLC. Nyni TLC ukézalo, Ze reakce prob¢hla. DMF byl odpafen pomoci
vakuové rotacni odparky. Odparek byl rozpustén v ethyl-acetatu (30 ml) za vzniku ¢erveného
roztoku a posléze extrahovan vodou (2 x 50 ml). Organicka vrstva byla vysusena bezvodym
siranem sodnym, zfiltrovdna a nasledné bylo rozpoustédlo odpafeno na vakuové rotacni
odparce. Produkt byl ziskdn v dostacujici Cistot¢ a byl pouzit v dalSich reakcich bez
dodatec¢ného CiSténi.
2: 3,5-Dinitrobenzylazid
Vzhled: svétle hnéda krystalicka latka
Molarni hmotnost: 223,15 g/mol
Teoreticky vytézek: 1,02 g
Prakticky vytézek: 0,84 g (82 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO-D6) & 8.79 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 8.63 (d, J = 2.2 Hz, 2H), 4.84 (s,
2H).

3C NMR § (126 MHz, DMSO-D6 § 148.33, 140.70, 128.76, 118.23, 51.80.
Elementarni analyza:
* vypocteno: C: 37,68 H: 2,26 N: 31,39
*zmeieno: C:37,72 H: 2,07 N: 31,45
Teplota tani: 50-51 °C (lit. 50-52 °C)%°
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6.1.4. Redukce azidu

N_
+ =

N NH,

1) PPh,, THF

[ —

2) H,0

NO, NO;
Schéma 4. Priprava 3,5-dinitrobenzylaminu pomoci trifenylfosfinu

K roztoku 3,5-dinitrobenzylazidu (0,70 g, 3,13 mmol, 1 eq.) v THF (30 ml) byl ptidan
PhsP (0,99 g, 3,8 mmol, 1,2 eq.) a reakéni smés byla michéna 4 hodiny pfi laboratorni teplotg.
Nasledné byla do reakéni smési ptidana voda (25 ml) a smés byla michana dal3ich 48 hodin.5!
Rozpoustédlo bylo odpafeno pomoci vakuové rota¢ni odparky. Odparek byl rozpustén v
EtOAc (60 ml) a extrahovana vodou (2 x 50 ml). Organické vrstva byla zkontrolovana pomoci
TLC (mobilni faze: Cisty EtOAc, hexan/EtOAc, 5:1 nebo hexan/EtOAc/EtsN, 20:10:1)
Organickd vrstva byla vysuSena bezvodym siranem sodnym, zfiltrovana a nasledné bylo
rozpoustédlo odpateno na vakuové rotacni odparce. K izolaci produktu byla pouzita sloupcova
chromatografie (mobilni faze: chloroform/methanol 20:1). Produkt byl pouzit v nasledujici

reakci.

3: (3,5-Dinitrobenzyl)amin®

Vzhled: Zluta krystalicka latka

Molarni hmotnost: 197,15 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,62 g

Prakticky vytézek: 0,36 g (58 %)

'H NMR (600 MHz, DMSO-D6) § 8.65 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 8.61 - 8.60 (m, 2H), 3.92 - 3.91
(m, 2H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-D6) § 150.06, 148.44, 127.94, 116.86, 44.84.
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6.1.5. Syntéza (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu z 3,5-dinitrobenzylaminu

S
O-5N 02N )j\ N+Et3
2 H S/

NH; Et,0
+ CSZ"F Et3N E——

N02 NOZ
CcHcl, | E6N
CICOOC,Hs
O,N
NCS
NO,

Schéma 5: Priprava (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu z 3,5-dinitrobenzylaminu
K roztoku aminu (0,35 g, 1,8 mmol, 1 eq.) v EtO (20 ml) za inertni atmosféry (argon)
byl ptikapan Et;N (0,18 g/ 0,25 ml, 1,8 mmol, 1 eq.). Reakéni smés byla ochlazena na -15°C
a byl k ni prikapan sirouhlik (0,137 g/ 0,11 ml, 1,8 mmol, 1 eq.). Reak¢éni smés byla michana
za snizené teploty 1 hodinu, dale byla ponechdna ohtat na laboratorni teplotu a michala se

dalSich 30 minut. Vznikla srazenina byla odfiltrovana za snizeného tlaku.

K suspenzi izolovaného triethylammonium (3,5-dinitrobenzyl)karbamodithioatu v
CHCI3 (20 ml) za inertni atmosféry byl pfidan EtsN (0,19 g/ 0,26 ml, 1,9 mmol, 1,03 eq.).
Reakéni smés byla ochlazena na -25 °C a k ni byl pfikapan ethyl chlorformiat (0,20 g / 0,18
ml, 1,9 mmol, 1,03 eq.). Po pfidani celého mnozstvi ethyl chlorformiatu byla reakéni smés
michana za chlazeni po dobu 1 hodiny. Po zahtéti na laboratorni teplotu byla michana dalSich
30 min a vznikla sraZenina byla zfiltrovana. Kontrolni TLC (mobilni faze: hexan/ethyl-acetat,
4:1) potvrdilo pfitomnost produktu ve filtratu. Filtrat byl pfesunut do délici nalevky a byl
extrahovan 1% vodnym roztokem HCI (2 x 30 ml). Organicka vrstva byla dale promyta vodou
(1 x 50 ml) a nasycenym roztokem chloridu sodného (1 x 30 ml). Filtrat byl vysusen bezvodym
siranem sodnym a posléze zfiltrovan. Nésledné bylo pouzité¢ rozpoustédlo odpaieno na
vakuové rotacni odparce. K izolaci (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu byla pouzita sloupcova
chromatografie (mobilni faze hexan/ethyl-acetat, 10:1. Latka byla charakterizovana pomoci
NMR (str. 38-39, kapitola 6.1.8). Vytézek (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu byl 56 mg (13
%).
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6.1.6. Syntéza a hydrolyza 1-(3,5-dinitrobenzyl)tetraazaadamantan-1-ium

chloridu
O,N
Cl NN
N N N= °N
_|_ N— R EE—— N— cl
< EtOAc \
N N
NO,
HCI, MeOH

O,N .
\Q/\NH3CI
NO,

Schéma 6: Priprava a naslednad hydrolyza 1-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,5, 7-tetraazaadamantan-
1-ium chloridu

