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Tuberkuléza je infekéné onemocnenie spbésobené mykobaktériami
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), ktoré je jednou z desiatich
najCastejsich pricin umrtia vo svete. Podla svetovej zdravotnickej organizacie bolo v
roku 2016 zaznamenanych 10,4 miliéna novych pripadov a 1,7 miliéna [udi tomuto
onemocneniu podlahlo (vratane 0,4 miliéna ludi s HIV). Lie¢ba tuberkulézy
spbdsobenej liekovo citlivymi kmefimi M. tuberculosis je velmi Uspes$na, vylieli sa az
82% pacientov. Velkym problémom je ale terapia pacientov s liekovo rezistentnymi
kmenmi M. tuberculosis. Multiliekovo-rezistentna tuberkuléza (MDR-TB) je TB, ktord
sa neda vyliecit izoniazidom (INH) ani rifampicinom (RIF), takZe dvomi najucinnejsimi
antituberkulotikami prvej linie. V takomto pripade je TB lie¢end antituberkulotikami
druhej linie, ktoré je nutné podavat az dva roky. | tak sa v Eurdpskej unii podla
Statistiky Uspesne vylieciiba 32,2% pacientov s MDR-TB. Preto je ddleZité venovat sa
hladaniu a vyvoji novych lieciv, ktoré by posobili na MDR-TB a mohli pomoct zniZit

dobu a naklady liecby.

V predchodzich pracach na katedre organickej a bioorganickej chémie bolo
zistené, Ze 2,5-disubstituované 1,3,4-oxadiazoly, ktoré vo svojej Struktire nesu 3,5-
dinitrobenzylsulfanylovd skupinu aich reverzné analégy, ktoré nesu 3,5-
dinitrofenylovu skupinu priamo pripojenu na heterocyklus, vykazuju signifikantnu

a selektivnu antimykobakteridlnu aktivitu. Spomenuté zluéeniny vykazuju in vitro


https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=9d327ceb67925fce0bf1c49de6d4ecda&tid=2&do=main&doo=detail&did=185366
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antimykobakteridlnu aktivitu vrozmedzi MIC (minimdlna inhibi¢na koncentracia)

0,03-0,06 uM.

Z predchadzajucich  vykonanych Studii vztahov medzi Struktirou
a antimykobakterialnou aktivitou spomenutych 1,3,4-oxadiazolov bolo zistené, zZe
heterocyklus mbzZe vyznamne ovplyvnit ucinnost zlacenin. 1,3,4-oxadiazoly
vykazovali vyrazne vyssiu U¢innost nez 1,5- a 2,5-disubstituované tetrazoly a nez latky
neobsahujice heterocyklus. Ciefom tejto prace bolo pripravit sériu latok
bioizostérnou zamenou 1,3,4-oxadiazolu za 1,2,4-oxadiazol a zistit, ako usporiadanie

heteroatdémov v heterocykle ovplyvni antimykobakteridlnu aktivitu.

Najprv bola pripravend séria 3-aryl-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,2,4-
oxadiazolov. Boli pouzité dve metddy pripravy 1,2,4-oxadiazolu. Prvd metdda
vychadzala zreakcie odpovedajuceho nitrilu s N,N-diisopropylethylaminom
a naslednym uzavretim 1,2,4-oxadiazolového kruhu pomocou 1,1°-
thiokarbonyldiimidazolu. Touto metédou boli pripravené vsetky cielové oxadiazoly
vo vytazku 70-87%. Ndslednou alkylaciou pripravenych 3-aryl-1,2,4-oxadiazolov-5-
thiolov boli syntetizované finadlne latky s vytazkom 31-98%. Druhou metddou bola
reakcia 4-chlorbenzamidoximu s ethylchloroformiatom, nasledna cyklizacia a na
1,2,4-oxadiazol-5-on a zamena karbonylovej skupiny na 1,2,4-oxadiazole za
thiokarbonylovu reakciou s Lawessonovym Cinidlom. Poslednd reakcia vsak
neprebiehala a 3-chlorfenyl-1,2,4-oxadiazol-5-thiol sa touto metddou nepodarilo

pripravit.

Nasledne bola pripravend séria 5-alkylsulfanyl-3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-
oxadiazolov, teda reverznych analégov. Pre syntézu 3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-
oxadiazol-5-thiolu bol pouZity rovnaky postup ako pre pripravu 3-aryl-1,2,4-
oxadiazol-5-thiolov. Vytazok reverzného 1,2,4-oxadiazol-5-thiolu bol 44%. Alkylaciou
tohto thiolu boli pripravené 2 finalne latky. Vzhladom k nizkym vytazkom metédou
postupnych reakcii bola pouzita metdda ,,one pot”, ktora bola pre reverzné analégy

vyhodnejsia.



Z piatich pripravenych Struktur bola uStyroch zlucenin testovana ich
antimykobakteridalna aktivita audvoch latok ich cytotoxicita a antimykoticka
a antibakteridlna aktivita. Latky vykazovali relativne podobnu ¢i  vySSiu
antimykobakteridlnu aktivitu nez Standardne pouzivané antituberkulotikum 1. linie
izoniazid, ale vyrazne nizSiu aktivitu neZ rovnako substituované derivaty 1,3,4-

oxadiazolov.
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Tuberculosis is an infectious disease caused by mycobacteria
Mycobacterium tuberculosis, which is one of the top ten causes of death worldwide.
According to the World Health Organization, 10.4 million new cases were reported in
2016 and 1.7 million people died of this disease (including 0.4 million people with
HIV). Treatment of tuberculosis caused by drug-susceptible strains of M. tuberculosis
is very successful, with up to 82% of patients cured. However, a major problem is the
therapy of patients with drug resistant strains of M. tuberculosis. Multidrug-resistant
tuberculosis (MDR-TB) is a TB that cannot be cured by isoniazid (INH) or rifampicin
(RIF), the two most effective first-line antituberculotics. In this case, TB is treated with
second-line antituberculotics, which should be administered for up to two years.
However, according to statistics, only 32.2% of patients with MDR-TB are successfully
cured in the European Union. Therefore, it is important to look for and develop new

drugs that act on MDR-TB and can help reduce the time and cost of treatment.