K roztoku 3,5-dinitrobenzylchloridu (3,03 g, 13,99 mmol, leq.) v ethyl-acetatu (50
ml) byl pfiddn urotropin (2,14 g, 15,24 mmol, 1,1 eq.). Reakéni smés byla michana za
laboratorni teploty 54 hodin. Po kontrolni TLC (mobilni faze hexan/EtOAc 3:1) bylo zjiténo,
ze reakce neprobehla kompletnég, proto bylo rozhodnuto zahtivat reak¢ni smés k varu po dobu
8 hodin. Po ukondeni zahtivani a ochlazeni vznikla srazenina. SraZenina byla zfiltrovana za
snizené¢ho tlaku. Vytézek reakce byl 4,61 g (92 %). Suspenze izolovaného 1-(3,5-
dinitrobenzyl)-1,3,5,7-tetraazaadamantan-1-ium chloridu (4,61 g) a koncentrované kyseliny
chlorovodikové (2,5 ml) v methanolu (50 ml) byla zahtivana k varu po dobu 4 hodin. Déle
byla reakéni smés zahusténa za sniZzeného tlaku. K surovému produktu byl ptidan Et2O (30 ml)
a produkt byl odfiltrovan. 3,5-Dinitrobenzylammonium chlorid jako smés s chloridem

amonnym byl pouzit v dalsi reakci.

36



6.1.7. Syntéza (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu //

3,5-dinitrobenzylamonium chloridu

S
O-N 02N )J\ N+Et3
2 H S/

+ -
N*H,Cl Et,O
+ CS,+EBN —

N02 NOZ

E;N
CHCl, CICOOC,H;

NCS

NO,
Schéma 7: Priprava 3,5-dinitrobenzylisothiokyandtu z hydrochloridu 3,5 dinitrobenzylaminu
K suspenzi hydrochloridu (3,76 g, 16,12 mmol, leq.) v Et;O (50ml) za inertni
atmosféry (argon) byl ptikapan Et3N (3,32 g/ 4,6 ml, 32,24 mmol, 2 eq.). Reakéni smés byla
ochlazena na -15°C a byl k ni ptikapan sirouhlik (1,23 g, 16,15 mmol, leq.). Reakéni smés
byla michdna za snizené teploty 1 hodinu, dale byla ohfata na laboratorni teplotu a michana

dalSich 30 minut. Vznikla srazenina byla odfiltrovana za snizeného tlaku.

Izolovany triethylammonium (3,5-dinitrobenzyl)karbamodithioat (6,02 g, 16,12
mmol) byl rozmichan v CHCI3 (100 ml) a k vzniklé suspenzi za inertni atmosféry byl ptfidan
EtsN (1,67 g/ 2,3 ml, 16,50 mmol, 1,03eq.). Reakéni smés byla ochlazena na -25 °C a k ni byl
pfikapan ethyl chlorformiat (1,76 g / 1,54 ml, 16,22 mmol, 1,03eq.). Po pfidani celého
mnozstvi ethyl chlorformiatu byla reakéni smés michéna za chlazeni po dobu 1 hodiny. Byl
pozorovan vznik srazeniny a zména barvy roztoku. Po zahtéti na laboratorni teplotu byla
suspenze zfiltrovdna. Kontrolni TLC (mobilni faze hexan/ethyl-acetat, 4:1) potvrdilo
pritomnost produktu ve filtratu. Filtrat byl ptresunut do dé€lici nalevky a byl extrahovan 1%
vodnym roztokem HCI (2 x 200 ml). Organicka vrstva byla dale promyta vodou (1 x 100 ml)
a nasycenym roztokem chloridu sodného (1 x 100 ml). Filtrat byl vysusen bezvodym siranem
sodnym a posléze zfiltrovan. Nésledné bylo pouzité rozpoustédlo odpatreno na vakuové rotacni
odparce. K izolaci (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu byla pouzita sloupcovéa chromatografie
(mobilni faze hexan/ethyl-acetat, 10:1. Vytézek (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu byl 0,3 g
(8 %). Latka byla charakterizovana pomoci NMR (str. 38-39, kapitola 6.1.8).
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6.1.8. Syntéza  (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu z 3,5-dinitrobenzyl

chloridu
O,N O2N
Cl NCS
+ KSCN —— >
DMF
NO, NO,
+
O,N
SCN
NO,

Schéma 8: Priprava (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyandtu

K roztoku 3,5-dinitrobenzylchloridu (3,02 g, 13,44 mmol, leq.) v DMF (20 ml) byl
za laboratorni teploty pfisypan KSCN (1,57 g, 16,19 mmol, 1,2 eq.,) a reakéni smés byla
zahfivana na 130 °C 4 hodiny. Prib¢h reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze
hexan/ethyl-acetat, 4:1). Po ukonceni reakce byl DMF odpaten na vakuové rota¢ni odparce.
Nasledné byl odparek rozpustén v ethyl-acetatu (50 ml) a extrahovan vodou (2 % 50 ml) a
roztokem chloridu sodného (1 x 30 ml). Organicka vrstva byla vysuSena pomoci bezvodého
siranu sodného a zfiltrovdna. TLC ukazalo pfitomnost dvou produktd - (3,5-
dinitrobenzyl)isothiokyanatu a (3,5-dinitrobenzyl)thiokyanétu. K separaci produktli ze smési

byla vyuzita sloupcova chromatografie (mobilni faze hexan/ethylacetat, 10:1).

4: (3,5-Dinitrobenzyl)isothiokyanat
Vzhled: zluta krystalicka latka
Molarni hmotnost: 239,21 g/mol
Teoreticky vytézek: 3,33 g
Prakticky vytézek: 0,94 g (28 %)

'H NMR (600 MHz, DMSO-D6) & 8.77 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.67 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 5.22 (s,
2H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-D6) & 148.76, 139.48, 131.67, 128.60, 118.88, 47.32.
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Elementarni analyza:

* vypocteno: C: 40,17 H: 2,11 N: 17,57 S: 13,40
« zméteno:  C: 40,38 H: 2,01 N: 17,56 S: 13,72
Teplota tani: 105 - 107 °C (lit. 107 - 108 °C)*?

5: (3,5-Dinitrobenzyl)thiokyanat

Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 239,21 g/mol

Teoreticky vytézek: 3,33 g

Prakticky vytézek: 1,78 g (53 %)

"H NMR (500 MHz, DMSO-D6) § 8.81 (t, J=2.1 Hz, 1H), 8.77 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 4.64 (s,
2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) § 148.36, 141.29, 129.74, 118.65, 112.73, 35.09.
Elementarni analyza:

* vypocteno: C: 40,17 H: 2,11 N: 17,57 S: 13,40

* zméfeno: C: 40,38 H: 2,25 N: 17,56 S: 13,72

Teplota tani: 118 — 120 °C (lit. 120 — 121 °C)*?

6.1.9. Optimalizace reak¢nich podminek reakce 3,5-dinitrobenzyl chloridu s
KSCN

(3,5-Dinitrobenzyl)isothiokyanat je klicova latka pro syntézu finalnich latek. Z tohoto
ditvodu a nutnosti pfipravit vétsi mnozstvi vychozi latky bylo rozhodnuto se pokusit
optimalizovat reakéni podminky reakce 3,5-dinitrobenzylchloridu s thiokyanatanem
draselnym. Pokusy o optimalizaci reakénich podminek byly jiz provadény dfive, pfi pouZiti
DMSO, THF, acetonu a smési DMF s vodou jako rozpoustédel vnikal pouze 3,5-
dinitrobenzylthiokyanat. Pfi zdméné thiokyanatanu draselného za thiokyanatan stiibrny
vznikal rovnéz pouze thiokyanat. Pro pfipravu (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu se jevil DMF
jako rozpoustédlo pii teploté 130 °C nejvhodnégjsi.®® Pro rozvinuti této prace byly proto
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vyzkousSena dalSi rozpoustédla a teplotni podminky, které nebyly jesté popsany. Souhrn

uzitych rozpoustédel, reakénich podminek a vytéznost reakci uveden v tabulce 3.

Vytézek 3,5-dinitrobenzyl | Vytézek 3,5-dinitrobenzyl
Rozpoustédlo o '
isothiokyanatu (%) thiokyanatu (%)
1,2 eq. KSCN, acetonitril,
0% 69 %
reflux, 2,5h
1,2 eq. KSCN, ethanol,
0% 81 %
reflux, 6h

1,2 eq. KSCN, toluen,
reflux, 26h

Reakce probihala zanedbatelné

1,2 eq. KSCN, CH:Cl,
Reakce probihala zanedbatelné

reflux, 25h
1,2 eq. KSCN, DMSO,
17 % 0 %
110 °C, 6h
1,2 eq. KSCN, THF,
0% 77 %

reflux, 5h

Tabulka 3: Provedené pokusy o optimalizaci syntézy (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu
Jako posledni byl zménén molarni pomér 3,5-dinitrobenzylchloridu a thiokyanatanu
draselného. Bylo zvoleno zvysit pomér thiokyanatanu z 1,2 molarnich ekvivalenti na 2,0
molarnich ekvivalentl. Pfi zvétSeném poméru thiokyanatanu draselného nebyl pozorovan vliv

na vytézek.

Pii provadénych reakci v DMF byl taktéZ pozorovan velky vliv reakéni teploty.
Nejlepsi vytéznost méli reakce, kde byl thiokyanatan draselny pfidan do vyhtatého na 130 °C
roztoku benzylchloridu v DMF. Pfi pomalém zahtivani na reakéni teplotu (130 °C) vznikal

vetsi podil 3,5-dinitrothiokyanatanu.
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6.2. Syntéza 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidu

O,N 0 O,N PR N o)
i NCS e EtOH2 NN Y
+ HZN\N R H H R
H
NO, NO;

R= Ph 6

4-CIPh 7

4-CH,OPh 8

4-CH,4 9

cyklohexyl 10

Schéma 9: Priprava I-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidu
K suspenzi (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu (1 eq.) v EtOH (15 ml) byl pfidan
odpovidajici acylhydrazid (1 eq.). Reak¢ni smés byla zahtivana k varu po dobu 13-15 hodin.
Prabéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (mobilni faze: hexan/ethyl-acetét, 3:1). Reakéni
smés byla po vychladnuti zfiltrovana, produkt na filtru byl promyt malym mnoZstvim ethanolu.

Produkt byl ziskan v dostacujici Cistoté a byl pouzit do dalsi reakce bez Cisténi.
6.2.1. Charakterizace latek

6: 1-Benzoyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazid
Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 375,35 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,39 g

Prakticky vytézek: 0,32 g (82 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO-D6) § 10.54 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 8.85 (s, 1H), 8.72 (t, J = 2.2
Hz, 1H), 8.60 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 7.97 - 7.92 (m, 2H), 7.62 — 7.57 (m, 1H), 7.52 - 7.49 (m,
2H), 4.93 (d, J = 6.0 Hz, 2H).

3BC NMR (126 MHz, DMSO-D6) § 181.35, 166.07, 148.04, 144.61, 132.45, 132.16, 128.49,
128.00, 127.78, 117.18, 45.96.

Elementarni analyza:

* vypocteno: C: 48,00 H: 3,49 N: 18,66 S: 8,54
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* zméieno: C: 47,80 H: 3,32 N: 18,84 S: 8,35
Teplota tani: 196-198 °C

7: 1-(4-Chlorbenzoyl)-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazid
Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 409,80 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,43 g

Prakticky vytézek: 0,35 g (81 %)

1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) § 10.63 (s, 1H), 9.75 (s, 1H), 8.87 (s, 1H), 8.72 (t, J = 2.2
Hz, 1H), 8.59 (d,J=2.1 Hz, 2H), 7.95 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.60 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.93 (d, J
= 6.0 Hz, 2H).