In the previous work at the Department of Organic and Bioorganic Chemistry
it was found that 2,5-disubstituted 1,3,4-oxadiazoles bearing a 3,5-
dinitrobenzylsulfanyl group and their reverse analogs carrying a 3,5-dinitrophenyl
group directly attached to the heterocycle, exhibited significant and selective
antimycobacterial activity. These compounds showed in vitro antimycobacterial

activity in the MIC (minimal inhibitory concentration) range of 0.03-0.06 uM.
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Previous studies of the structure-antimycobacterial activity relationships of
the 1,3,4-oxadiazoles have shown that the heterocycle can significantly affect the
efficacy of the compounds. The 1,3,4-oxadiazoles showed significantly higher efficacy
than the 1,5- and 2,5-disubstituted tetrazoles or the non-heterocyclic substances.
The aim of this work was to prepare a series of substances by bioisosteric exchange
of 1,3,4-oxadiazole for 1,2,4-oxadiazole and see how the arrangement of

heteroatoms in the heterocycle affects antimycobacterial activity.

First, a series of 3-aryl-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl) -1,2,4-oxadiazoles was
prepared. Two methods of preparing 1,2,4-oxadiazole were used. The first method
was based on the reaction of the corresponding nitrile with N,N-
diisopropylethylamine and subsequent closure of the 1,2,4-oxadiazole ring with 1,1'-
thiocarbonyldiimidazole. All target oxadiazoles in a yield of 70-87% were prepared by
this method. Subsequent alkylation of the prepared 3-aryl-1,2,4-oxadiazoles-5-thiols
resulted in the synthesis of the final compounds in a yield of 31-98%. The second
method was the reaction of 4-chlorobenzamidoxime with ethyl chloroformate,
followed by cyclization to 1,2,4-oxadiazol-5-one and replacement of the carbonyl
group of the 1,2,4-oxadiazole with a thiocarbonyl group by reaction with Lawesson's
reagent. However, the last reaction was not carried out and 3-chlorophenyl-1,2,4-

oxadiazole-5-thiol was not prepared by this method.

Subsequently, a series of 5-alkylsulfanyl-3-(3,5-dinitrophenyl)-1,2,4-
oxadiazoles, i.e. reverse analogs, was prepared. For the synthesis of 3-(3,5-
dinitrophenyl)-1,2,4-oxadiazole-5-thiol, the same procedure was used as for the
preparation of 3-aryl-1,2,4-oxadiazole-5-thiols. The yield of reverse 1,2,4-oxadiazole-
5-thiol was 44%. By alkylation of this thiol, 2 final compounds were prepared. Because
of the low yields of the sequential reaction method, the ,,one pot“ method was used,

which was more advantageous for reverse analogs.

Of the five structures prepared, four compounds were tested for their

antimycobacterial activity and two for their cytotoxicity and antifungal and

11



antibacterial activity. The substances exhibited relatively similar or higher
antimycobacterial activity than the standard first-line antitubercular drug isoniazid,

but significantly lower activity than equally substituted 1,3,4-oxadiazole derivatives.
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4. Uvod

4.1. Tuberkuléza

Tuberkuldza (TB) je jednou z desiatich najc¢astejsich pric¢in Umrtia vo svete.
Podla svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) bolo v roku 2016 zaznamenanych
10,4 miliéna novych pripadov, z ¢oho 1,7 miliéna [udi tomuto onemocneniu podlahlo
(vratane 0,4 miliéna ludi s HIV). Viac nez 95% umrti sa tyka chudobnejsich zemi,
z &oho 7 ich pokryva 64% tohoto celku. Za vedtcou Indiou najdeme Indonéziu, Cinu,
Filipiny, Pakistan, Nigériu a Juznu Afriku. Dobra sprava je, Ze TB globdlne ustupuje,
zatial vSak pomaly, priblizne o 2% pripadov ro¢ne. Odhaduje sa, Ze v obdobi od roku
2000 do roku 2016 sa prostrednictvom diagnostiky a liecby tuberkuldzy usetrilo 53
miliéonov Zivotov. Ukoncenie epidémie TB do roku 2030 patri medzi hlavné ciele v

oblasti zdravia.l2

TB je infek¢né onemocnenie sp6sobené mykobaktériami Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis). ZvyCajne zasahuje pluca (pulmonalna tuberkuléza), ale
mozZe zasiahnut aj iné miesta (extrapulmonalna tuberkul6za). Onemocnenie sa Siri
vdychnutim kvapiek obsahujacich baktérie, ktoré [ludia trpiaci pulmondlnou
tuberkulézou vylucuju do ovzdusia kasfom, kychanim alebo pluvanim. Odhaduje sa,
Zze az 1,7 miliard ludi je celosvetovo nakazenych patogénom M. tuberculosis
a prebieha u nich tzv. latentnd forma TB. Iba u relativne malého podielu (5-15 %)
infikovanych fudi dbéjde pocas ich Zivota k rozvoju aktivnej formy onemocnenia.
Zvysené riziko aktivacie arozvoja TB je ulfudi so znizenou imunitou, ako su HIV-

pozitivni pacienti, fudia trpiaci diabetom, podvyZivou a ludia pouZivajuci tabak.*

Bohuzial sa ukazalo, Ze baktérie spdsobujice TB si vedia vyvinut rezistenciu
proti antimikrobidlnym liekom pouzivanym pre liecbu tohto onemocnenia.
Multiliekovo-rezistentna tuberkuléza (MDR-TB) je TB, ktord sa neda vyliecit
izoniazidom (INH) ani rifampicinom (RIF), takZe dvomi najucinnejSimi

antituberkulotikami prvej linie. V takomto pripade je TB lie¢end antituberkulotikami
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druhej linie, ktoré je nutné podavat az dva roky, zatial ¢o TB citliva na INH a RIF sa

lieci iba 6 mesiacov. Existuju dva dévody neustaleho vzniku MDR kmeriov:

1. Nespravne zachdadzanie s lieCivymi latkami - neprimerané alebo nespravne
pouzivanie antimykobakteridlnych liekov, pouzitie nedostatocne ucinnych
liekov (ako je pouZitie jednorazovych liekov, liekov zlej kvality alebo liekov
uchovavanych v zlych podmienkach) a predcasné prerusenie liecby.

2. Prenos z jednej osoby na druhu — najcastejsie v preplnenych priestoroch, ako

st nemochnice &i vaznice.3

V niektorych zemiach sa boj s MDR-TB stava ¢im dalej obtaznejsi. MoZnosti
liecby si obmedzené a drahé, doporucenda medikdcia nie je vidy dostupna a u
pacientov sa vyskytuje mnoho neziaducich ucinkov. V niektorych pripadoch sa méze
objavit este zavaznejsia forma rezistencie.? Extenzivne rezistentna tuberkul6za (XDR-
TB) je TB rezistentna ku vsetkych lie¢ivdm prvej linie a naviac aspon k jednému
fluorochinolonu a jednému injekénému antituberkulotiku druhej linie (amikacin,
kapreomycin, kanamycin). WHO odhaduje, Ze v roku 2016 bolo 600 000 novych
pripadov s rezistenciou na rifampicin — najefektivnejsim lieCivom prvej linie - z toho v

490 000 pripadoch $lo o MDR-TB (Obrazok 1).2

Vo verejnych médiach je Siroko pouZzivany este termin TDR-TB. Ide o TB
Uplne rezistentnu na vsetky lieciva prvej linie ako aj lieCiva druhej linie, na ktoré sa
moze dat pacient testovat pomocou testov citlivosti na lieky (DST).* Rdzne krajiny sa
vsak liSia v moZnostiach testovania na rezistenciu lieCiv druhej linie. Inymi slovami
teda mozno povedat, Ze existuju kmene rezistentné voci vsetkym liec¢ivam, na ktoré
sa mbze dat pacient testovat pomocou DST. Prvy pripad TDR-TB bol zaznamenany
v roku 2003 v Taliansku, dalSie sa vyskytli v Indii a Juznej Afrike, kde Centrum pre
kontrolu a prevenciu nemoci (CDC) uviedlo, Ze takéto onemocnenie je ,prakticky
nevyliecitelné” .* WHO tento termin ale neuzndva a povaZuje vietky tieto pripady TB

za rozne formy XDR-TB.>
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Obrdzok 1. Celosvetové udaje z dohladu nad liekovou rezistenciou.®

Global coverage of surveillance data on drug resistance, 1995-2017

Year of most
recent data

L 1995-2004
7] 2005-2009
[ 2010-2014
B 2015-2017
[ ongoingin 2017 ﬁl
[ Nodata & /
|//// Subnational data

- Not applicable

The boundaries and names shown and the designations used on this map de not imply the expression of Data Source: Global Tuberculosis oI5
any opinien whatsoever on the part of the World Health Organization conceming the legal status of any Report 2017. WHO, 2017. {1 }
country, territery, city or area or of its authorities, or cancerning the delimitation of its frontiers or boundaries. S
Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines for which there may not yet be full agreement. © WHO 2017. All rights reserved.

World Health
Organization

V stucasnosti sa v Eurépskej unii uspesne liecilo iba 32,2% pacientov s MDR-
TB a19,1% XDR-TB.® Detailné informacie o charakteristikdch, manaZmente
a progndzach pacientov s MDR-TB a XDR-TB su v Eurdpe vzacne, ale nevyhnutné pre
dobru informovanost tvorcov zdravotnej politiky.® Na zéklade toho bol v roku 2006
vytvoreny TBNET (The Tuberculosis Network European Trials group). Ide o neziskovu
mimovladnu vedecku organizaciu, ktora iniciuje vyskum a spolupracu v oblasti TB
v Eurépe. Dnes tato paneurdpska siet pozostava z viac ako 600 zdravotnickych
odbornikov avedcov, ktorych spolupraca viedla k vytvoreniu 60 recenzovanych
¢lankov v poprednych lekarskych ¢asopisoch.” Vdaka TBNET prebehol medzi rokmi
2010 a 2014 projekt zamerany na hodnotenie Udajov ziskanych pozorovanim
medzinarodnej skupiny pacientov s MDR/XDR-TB. Cielom projektu bolo identifikovat
modely rezistencie M. tuberculosis na lie€iva druhej linie a rizikové faktory pre vznik
pre-XDR-TB a XDR-TB. Studium sa uskutocnilo v 16 krajinach Eurépy (Obrazok 2): vo
2 s vysokym vyskytom tuberkuldzy (>100 pripadov/100 000 osbb), 4 s priemernym

vyskytom (20-100 pripadov/100 000 os6b) a 10 s nizkym vyskytom (<20 pripadov/
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100 000 o0s0b). Zistilo sa, Ze nizka miera Uspesnosti lieCby MDR-TB v Eurépe moze byt
sposobend nizkou frekvenciou DST proti antituberkulotikdam druhej linie a zistenim
vysokej Urovne rezistencie na tieto lieciva, ak testovanie prebehlo. Tieto vysledky
poukazuju na naliehavu potrebu zvysenia molekularnych a fenotypovych DST proti
antituberkulotikdm druhej linie. To prispeje kziskaniu dat potrebnych k zacatiu

vhodnych a Géinnych lie¢ebnych rezimov pre pacientov s rezistentnou TB.2

Tallinn

;"Ta rtu
» Copenhage

Dublin | Y. # Borstel
[ 2'"“'"5 aM o Groningen
Nijmegen
Lundm? a
'Brussels .Prague
Gauting' *Vienna pat
‘Chisinau
® Sondalo
Genoa®
Porto ® Rome™ TB incidence
Barcelona Low
I intermediate
I High

Obrazok 2. Lokality TBNET v celoeurdpskej sieti zapojené do studia tuberkulozy
rezistentnej na lieky.”
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4.2. Sucasna terapia tuberkulézy

4.2.1. Liecba citlivej TB

Prva ucinnd lie¢ba proti TBC bola vyvinutd v 40. rokoch 20. storocia. Sucasna
doporucovand lieCba pre pacientov s aktivhou, na lieky citlivou pulmondlnou
tuberkulézou je liecba Standardnym Sestmesaénym reZzimom, ktory pozostdva
z dvojmesacného uZivania Stvorkombindcie antituberkulotik prvej linie, tj. INH, RIF,
pyrazinamidu (PZA) a ethambutolu (EMB) a nasledného Stvormesacného uZivania

dvojkombinécie INH a RIF.%°

Tabulka 1. V sucasnej dobe pouzZivané antituberkulotika prvej volby.

Antituberkulotika 1. linie: e INH
e RIF
e PZA
e EMB

1. lzoniazid

INH (Obrazok 3), hydrazid kyseliny

izonikotinovej, je vysoko baktericidny proti O
_NH
replikacii tuberkuldzneho bacilu. Je rychlo | N N 2
H
absorbovany a lahko sa rozptyli do vsetkych N~

tekutin a tkaniv. Jeho mechanizmus ucinku

spotiva v inhibicii syntézy mykolovej kyseliny Obrdzok 3. Struktira Izoniazidu
v bunkovej stene, deplécii zadsob nukleovych kyselin a metabolickej depresii.l®
Samotny INH nie je pre bakterialne bunky toxicky, ale p6sobi ako proliecivo a je
aktivovany mykobakteridlnym enzymom KatG. Ide o multifunkéntd kataldza-
peroxidazu, ktorej mutaciou dochadza k vzniku najcastejSej formy rezistencie proti
INH. Mono-rezistencia voCi INH je najbeZznejSou rezistenciou na antituberkulotikum

1. linie. INH sa do 24 hodin kompletne vyluci z organizmu do mocu, vac¢sinou vo forme
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neaktivnych metabolitov. INH sa zvyéajne uZiva peroralne, ale kriticky chorym

pacientom sa moze podat intramuskularne alebo intravendzne.!