3C NMR (126 MHz, DMSO-D6) § 182.65, 165.17, 148.05, 144.54, 137.00, 131.27, 129.92,
128.62, 127.73, 117.19, 45.93.

Elementarni analyza:

. vypocteno: C: 43,96 H: 2,95 N: 17,09 S: 7,82
. zmeieno: C:43,91 H: 2,84 N: 17,33 S: 7,73
Teplota tani: 194-196 °C

8: 1-(4-Methoxybenzoyl)-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazid
Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 405,39 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,96 g

Prakticky vytézek: 0,72 g (75 %)

1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) & 10.39 (s, 1H), 9.66 (s, 1H), 8.82 (s, 1H), 8.72 (t, J = 2.2
Hz, 1H), 8.60 (d, J=2.1 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.03 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.92 (d, J
= 6.0 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-D6) & 182.71, 165.64, 162.34, 148.04, 144.66, 129.94, 127.81,
124.66, 117.17, 113.73, 55.62, 45.95.
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Elementarni analyza:

* vypocteno: C: 47,41 H: 3,73 N: 17,28 S:7,91
* zméieno: C: 47,38 H: 3,53 N: 17,46 S: 8,03
Teplota tani: 239 - 241 °C

9: 1-(4-Methylbenzoyl)-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazid
Vzhled: Zluta krystalicka latka

Molarni hmotnost: 389,39 g/mol

Teoreticky vytézek: 3,25 g

Prakticky vytézek: 2,80 (86 %)

'H NMR (600 MHz, DMSO-D6) & 10.42 (s, 1H), 9.65 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.69 (t, J = 2.2
Hz, 1H), 8.56 (d,J=2.5 Hz, 2H), 7.64 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.28 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.89 (d, J
= 5.9 Hz, 2H), 2.33 (s, 3H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-D6) § 183.04, 166.40, 148.41, 145.01, 142.55, 130.07, 129.36,
128.40, 128.17, 117.54, 46.32, 21.57.

Elementarni analyza:

* vypocteno: C: 49,35 H: 3,88 N: 17,99 S: 8,23
* zméfeno:  C: 49,37 H: 3,78 N: 18,31 S: 8,48
Teplota tani: 224 - 226 °C

10: 1-(Cyklohexylkarbonyl)-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazid
Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 381,41 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,91 g

Prakticky vytézek: 0,50 g (55 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO-D6) § 9.77 (s, 1H), 9.47 (s, 1H), 9.09 (s, 1H), 8.71 (t, J=2.2 Hz,
1H), 8.55 (d, J= 2.1 Hz, 2H), 4.90 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 2.17 (tt, J= 11.6, 3.5 Hz, 1H), 1.80 —
1.72 (m, 5H), 1.39 — 1.26 (m, 2H), 1.25 — 1.05 (m, 3H).
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3C NMR (126 MHz, DMSO-D6) § 181.62, 175.15, 148.06, 143.84, 127.71, 117.17, 45.89,
42.23, 28.90, 25.58, 25.36

Elementarni analyza:
* vypocteno: C: 47,24 H: 5,02 N: 18,36 S: 8,41
* zméfeno: C:47,26 H: 4,85 N: 18,49 S: 8,29

Teplota tani: 195 — 196 °C
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6.3. Syntéza 5-alkyl/aryl-NV-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-

aminu

6.3.1. Metoda A — pomoci pyridinu a tosylchloridu v THF

S N—N
H
NS ot A
H H \f pyridin, TsCl H
THF
NO, NO,
R= Ph 11a

4-CIPh 12a

4-CH;0Ph 13a

4-CH;Ph 14a

cyklohexyl 15a

Schéma 10: Cyklizace 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidii na 5-aryl-N-(3,5-
dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy pomoci pyridinu, TsCl v THF

K roztoku 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidu (1 eq.) a pyridinu (2,1 eq.)
v suchém THF (35 ml) byl ptfidan tosylchlorid (2,1 eq.). Reakéni smés byla zahtivana k varu
po dobu 25-50 hodin. Pribeh reakce byl monitorovan pomoci TLC (mobilni faze: hexan/ethyl-
acetat 2:1, posléze 1:2). I ptes dlouhodobé ohtivani reakce neprobéhla kompletné. Reakéni
smés byla po vychladnuti zfiltrovdana za sniZeného tlaku. Pomoci TLC (mobilni féaze:
hexan/ethyl-acetat/triethylamin, 25:50:1) bylo zjiSténo, Ze sraZenina na filtru je vychozi latka,
zatimco ve filtratu byl produkt reakce. Filtrat byl odpaten na vakuové rotacni odparce. Odparek
byl rozpustén v ethyl-acetatu (50 ml) a byla provedena extrakce 5 % uhli¢itanem sodnym (1 X
25 ml) a vodou (1 x 25 ml). Organicka faze byla vysuSena bezvodym siranem sodnym,
zfiltrovdna a odpafena na vakuové rotacni odparce. K preciSténi produktu byla pouZita

sloupcova chromatografie (mobilni faze: hexan/ethyl-acetat/kyselina octova 10:20:1).
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6.3.2. Metoda B — pomoci EDC-HCI v DMSO

S N—N
H
oI Ko oI
NN f EDC-HCI N
DMSO
NO NO
2 2 R=Ph 11b

4-C1Ph 12b

4-CH;0Ph 13b

4-CH;Ph 14b

cyklohexyl 15b
Schéma 11: Cyklizace 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidu na 5-alkyl/aryl-N-(3,5-

dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy pomoci EDC-HCI v DMSO

K roztoku 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidu (1 eq.) v DMSO (2 ml) byl
pridan EDC-HCI (1,2 eq.). Reak¢ni smés byla zahtivana pfi teploté 70 °C po dobu 5-30 hodin.
Pribéh reakce byl monitorovdn pomoci TLC (mobilni faze: hexan/ethyl-acetat 1:1). Po
probéhnuti reakce byla reakéni smés roziedéna ethyl-acetatem (50 ml) a extrahovana vodou (2
% 30 ml). Nasledné byla vodna faze extrahovana ethyl-acetatem (1 x 30 ml), spojené organické
faze byly posléze extrahovany vodou (2 x 30 ml) a nasycenym roztokem NaCl (1 x 20 ml).
Organicka faze byla vysuSena bezvodym siranem sodnym, zfiltrovana a odpatena na vakuové
rotacni odparce. Odparek byl suspendovén s Et;O (10 ml) a odfiltrovan. Produkt byl ziskan v

dostatecné Cistote.
6.3.3. Charakterizace produktu

11a, 11b: N-(3,5-Dinitrobenzyl)-5-fenyl-1,3,4-oxadiazol-2-amin

Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 341,28 g/mol

Teoreticky vytézek: Metoda A: 0,25 g MetodaB: 0,2¢g
Prakticky vytézek: Metoda A: 0,12 g (47 %) Metoda B: 0,12 g (60 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO-D6) 6 8.73 (t,J=2,2 Hz, 1H), 8.69 (d, J= 2.1 Hz, 2H), 8.64 (t, J
=6.3 Hz, 1H), 7.83 - 7.79 (m, 2H), 7.54 — 7.49 (m, 3H), 4.73 (d, J = 6.2 Hz, 2H).
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3C NMR (126 MHz, DMSO-D6) § 163.41, 158.38, 148.23, 143.74, 130.84, 129.41, 128.08,
125.42, 124.21, 117.64, 45.05.

Elementarni analyza:

* vypocteno: C: 52,79 H: 3,25 N: 20,52
* zméfeno: C:52,41 H: 3,20 N: 20,13
Teplota tani: 201-202 °C

12a, 12b: 5-(4-Chlorfenyl)-N-(3,5-dinitrobenzyl)- 1,3,4-oxadiazol-2-amin

Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 375,73 g/mol

Teoreticky vytézek: Metoda A: 0,57 g Metoda B: 0,2 g
Prakticky vytézek: Metoda A: 0,34 g (60 %) Metoda B: 0,1 g (50 %)

1H NMR (500 MHz, DMSO-D6) & 8.73 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.72 — 8.67 (m, 3H), 7.81 (d, J =
8.8 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.73 (d, J = 6.1 Hz, 2H).

3C NMR (126 MHz DMSO-D6) § 163.78, 157.90, 148.51, 143.95, 135.72, 129.85, 128.38,
127.46, 123.35, 117.94, 45.32.

Elementarni analyza:

* vypocteno: C: 47,95 H: 2,68 N: 18,64
* zméfeno: C: 47,57 H: 2,69 N: 18,25
Teplota tani: 228 — 230 °C

13a, 13b: N-(3,5-Dinitrobenzyl)-5-(4-methoxyfenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin

Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 371,31 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,6 g Metoda B: 0,21 g

Prakticky vytézek: 0,29 g (49 %) Metoda B: 0,14 g (67 %)

'H NMR (500 MHz, DMSO-D6) § 8.73 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 8.69 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 8.60 (s,
1H), 7.74 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.06 (d, /= 8.1 Hz, 2H), 4.71 (d, /= 6.0 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H).
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3C NMR (126 MHz, DMSO-D6) § 163.06, 161.21, 158.33, 148.20, 143.85, 128.06, 127.20,
117.59, 116.70, 114.84, 55.56, 45.05.

Elementarni analyza:

* vypocteno: C: 51,76 H: 3,53 N: 18,86
* zméfeno: C: 51,59 H: 3,31 N: 18,64
teplota tani: 199 — 201 °C

14a, 14b: N-(3,5-Dinitrobenzyl)-5-(4-methylfenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin

Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 355,31 g/mol

Teoreticky vytézek: 1,19 g Metoda B: 0,2 g
Prakticky vytézek: 0,36 g (30 %) Metoda B: 0,17 g (85 %)

'H NMR (600 MHz, DMSO-D6) § 8.70 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.66 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 8.56 (¢, J
= 6.3 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.68 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 2.32
(s, 3H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-D6) & 163.58, 158.85, 148.60, 144.14, 141.17, 130.32, 128.46,
125.79, 121.86, 118.00, 45.42, 21.55.

Elementarni analyza:

* vypocteno: C: 54,09 H: 3,69 N: 19,71
* zméfeno: C: 53,84 H: 3,41 N: 19,95
Teplota tani: 228 — 230 °C

15a, 15b: 5-Cyklohexyl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin
Vzhled: bila krystalicka latka

Molarni hmotnost: 347,33 g/mol

Teoreticky vytézek: Metoda A: 0,2 g Metoda B: 0,15 g

Prakticky vytézek:  Metoda A: smés vychozi latky a produktu
Metoda B: 0,1 g (67 %)
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'H NMR (600 MHz, DMSO-D6) § 8.70 (t, J= 2.2 Hz, 1H), 8.60 (d, J=2.1 Hz, 2H), 8.20 (t, J
= 6.3 Hz, 1H), 4.58 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 2.70 (tt, J = 11.0, 3.7 Hz, 1H), 1.87 — 1.66 (m, 5H),
1.58 — 1.35 (m, 2H), 1.29 — 1.19 (m, 3H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-D6) & 163.80, 163.39, 148.57, 144.32, 128.44, 117.95, 45.44,
34.63, 30.08, 25.77, 25.23.