2. Rifampicin

RIF (Obrazok 4) je polosynteticky

derivat  rifamycinu B, komplexné HO.,
makrocyklické antibiotikum, ktoré .
Specificky inhibuje bakterialnu RNA o
polymerazu, enzym zodpovedny za
transkripciu DNA, vytvorenim stabilného
komplexu lieCivo-enzym. Prislusné
cicavie enzymy nie su rifampicinom Obrdzok 4. Struktira Rifampicinu
ovplyvnené.'? M4 baktericidne vlastnosti

a silny sterilizacny ucinok proti tuberkuléznym bacilom v celuldrnej aj extraceluldrnej
forme. Po perordlnom podani sa rychlo absorbuje a distribuuje v celularnych
tkanivach a telesnych tekutinach. Ak ma pacient zapdlené meningy, vyznamné
mnoZstva vstupuju do cerebrospindlnej tekutiny. RIF je velmi silny CYP3A enzymovy
induktor, ¢o moZe viest usucasne podavanych lieCiv metabolizovanych touto
izoformou cytochromu P450 kich subterapeutickym koncentracidm. Prikladom
takychto lie€iv je aj vacSina antiretrovirotik, lie€iv pouzivanych na lie¢bu HIV. U HIV-
pozitivnych pacientov sa preto doporucuje na liecbu TB pouzit rifabutin,
semisyntetické ansamycinové antibiotikum so silnym antimykobakterialnym
Géinkom.3 Rezistencia sa na RIF vyvija lahko, preto sa musi vidy podavat v kombindcii
s inymi uacinnymi antimykobakteridlnymi latkami. RIF je tiez k dispozicii na

intravendzne podanie pre kriticky chorych pacientov.'!
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3. Pyrazinamid

PZA je synteticky  analdg
N O

nikotinamidu, ktory nema takmer Ziadnu (ﬂ
aktivitu proti rastdacim tuberkul6znym N— NH
bacilom, ale je primarne aktivny proti
nerastdcim perzistujicim organizmom. PZA  Obrdzok 5. Struktira Pyrazinamidu
posobi odliSne od beinych antibiotik tym,
Zze inhibuje viacero cielov, ato tvorbu energie, transldciu a pravdepodobne
i pantotenat/koenzym A, ktory je potrebny na preZitie perzistujicich organizmov.
Tento komplexny Ucinok je stale predmetom vyskumu. Jeho silna steriliza¢na aktivita
sa prejavuje najma v relativne kyslom intraceluldrnom prostredi (napr. pH 5,5)
makrofdgov a v oblastiach s akitnym zdpalom. Ma vysoky ucinok pocas prvych dvoch
mesiacov lie¢by, kedy pretrvdvaju akutne zdpalové zmeny. Jeho pouzitie skratilo

lieCebny rezim a znizilo riziko recidivy. Poddva sa ordlne, fahko sa absorbuje z

gastrointestindlneho traktu a rychlo sa distribuuje do v3etkych tkaniv a tekutin.!!
4. Ethambutol

EMB je synteticky kongenér 1,2-

T i . . H
etandiaminu, ucéinny proti M. tuberculosis, /\.LNH
. . . . s H3C :_ H CH3
Mycobacterium bovis (M. bovis) a niektorym ) \—\ J)
HO HN—
ne$pecifickym mykobaktériam.!* Ethambutol “_OH
inhibuje  inkorporaciu  D-arabindzy do

mykobaktérii. KedZe je kyselina mykolova

v bunkovej stene $pecificky viazana na 5-polohu distalnych zvySkov D-arabindzy,
dochadza touto inhibiciou k vyCerpaniu miest na prenos kyseliny mykolovej do
bunkovej steny. T4 si na prenos teda musi najst alternativne miesto. Pravdepodobne
sa jedna o molekuly trehaldzy, ¢o sp6sobi nadprodukciu monomykolatu a dimykolatu

trehaldzy. Tento pociatoény ucinok lieku pravdepodobne spusta kaskadu zmien
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lipidového metabolizmu mykobaktérii, ktoré nakoniec vedu k bunkovej smrti. Jeho

presny mechanizmus ucinku vsak doposial nie je zndmy.'® PouZiva sa v kombinacii s

inymi anti-TB liekmi na prevenciu alebo oddialenie vzniku rezistentnych kmerov.

Poddva sa peroralne a je lahko absorbovany z gastrointestindlneho traktu.!

4.2.2. Liecba liekovo-rezistentnej TB

Tabulka 2. Skupiny antituberkulotik doporucené pre lieébu MDR-TB a XDR-TB.°

A - Fluorochinolony °

B — Injek¢né antituberkulotika °
druhej linie .

C - Dalie zakladné antituberkulotika o
druhej linie °

LEVOFLOXACIN
MOXIFLOXACIN

GATIFLOXACIN

KANAMYCIN

AMIKACIN

KAPREOMYCIN
ETIONAMID/PROTHIONAMID
CYKLOSERIN/TERIZIDON
LINEZOLID

KLOFAZIMIN

D — Pridavné antituberkulotika D1

e PYRAZINAMID

ETHAMBUTOL
e Vysoké davky IZONIAZIDU

D2

e BEDAQUILIN
e DELAMANID

D3

e P-AMINOSALICYLOVA KYS.
e IMIPENEM-CILASTATIN

e MEROPENEM

e AMOXICILIN-KLAVULANAT

U pacientov s MDR-TB lie€ebny reZim pozostava zaspon 5 ucinnych

antituberkulotik. Tie zahriiuju PZA, jedno antituberkulotikum zo skupiny A, jedno zo

skupiny B a aspon dve antituberkulotika zo skupiny C. Ak liecebny rezim neméze byt
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zostaveny ztakto uvedenych antituberkulotik, ako nahrada moéze byt pouZité
antituberkulotikum zo skupiny D2 alebo D3. Celkova di?ka lie¢by by mala trvat 20
mesiacov, z toho 8 mesiacov by mala trvat intenzivna faza. Dizka lie¢by ale moze byt

modifikovana na zaklade odpovede pacienta na liecbu.