Elementarni analyza:
* vypocteno: C:51.87 H: 4.93 N:20.16
* zméfeno: C:51.62 H:4.72 N:20.35

Poznamka: vychozi latka a produkt maji stejny retencni faktor na TLC. Proto je nutné
kontrolovat pribéh reakce pomoci TCL-MC.
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6.4. Alkylace N-(3,5-dinitrobenzyl)-5-(4-methylfenyl)-1,3,4-

oxadiazol-2-aminu

N—N J\‘l\*l‘\l
\ \ 05N
OO, O OO
H
CHj NMP U CHj,
NO, NO,

Schéma 12: Alkylace N-(3,5-dinitrobenzyl)-5-(4-methylfenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminu

K roztoku N-(3,5-dinitrobenzyl)-5-(4-methylfenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminu (14b)
(0,15g 0,41 mmol, 1 eq.) v NMP (3 ml) byl ptidan hydrid sodny (12 mg, 0,49 mmol, 1,2 eq.),
dale byl ptikapan benzylbromid (84 mg, 0,49 mmol, 1,2 eq.). Reakéni smés byla ponechana
michat za laboratorni teploty po dobu 2 hodin. Prib¢h reakce byl monitorovan pomoci TLC
(mobilni faze: hexan/ethyl-acetat 1:1). Po prob¢hnuti reakce byla reakéni smés rozfedéna
ethyl-acetatem (30 ml) a extrahovana vodou (2 % 30 ml). Nasledn¢ byla vodna faze
extrahovana ethyl-acetitem (1 x 30 ml), spojené organické faze byly posléze extrahovany
vodou (2 % 30 ml) a nasycenym roztokem NaCl (1 x 20 ml). Organicka faze byla vysuSena
bezvodym siranem sodnym, zfiltrovana a odpafena na vakuové rota¢ni odparce. K precisténi

produktu byla pouzita sloupcova chromatografie (mobilni fdze hexan/ethyl-acetat 3:2).
16: N-Benzyl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-5-(4-methylfenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin
Vzhled: Zluta krystalicka latka

Molérni hmotnost: 445,44 g/mol

Teoreticky vytézek: 0,18 g

Prakticky vytézek: 0,02 g (11 %)

'H NMR (600 MHz, DMSO-D6) § 8.67 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.54 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 7.72 (d,
J= 8.2 Hz, 2H), 7.35 — 7.32 (m, 2H), 7.30 — 7.28 (m, 4H), 7.26 — 7.22 (m, 1H), 4.92 (s, 2H),
4.79 (s, 2H), 2.37 (s, 3H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-D6) & 164.32, 159.25, 148.53, 142.33, 141.29, 137.25, 130.29,
129.18, 129.05, 128.59, 128.26, 125.89, 121.78, 118.18, 53.47, 51.72, 21.57.

Elementarni analyza:

* vypocteno: C: 62.02 H: 4.30 N: 15.72

* zméfeno: C:61.04 H: 4.62 N:16.70
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

7.1. Priprava (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu

(3,5-Dinitrobenzyl)isothiokyanat (4) je kli¢ovou latkou pro syntézu potiebnych
thiosemikarbazidi (6-10) a tim i finalnich 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-
2-aminti. Nejprve byla vyzkousena syntéza (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu (4) reakci 3,5-
dinitrobenzylchloridu s thiokyanatanem draselnym (6.1.8) v prostfedi DMF za teploty 130°C.
Pti provedenti této rekce byl thiokyanatan draselny pfidan k roztoku 3,5-dinitrobenzylchloridu
v DMF za laboratorni teploty a reak¢éni smés byla zahfivana na pozadovanou teplotu. Vyhodou
této metody byl kratky reakéni ¢as (4 hodiny). Nevyhodou této reakce byla jeji mala vytéznost
(3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu (4) (28 %) a nutnost ptecisténi produktu sloupcovou
chromatografii od vnikajictho 3,5-dinitrobenzylthiokyanatanu. Proto jsme se (3,5-

dinitrobenzyl)isothiokyanat (4) pokusili pfipravit riiznymi cestami.

Jednim znavrht  pfipravy (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu byla reakce
3,5-dinitrobenzylaminu se sirouhlikem a triethylaminem. Pro pfipravu 3,5-dinitrobenzylaminu
bylo vyzkouseno nékolik reakei. Reakei 3,5-dinitrobenzoylchloridu s amoniakem se podatilo
ziskat 3,5-dinitrobenzamid v 47% vytézku (6.1.1), ktery byl néasledné¢ podroben redukci
s tetrahydridohlinitanem lithnym (1.2). AvSak vznikala smés latek, které se nepodatilo pomoci
sloupcové chromatografie oddélit. Dal§i moZnosti byla syntéza 3,5-dinitrobenzylazidu (2)
(6.1.3.), ktery byl ziskdn v 82% vytézku, a jeho reakce trifenylfosfinem a vodou (6.1.4.) na
vysledny 3,5-dinitrobenzylamin s 58% vytézkem. 3,5-Dinitrobenzylamin byl ihned pfeveden
reakci  se  sirouhlikem a  triethylaminem  (6.1.5) na  vysledny  (3,5-
dinitrobenzyl)isothiokyanat (4), nicméné vytéznost této reakce byla velmi nizka (13 %).
Posledni navrzenou reakci byla reakce 3,5-dinitrobenzylchloridu s urotropinem a naslednou
hydrolyzou vznikajici latky v kyselém prostiedi za vzniku 3,5-dinitrobenzylamonium chloridu
(6.1.6). Vysledkem reakce byl hydrochlorid 3,5-dinitrobenzylaminu, ktery ale byl izolovan
jako smés s chloridem amonnym. Smés obsahujici hydrochlorid 3,5-dinitrobenzylaminu byla
podrobena reakci s triethylaminem a sirouhlikem a byl ziskan poZzadovany (3,5-

dinitrobenzyl)isothiokyanat ve 9% vytézku (6.1.7).
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I kdyz se podafilo ziskat (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanat (4) alternativnimi zpisoby,
tak byly tyto piipravy casové 1 technicky ndro¢néjsi, zaroven konverze na
(3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanat (4) méla velmi maly vytézek — 5 % a 9 %, zatimco reakce
3,5-dinitrobenzylchloridu s thiokyanatanem draselnym (6.1.8) m¢éla vytézek 28 %. Proto
nejsou navrzené reakce (6.1.1 — 6.1.7) vhodné pro piipravu vétsStho mnozstvi

(3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu (4).