V roku 2016 WHO schvdlila pouZitie kratkeho, Standardizovaného rezimu pre
pacientov s MDR-TB, ktori neboli doposial lie¢eny antituberkulotikami druhej linie, a
ktori nie su infikovany kmenmi rezistentnymi voci injekénym antituberkulotikdm
druhej linie a fluorochinolonom. Tento rezim trvd 9-12 mesiacov a je ovela menej
nakladny ako beina liecba MDR-TB, ktord moZe trvat az 2 roky.® Pozostava
z intenzivnej fazy, v ktorej sa podava gatifloxacin/moxifloxacin, kanamycin/amikacin,
etionamid/protionamid, klofazimin, vysoka davka (10 mg/kg) izoniazidu, ethambutol
a pyrazinamid po dobu 4-6 mesiacov. Nasleduje pokracovacia 5-mesacna faza, kedy

sa podava gatifloxacin/moxifloxacin, klofazimin, ethambutol a pyrazinamid.'’
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4.3. Vyvoj novych antituberkulotik

Sucasné liecebné reZzimy TB sU neuspokojivé z dovodu nizkej ucinnosti,
vysokej toxicity, dlhého trvania a tiez znacnej zataze na zdravotné prostriedky pri
liecbe multirezistentnej tuberkulézy. Problémom je tieZ casty vyskyt interakcii medzi
jednotlivymi liekmi, ako je napriklad interakcia RIF sinhibitormi protedz ainymi
antiretrovirotikami. Nové antituberkulotika ako aj lieCebné rezimy su preto potrebné
na zvysSenie uspesnosti vylieCenia u pacientov s rezistentnou tuberkulézou (v
sucasnosti priblizne 50%) a na skratenie lieCby na lieky citlivej TB, ako aj na lieky

rezistentnej TB.®
4.3.1. Nové uzitie uz znamych lieciv

V medzic¢ase vyvoja novych lie€iv sU pouZivané ako antituberkulotika aj uz
zname lieciva s pévodne inym klinickym pouzitim. NajcastejSie takto pouZzité lieciva
su Linezolid a Klofazimin. Obe lie€¢ivda hraju vyznamnu rolu v liecbe MDR-TB,
Klofazimin m& dokonca potencial skratenia jej liecebného rezimu. Dal$imi takto
pouzitymi lieCivami su fluorochinolony, kanamycin, amikacin, karbapenemy
a amoxicilin-klavulanat.  Fluorochinolony tretej aStvrtej linie (levofloxacin,
moxifloxacin a gatifloxacin) su pravidelne pouZivané na lieCbu izoniazid-
monorezistentnej TB a MDR-TB, kde tvoria najdolezitejSiu zlozku antituberkulotik
druhej linie. Predpokladalo sa, 7e maju potencial redukovat dizku lie¢ebného reZimu
TB, av$ak tri nedavno uzavreté klinické $tudie tento potencial nepotvrdili.*® Slubné
vysledky z randomizovaného klinického hodnotenia faze 2 na baktericidnu aktivitu
ukdzali karbapenémy. Meropenem, imipenem a ertapenem boli s Uspechom pouzité
v spojeni sinymi antituberkulotikami na liecbu MDR-TB a XDR-TB. Kombinacia
meropenemu s klavulandtom deaktivuje mykobakteridlnu B-laktamdzu, ¢o spoOsobi,
Ze su mykobaktérie citlivé na meropeném a amoxicilin. Hoci farmakokinetické
vlastnosti meropenému (intravendzna forma atri denné podania) vylucuju jeho
vseobecné poufZitie, jeho moznou alternaciou by mohol byt ertapeném, ktory méze

byt podany intramuskuldrne.6:
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4.3.2. Vyvoj novych antituberkulotik

2019 Globa

Discovery Preclinical Development

New TB Drug Pipeline *

Clinical Development
|

Early Stage
Development 7

Lead Optimization

Diarylthiazoles
DprE1 Inhibitors

SPR720*
TBI-223
BTZ-043*
TBI-166

CPZEN-45* TBAJ-587
Direct InhA Inhibitors g6 ctinamide TBAJ-876
Mth energy -1810*

metabolism GSK-286*
TB-47*

Macrolides

Mycobacterial Gyrase Sanfetrinem

Inhibitors
Arylsulfonamides

Inhibitors of MmpL3,
Translocase-1, Clp,
PKS13

Oxazolidinones

(PBTZ-169)

Squaramides

*New chemical class. Known chemical classes for any indication are color coded: fluoroquinolone, rifamycin,
diarylquinecline, benzothiazinone, imidazopyridine amide, beta-lactam.

oxazelidinene,

1 New Molecular Entities not yet approved, being developed for TB or only conditionally approved for TB.
Showing most advanced stage reported for each. Details for projects listed can be found at

http://www.newtbdrugs.org/pipeline/clinical

Ongoing projects without a lead compound series identified: http://www.newtbdrugs.org/pipeline/discovery

Phase 1

Phase 2 Phase 3

Bedaquiline*
(TMc-207)

OPC-167832*

Telacebec*
(Q203)

Delpazolid

Macozinone* (LCB01-0371)

Sutezolid

GSK-656* (070)
TBA-7371*%

Contezolid

SQ-109*

Macozinone*

Underline = new to
Phase since Oct 2018

& WORKING GROUP

@ ON NEW TB DRUGS
www.newtbdrugs.org
Updated: March 2019

Obrdzok 7. Prehlad vyvijanych antituberkulotik a faz preklinického a klinického
vyvoja, v ktorych sa nachddzajui.*®

V poslednych rokoch boli zaznamenané prvé regulaéné schvalenia novych

antituberkulotik (bedaquilin a delamanid) za viac nez 40 rokov. Obe lie¢ivd boli

schvdlené podmienecne vdaka Americkej
sprave potravin alieCiv (FDA) a Eurépskej

agenture pre lieky (EMA).*® Bedaquilin

(Obrazok 8) patri do novej triedy

antimikrobidlnych  [dtok  znamych  ako

diarylchinoliny. Napriek zlepsenej

Ve

terapeutickej  Uéinnosti  rezimov, ktoré

obsahuju bedaquilin, stale pretrvavaju obavy

o bezpecnost kvoli nedplnym bezpeénostnym

Obrdzok 8. Struktira bedaquilinu
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udajom, zaloZené iba na klinickych Studiach fazy Il. Tieto otazky viedli WHO
k odporucaniu iba podmienecného poutZitia bedaquilinu, ktoré je obmedzené na
pacientov s plucnym MDR-TB, pre ktorych nie su k dispozicii vhodné alternativy. Jeho
baktericidny ucinok je zaloZeny na selektivnej inhibicii mykobakterialnej F1/FO-ATP
syntazy, ktord je klt¢ovym enzymom v procese oxidacnej fosforylacie, a teda riadenia

produkcie ATP.1°

Dal$imi latkami v tretej fazy klinického vyvoja st delamanid a pretomanid.

Partia do Strukturnej skupiny bicyklickych nitroimidazolov a su aktivne ako proti
replikujucim tak aj hypoxickym nereplikujucim bacilom. Delamanid bol podmienecne
schvaleny Eurdpskou agenturou pre lieky v novembri 2013 (Obrdzok 9). Je to derivat
dihydro-nitroimidazooxazolu. P6sobi tak, Ze inhibuje syntézu zloZiek
mykobakteridlnych bunkovych stien, kyselinu metoxy-mykolovd a kyselinu
OCF, ketomykolovu. Delamanid

NKOJM:/O\QNQ\ Q je  prolie¢ivo,  ktoré
NOZJ\/N o) aktivuje enzym
deazaflavin depedentna

Obrdzok 9. Struktira Delamanidu nitroreduktaza (Rv3547).
Reaktivny medziproduktovy metabolit, ktory sa tvori medzi delamanidovym
a desnitro-imidazooxazolovym derivatom, hra délezitu ulohu pri inhibicii produkcie
kyseliny mykolovej. Rovnako ako bedaquilin je delamanid pouZity ako sucast
vhodného kombinovaného rezimu u dospelych pacientov s plicnou MDR-TB,
u ktorych sa sucasny schvaleny rezim neméze pouZit z dévodu rezistencie alebo

intolerancie.?°
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Mechanizmus ucinku pretomanidu nie je Uplne objasneny (Obrazok 10).

Pravdepodobne pdsobi na biosyntetickd cestu kyseliny mykolovej prostrednictvom

0 deplécie ketomykolatov
N= :><O a akumuldcie hydroxymykolatov.?!
N OCF;
NO, To vysvetluje jeho
antimykobakterialnu aktivitu
Obrdzok 10. Struktira pretomanidu v replikujucich baktériach. Okrem

toho sa ukazalo, Ze derivat des-nitroimidazolu z pretomanidového metabolizmu je
zodpovedny za tvorbu reaktivnych dusikatych [dtok a vycCerpanie ATP, ¢o by

vysvetlovalo jeho aktivitu za anaerébnych podmienok.??

Daldou skupinou vyvijanych antituberkulotik v klinickom testovani su
oxazolidinény. Ich mechanizmus ucinku je odliSny od ostatnych antituberkulotik, a
spociva vo vazbe na 23S podjednotku rRNA, ¢im blokuju mikrobidlnu proteinovu
syntézu. Do tejto skupiny patri okrem uz spominaného linezolidu aj sutezolid a
delpazolid, ktoré oproti linezolidu vykazuju mensie neziaduce Ucinky a vyssiu aktivitu.

Obe latky si momentalne v druhej fazy klinického vyvoja (Obrazok 11).2324

Obrdzok 11. Struktira delpazolidu a sutezolidu
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Vyznamnou latkou vdruhej faze klinického vyvoja je SQ109, ktory
interferuje so zostavenim mykolovych kyselin v bunkovej stene M. tuberculosis.
Bacily vystavené SQ109 vykazuju okamzitu inhibiciu produkcie dimykolatu trehaldzy
(TDM) a nedokdzu naviazat mykolaty na arabinogalaktan bunkovej steny. Tieto
ucinky nie su sposobené inhibiciou syntézy mykolatov, pretoze celkova hladina

H mykolatov zostala
N\/\N/\M nezmenena. Doslo ale

H k akumulacii trehalézo-

monomykolatu (TMM),

Obrdzok 12. Struktira antituberkulotika SQ109 prekurzoru TDM a mykolatov
bunkovej steny. Na zaklade
tychto ucinkov bolo zistené, Ze SQ109 inhibuje membranovy transportér Mmp13,
zodpovedny za prenos mykolovych kyselin vo forme TMM z cytoplazmy do bunkovej

steny.?®

Jednym z délezitych cielov zasahu v stcasnosti vyvijanych antituberkulotik
je inhibicia dekaprenylfosforyl-B-D-ribdza-2'-oxiddzy (DprE1), ¢o je esencidlny enzym
epimerujuci ribézu na arabindzu, ktord je zdkladnym komponentom

arabinogalaktdnu mykobakteridlnej bunkovej steny. Inhibiciou tohto enzymu

NO, dochdadza k lyze buniek
p a k bakterialnej smrti. Takto ucinkuju
CF S \
3 />*N N latky zo skupiny benzothiazindnov
N ~— v roznych stadiach klinického vyvoja,

O
ktoré ucinkuju ako proti rastucim, tak

Obrézok 13. Struktira macozinénu aj intraceluldarnym bacilom. Patri sem
macozinén (PBTZ-169), OPC-167832
a BTZ-043 (Obrdazok 13,14). Macozindn je derivat piperazino-benzothiazinénu, ktory
ma synergicky ucinok pri podavani s bedaquilinom a klofaziminom. Doposial' tato
nadejna latka spolu s BTZ-043 a OPC-167832 vykazuju velmi dobri bezpecénost aj in

vitro a in vivo antimykrobidlnu aktivitu.26:?’
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NO,

CFs S 0-_CHs
avsl
N o)

)

Obrdzok 14. Struktiura BTZ-043 (I. klinickd fdza)

Potencidlnym antituberkulotikom v druhej faze klinického vyvoja je Q203,
novsie zndmy ako telacebec, ktory patri do skupiny imidazopyridin amidov. Jeho ciel
je inhibovat cytochrém bcc komplex,?® variantu cytochrému bci komplexu, ktory sa

nachadza v respirachom retazci

@]
mykobaktérii ainych
F.F N/Q/\QM Y y

X N. N aktinobaktérii2® Q203 Gginne

F O
c /EJ blokuje rast M. tuberculosis in
I

vitro a v fudskych makrofagoch

Obrdzok 15. Struktira Q203 uz pri nizdich nanomoldrnych

koncentraciach.?8
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V4

5. Teoreticka c¢ast

Tato praca navazuje na predchadzajucu pracu na katedre bioorganickej a
organickej chémie, ktora bola zamerand na syntézu derivatov tetrazolu a oxadiazolu
s potencidlnou antimykobakteridlnou aktivitou. K nim sa dospelo po predchddzajicej
syntéze rozne substituovanych benzylsulfanyl benzazolov, triazolov a pyridinov,
z ktorych bolo zistené, Ze najvysSiu antimykobakteridlnu aktivitu vykazuju
benzazolové derivaty s 2,4- a 3,5-dinitrobenzylsulfanylovym substituentom (Obrazok