Bylo rozhodnuto pokraovat vyzkouSenou reakci 3,5-dinitrobenzylchloridem s
thiokyanatanem draselnym (6.1.8) a zménit reakéni podminky. Byli pouzita riizna
rozpoustédla — acetonitril, ethanol, toluen, dichlormethan, THF, kterd nebyla jest¢ popsana v
predeslych vyzkumech (viz tabulka 3 v 6.1.9). Produktem reakcich provedenych v acetonitrilu,
ethanolu a tetrahydrofuranu byl 3,5-dinitrobenzylthiokyanat (5), ale poZadovany (3,5
dinitrobenzyl)isothiokyanat (4) nevznikal. Reakce provedené v toluenu a dichlormethanu
probihaly zanedbatelné. Reakce 3,5-dinitrobenzylchloridem s thiokyanatanem draselnym v
DMSO vedla ke vzniku (3,5 dinitrobenzyl)isothiokyanatu (4) ve vytézku 17 %. Proto se vratilo
k DMF jako rozpoustédlu a béhem téchto reakci byl pozorovan velky vliv reakéni teploty na
kone¢ny vytézek: k dosazeni nejvétsiho vytézku je nutné ptidat thiokyanatan draselny do

roztoku 3,5-dinitrobenzylchloridu v DMF, ktery byl ptedem zahiat na 130°C.
7.2. Syntéza 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidu

V reakcich 6.2. byl pfipraveny (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanat (4) podroben reakci
s ptisluSnym acylhydrazidem a pfeveden tak na 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazid
(6-10). Tyto reakce byly pomérné rychlé (13-15 hodin) a vysledny produkt bylo snadné ziskat
filtraci a promytim ethanolem v dostate¢né cCistoté. Proto jsme se dale témto reakcim

nevénovali. VytéZnost reakci byla 55-86 %.
7.3. Syntéza 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-
amint

Béhem reakcich 6.3. byly pfipravené 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidy
(6-10) pievedeny na pfislusné 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy
(11-15). Pii reakénich podminkach metody A (6.3.1., 11a-15a), kde 1-acyl-4-(3,5-
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dinitrobenzyl)thiosemikarbazid reagoval s tosylchloridem za piitomnosti pyridinu v THF”’, se
objevilo n€kolik nedostatkt této metody. Reakéni ¢as byl u nékterych thiosemikarbazida velmi
dlouhy —az 50 hodin, latky byly i po pfecisténi pomoci sloupcové chromatografie nedostatecné
Cisté, obsahovaly zbytky tosylchloridu, kyseliny octové nebo vychozi latky. Vytéznost reakci
byla 30-60 %. 5-Cyklohexyl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin (15a) nebylo
mozné za téchto podminek ziskat v dostatecné Cistoté, reakce neprob¢hla kompletné a v
reakéni smési zustaval i vychozi 1-(cyklohexylkarbonyl)-4-(3,5-

dinitrobenzyl)thiosemikarbazid (10), ktery mél stejny retencni ¢as k produktu.

Dalsi metodou pro syntézu S5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-
amini (11-15) byla cyklizace 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidi (6-10) za
piitomnosti EDC-HCI v DMSO (Metoda B, 6.3.2).% Tyto podminky se jevi jako optimalni pro
syntézu 5S-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminli. Reakce m¢li kratsi
reakéni €as (maximum 30 hodin) a vysSi vytézek (50-85 %). Navic nebylo nutné latky
precistovat sloupcovou chromatografii, latky byly dostate¢né Cisté po promyti diethyletherem,
za téchto podminek se také podatilo pfipravit S-cyklohexyl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-

oxadiazol-2-amin (15b, vytézek 67 %) v dostatené Cistote.

7.4. Alkylace 5-(4-chlorfenyl)-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-

oxadiazol-2-aminu

N-(3,5-Dinitrobenzyl)-5-(4-methylfenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin (14) byl zvolen
jako zéklad pro dalsi alkylace z diivodu nejvys$si antimykobakterialni aktivity (viz kap. 7.5).
Bylo vyzkousSeno nékolik alkylaénich reakci: reakce N-(3,5-dinitrobenzyl)-5-(4-methylfenyl)-
1,3,4-oxadiazol-2-aminu (14) s propyl bromidem, 2-(boc-amino)ethyl bromidem a benzyl
bromidem za pfitomnosti hydridu sodného v NMP. AvSak jenom N-benzyl-N-(3,5-
dinitrobenzyl)-5-(4-methylfenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminu byl isolovan v dostatecné Cistoté a
ve vytézku 11% (16, 6.4.). U ostatnich provedenych alkylaci bylo po provedeni sloupcové

chromatografie ziskdno malé mnoZstvi necistého produktu.
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7.5. Vysledky antimykobakterialni ucin

nosti

Finalni latky byly odeslany na stanoventi jejich in vitro antimykobakteridlni ti€innosti.

K testovani byly vybrany kmeny M. tuberculosis My 331/88, M avium My 330/88 a M.

kansasii My 235/80 a 6509/96. Antimykobakteridlni aktivita je udavana jako minimalni

inhibiéni koncentrace (MIC) v pmol.I!. V tabulce 4 jsou shrnuty MIC finalnich latek a

isoniazid. V tabulce 5 jsou pak uvedeny piedlohové latky, kde spojovaci fetézec obsahuje

misto dusiku siru.>>

NO,

R= Ph
4-C1Ph 12a
4-CH;0Ph 13a
4-CH;Ph 14a
cyklohexyl 15a

11a

Obrazek 20: Prehled finalnich latek

M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
14 /21 dnQ 14 /21 dnt 7/14/21 dnt 7/14/21 dnt

11

0,5/1 500/ 500 2/4/8 -

(R=Ph)
12
1/1 4/8 1/2/4 1/1/2
(R =4-CIPh)