16).3°

M. tuberculosis

My 331/88
o
X \ ¥
S 7"NO,
@[N)_ 2-8 UM
1
X=0,S, NH

Obradzok 16. In vitro antimykobakteridlna aktivita 2,4- a 3,5-
dinitrobenzylsulfanylovych derivdatov benzazolu vyjadrend ako MIC (uM)

5.1. 1-Substituované 5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1H-tetrazoly a ich

izostérne analégy

Aby sa hlbSie prestudovala uloha heterocyklov v antimykrobidlnej aktivite,
bol benzazolovy heterocyklus nahradeny tetrazolovym. Dévody vyberu tetrazolu su
jeho jednoducha syntéza a pravdepodobne jeho lepsie ADME vlastnosti, navyse
substitucia v polohe 1 umozriuje Studovat vztahy medzi obmenami Struktary

a aktivitou, a tiez optimalizovat vlastnosti cielovych zltucenin.
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V rdmci Studie bolo dokazané, Ze 2,4- a hlavne 3,5-dinitroderivaty tychto
syntetizovanych zlucenin vykazovali vyznamnu in vitro antimykrobiadlnu aktivitu proti
mykobakterialnym kmernom. Ako prototyp pre porovnavanie vysledkov aktivity bolo
pouzité antituberkulotikum 1. linie INH. Bolo zistené, Ze derivaty 5- [(3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl]-1H-tetrazolu aich bioizostérické analégy s kyslikom
a selénom su vysoko antimykobakteridlne aktivne. Ich hodnoty minimalnej inhibi¢nej
koncentracie (MIC) dosiahli 1 uM proti M. tuberculosis CNCTC My 331/88 a 0,25 -1
UM proti Siestim multiliekovo-rezistentnym klinicky izolovanym kmenom M.

tuberculosis.

N—N -
1 »\ R2 R1 = alkyl, aryl
N S R2 =
' N

O,
2 )
LoD oW oW
;{\I:;j/Noz b NO NH,
Hz

>

2 ){\Q/

NO, NH, N

Obrdzok 17. Zakladné Struktury na katedre pripravenych tetrazolov

V ramci tejto prace bolo zistené, Ze pritomnost dvoch nitroskupin viazanych
na benzyl je pre zachovanie vysokej u¢innosti nevyhnutna. Ciastoéne alebo Uplne
redukované derivaty takmer Uplne antimykobakteridlnu aktivitu stratili. Co sa tyka
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polohy nitroskupin, 3,5-dinitroderivaty vykazovali podstatne vysSiu antimykrobialnu
aktivitu neZ 2,4-dinitroderivaty. Zaujimavostou je, Ze izosterickda zamena
heteroatdmu medzi dinitrobenzylom a tetrazolom nema na aktivitu Ziaden vyznamny
vplyv. Pokles aktivity nastal az jeho zdmenou za Ciastocne alebo Uplne oxidovany
derivat sulfanylu (sulfinyl, sulfonyl). Bez vyznamne;j straty anti-TB vlastnosti moze byt
zameneny substituent Ri, ¢o sa moéZe vyuzit pre buducu optimalizaciu pomeru
aktivita/toxicita a pre zlepSovanie ADME vlastnosti tychto slubnych zlGéenin. Na
antimykrobialnu aktivitu ma velky vplyv taktiez lipofilita. U molekdl s amino-, methyl-
, alebo karboxylovou substituciou, ktord lipofilitu zniZzuje, doslo k zniZeniu alebo az
k uplnej strate ucinku. Pripravou latok neobsahujucich tetrazolovy kruh bolo
dokazané, Ze jeho nepritomnost podstatne zniZuje antimykrobidlnu aktivitu
a tetrazol je teda dolezitym Strukturdlnym prvkom tychto zlucéenin. Porovnanim
aktivit dinitrosubstituovaného benzazolu (MIC = 2-8 uM) a dinitrosubstituovaného
tetrazolu (MIC = 1 uM) bolo dokazané, ze zdmena benzazolu za tetrazol vedie

k zvySeniu antimykobakterialnej aktivity.

U zItéenin sa nasledne testovala selektivita ich Ucinku zistovanim ich aktivity
proti 6smim bakteridlnym adsmim hubovym kmerfiom. Ich selektivny
antimykobakteridlny ucéinok bol potvrdeny, kedZe vsSetky zliéeniny obsahujice
substituciu  3,5-dinitrobenzylom  nevykazovali Ziadnu antibakteridlnu ani
antimykotickd aktivitu. Dalej u tychto derivatov neboli pozorované Ziadne toxické
ucinky, nebola zistena Ziadna skrizena rezistencia s antituberkulotikami 1. a 2. linie
a vysledky ich testovania na cytotoxicitu ukazuju, Ze maju iba obmedzené ucinky na

Zivotaschopnost cicavéich buniek.3°
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5.2. 1,5- a 2,5-Disubstituované tetrazoly

NO, NO;

N-N N=N
1 /
N\Nﬁk\s R/N\N;L\S
R

2 N02 3 N02
R = alkyl R = alkyl

Obrazok 18. Obecnd struktura 1,5- a 2,5-disubstituovanych tetrazolov

Existencia 1,5- a 2,5- disubstituovanych tetrazolovych regioizomérov je
podmienend tautomériou 5-substituovaného tetrazolu (5-ST), ktory vytvara 1H- a 2H-

tautoméry (Obrdzok 19).

Obrdzok 19. Tautoméry 5-ST

Syntéza latok vytvorenych substitlciou tychto tautomérov a ich nasledné
skimanie dokazalo, Ze pre ne platia rovnaké charakteristiky, aké su popisané
v kapitole 4.1. Posudenim polohy alkylového substituentu bolo ale zistené, Ze 2-
regioizoméry vykazuju vyssiu aktivitu nez 1-regioizoméry, ktorych aktivita je navyse
viac nachylnad aj na typ tetrazolového substituentu. Z porovnania in vitro toxicity
medzi 1- a 2-regioizomérmi vyplynulo, Ze 2-regioizoméry vykazuju toxicitu nizsiu.
Syntetizované latky boli tiez testované na ich mutagénnu aktivitu. Ukazalo sa, Ze
derivaty s 3,5-dinitrobenzylovou substiticiou na heteroatdme nie suU spojené

s mutagénnou aktivitou typu posunu &itacieho rdmca ¢&i vymeny nukleovych baz.3?
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5.3. 3,5-Dinitrobenzylsulfanyl-1,3,4-oxadiazoly a thiadiazoly