13

0,125/0,25 >1000 />1000 0,5/1/2 -

(R =4- CH30Ph)
14
0,06 /0,125 250/ 250 - 2/4/8
(R =4-CH3Ph)

15

2/4 >1000>1000 05/1/2 -

(R = cyklohexyl)
>250/>250/
Isoniazid>® 0,5/1 >250/>250 4/4/4
>250

Tabulka 4: Antimykobakteridlni aktivita finalnich ldtek (uvedeny hodnoty MIC v umol.I"”)
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O,N

N—N

PN

S R
NO,
Obrazek 21: Struktura predlohovych latek
M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
14 /21 dni 14 /21 dni 7/14/21 dni 7/14/21 dni
R =Ph 0,06 /0,06 16/32 0,5/1/1 0,5/1/2
0,125/0,25/
R=4-CIPh 0,125/0,125 >125/>125 0.5 0,125/0,25/0,5
0,125/0,25/
R=4-CH30Ph 0,125/0,125 16 /32 0.25 0,125/0,25/0,5
0,06 /0,06 /
R=4-CH:sPh <0,03 /<0,03 8/16 0,06 /0,06 /0,06
0,125
0,06/0,125/
R= cyklohexyl <0,03 / <0,03 neurceno 0.25 0,06/0,25/0,25

Tabulka 5: Antimykobakteridlni aktivita predlohovych latek (uvedeny hodnoty MIC v umol.I'')”

Piipravené 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy (11-15) si

zachovaly antimykobakteridlni aktivitu vii¢i M. tuberculosis porovnatelnou s predlohovymi

strukturami. Lze si vSak vSimnout, Ze jejich u€innost je ovlivnéna substituentem v poloze 5.

4-Methylfenylovy a 4-methoxyfenylovy derivaty vykazovaly nejvyS$si aktivitu. Fenylovy

derivat byl 0€inngj8i neZ 4-chlorfenylovy analog a slouCenina nesouci cyklohexyl byla

nejméne aktivni. Nové ptipravené latky byly vyrazné méné aktivni viici M. avium a M. kansasii

5-Alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy

vSak

zustavaji

zajimavym piedmétem dal$iho vyzkumu, protoze alkylace na dusiku by mohla vést k latkdm

se zlepSenou rozpustnosti v organickych rozpoustédlech a ve vodé.
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8. ZAVER

Cilem této prace byla syntéza 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-
amini. Tento vyzkum navazuje na studium antituberkuloticky ucinnych substituovanych
1,3,4-oxadiazol provadény na KOBCH FaF UK. Porovnani antimykobakteridlnich aktivit
piipravenych 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminu s predlohovymi 5-
alkyl/aryl-2-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,3,4-oxadiazoly by mélo piispét k poznani role siry
ve spojovacim fetézci mezi 1,3,4-oxadiazolem a 3,5-dinitrobenzylovym fragmentem. Bylo
uspésné pripraveno 5 finalnich 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amind,

jejich MIC byla stanovena a porovnana s ptredlohovymi latkami.

V ramci prace byly provedeny pokusy o optimalizaci pfipravy téchto latek. Bylo
vyzkouSeno né€kolik riiznych cest vedouci k (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu, klicové
vychozi latky. Byl pfipraven 3,5-dinitrobenzylamin pomoci reakce 3,5-dinitrobenzylchloridu
sazidem sodnym a naslednou redukci 3,5-dinitrobenzylazidu nebo reakci 3,5-
dinitrobenzylchloridu s urotropinem s nasledujici hydrolyzou meziproduktu. Pfestoze se
podaftilo pripravit 3,5-dinitrobenzylamin a pievést ho na (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanat,
vytéznost reakce byla velmi nizka. Jako optimalni se jevi reakce thiokyanatanu draselného
s 3,5-dinitrobenzylchloridem. U této reakce byly vyzkouSeny riizné organicka rozpoustédla a
pomér reaktantl, ale maximalni vytézek (3,5-dinitrobenzyl)isothiokyanatu byl dosazen pfi
pouziti DMF a zahtivani reakéni smési na 130 °C. Dulezitym faktorem se také ukazalo byt to,
ze thiokyanatan draselny byl pfidan do pfedem vyhtatého roztoku 3,5-dinitrobenzyl chloridu
v DMF. Postupné zahiivani reakéni smési vedlo ke zvySeni podilu 3,5-

dinitrobenzylthiokyanatu.

Pro cyklizace 1-acyl-4-(3,5-dinitrobenzyl)thiosemikarbazidii na 5-alkyl/aryl-N-(3,5-
dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy byly vyzkouSeny dvé metody. Prvni metoda (metoda
A) spocivala v cyklizaci thiosemikarbazidu pomoci reakce s tosylchloridem v pfitomnosti
triethylaminu v THF. Reak¢ni smési se zahtivaly 25-50 hodin, ale i pfesto nedochazelo k tplné
konverzi vychozich latek. Vyté€znost této metody byla 30-60 %. Druhd metoda — metoda B,
reakce thiosemikarbazidu s EDC-HCI1 v DMSO poskytovala vyssi vytézky: 50-85 %. Vyhodou

této metody bylo 1 zkraceni reakéniho ¢asu na 5-30 hodin. Zaroven se touto metodou podatilo
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ziskat  5-cyklohexyl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amin (15), ktery byl za

podminek metody A izolovan jako smés s vychozi latkou.

U finélnich latek byla stanovena jejich in vitro antimykobakterialni aktivita. Uginnost
na M. tuberculosis pitipravenych 5-alkyl/aryl-N-(3,5-dinitrobenzyl)-1,3,4-oxadiazol-2-amint
byla porovnatelnd s ptedlohovymi strukturami. Nicméné finalni latky byly vyrazné méné
aktivni vii¢i M. avium a M. kansasii. 1 ptesto jsou pfipravené latky zajimavym predmétem
dalsiho vyzkumu, kvtili moZznosti alkylovat dusik ve spojovacim fetézci a ptipravit tak latky se

zlepsenou rozpustnosti v organickych rozpoustédlech a ve vode.
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