\ 2

NO,

R = aryl, alkyl

Obrazok 20. Obecna struktura 2,5-disubstituovanych oxadiazolov (1) a
thiadiazolov (2)

Daldia praca naviazala na predchodzie pripravené tetrazolové zluéeniny
vytvorenim ich mozZnych bioizosternych analégov. Bolo dokdzané, Ze vacSina
z pripravenych 3,5-dinitrobenzylsulfanyl-1,3,4-oxadiazolov a thiadiazolov dosiahla
vyrazne vysSiu antimykobakteridlnu aktivitu nez sucasné antituberkulotika 1. linie,
navyse boli Ucinné proti klinicky izolovanej M. kansasii i proti INH-rezistentnej M.
kansasii. Tieto zluceniny tiez vykazali vynikajucu aktivitu proti vSetkym Siestim
kmenfiom multiliekovo-rezistentnej M. tuberculosis a Ziadnu skrizenu rezistenciu
s antituberkulotikami 1. a 2. linie. Z porovnania aktivity dinitrobenzylsulfanyl-
tetrazolov 2 a 3 (MIC = 1 uM), 3,5-dinitrobenzylsulfanyl-1,3,4-oxadiazolov 4 (MIC =
0,03-1 uM) a 3,5-dinitrobenzylsulfanyl-1,3,4-thiadiazolov 5 (MIC = 0,03-4 uM) bolo
zistené, Ze bioizostérnou zdmenou tetrazolu za oxadiazol a thiadiazol doslo

k zvySeniu antimykobakterialnej aktivity.

Tabulka 3. Porovnanie aktivity 3,5-dinitrobenzylsulfanyl-1,3,4-oxadiazolov a

thiadiazolov s INH
M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
4 0,03-1 4 -500 0,06 -4 0,06 - 16
5 0,03-4 8-125 0,125-4 0,125-8
INH 0,5 >250 >250 4
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lutychto zli€enin ma substituent R zanedbatelny vplyv na
antimykobakteridlnu aktivitu, ur€uje ale fyzikdlne-chemické vlastnosti skimanych
zlt€enin. Mykobakteridlna selektivita pripravenych derivatov bola dokazana tym, ze
neprejavila Ziadnu aktivitu na 8 bakterialnych kmenoch a 8 hubovych kmenoch (5
kvasinkovych a 3 plestiovych). Dalej bolo testami cytotoxicity zistené, Ze tieto latky
nemaju takmer Ziaden vplyv na Zivotaschopnost cicavéich buniek. Pripravené
latky taktieZz nevykazuju zZiaden efekt mutagénny, takie vo vSeobecnosti nie su
spojené ani s posunom cCitacieho rdamca ani s vymenou nukleovych baz. HIbSim
skimanim zlucenin bolo tieZ zistené, Ze tieto latky maju pravdepodobne novy

mechanizmus Uéinku zamerany na syntézu mykobakterialnych nukleovych kyselin.3?

5.4.Reverzné analdgy 1,5-disubstituovanych tetrazolov a 2,5-

disubstituovanych oxadiazolov

Cielom navazujucej prace na fakulte bioorganickej a organickej chémie bolo
zistit, aky vplyv na antimykobakteridlnu aktivitu ma pripojenie 3,5-dinitrofenylovej
skupiny priamo na heterocyklus. Takto vznikla séria latok chemickej Struktury 5-
alkylsulfanyl-1-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazolu a 2-alkylsulfanyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-

1,3,4-oxadiazolu.

R =H, alkyl, aryl
X =-NO3, -OH, -OOCCHs, -NH3, -NHOCCH3, -CF3

Obrdzok 21. Obecnd Struktura 1,5-disubstituovanych tetrazolov a 2,5-
disubstituovanych oxadiazolov
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Pripojenie 3,5-dinitrofenylovej skupiny priamo na dusik v tetrazole viedlo az
k 4-ndsobne vy3sej antimykobakteridlnej aktivite neZz u materskych zlucenin.
Reverzné analégy 1,3,4-oxadiazolov vykazuju vynikajucu aktivitu porovnatelnu
s aktivitou parentnych 1,3,4-oxadiazolov. Porovnanie tetrazolovych al,3,4-
oxadiazolovych derivatov 6 a 7 ukazalo, Ze aj vtomto pripade ma typ heterocyklu
vyznamny vplyv na antimykobakteridlnu aktivitu: reverzné analégy 1,3,4-oxadiazolov
7 vykazuju opat vysSiu aktivitu neZ tetrazolové zIlUceniny 6, z coho vyplyva, Ze je

pritomnost 1,3,4-oxadiazolu vyrazne prospesna.

Tabulka 4. Porovnanie aktivit reverznych analégov 1,5-disubstituovanych
tetrazolov a 3,5-dinitrofenyl-1,3,4- oxadiazolov s INH

M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
6 0,25-1 4-32 1-2 0,5-2
7 0,03-0,5 2-250 0,03-2 0,03-8
INH 0,5 >250 >250 4

V ramci stadie vztahu medzi struktirou a antimykobakterialnou aktivitou
1,3,4-oxadiazolov 6 bolo stanovené, Ze ucinnost zlucenin je silne ovplyvnena
lipofilitou R substituentu. Preto je znacne niZsSia aktivita spojena s pritomnostou
substituentov zniZujucich lipofilitu, ako su methylsulfanyl derivaty a thiolové
derivaty. Uplna strata aktivity sa u 1,3,4-oxadiazolov objavila, ked bola jedna
nitroskupina nahradend hydroxy skupinou, amino skupinou alebo ich acetyl
derivatmi, potvrdzujuc tak nutnost pritomnosti oboch nitroskupin na fenylovej ¢asti
pre vysoku antimykobakteridlnu aktivitu. Prekvapivo ale zli€eniny obsahujice 3-
nitro-5-trifluoromethylfenylovy fragment na 1,3,4-oxadiazole wvykazali aktivity

podobné aktivitam dinitrofenylderivatov 1,3,4-oxadiazolov.

Pripravené latky preukazali vynikajldce anti-TB aktivity, vratane Ucinku proti

replikujucim kmeriom M. tuberculosis i multiliekovo a extenzivne rezistentnym
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kmeniom a Ziadne skriZzené rezistencie s ostatnymi pouzivanymi antituberkulotikami.
Testy na cytotoxicitu proti 8 bakteridlnym kmeriom (4 grampozitivhe koky a4
gramnegativne tycky) a 8 hubovym kmeriom (5 kvasinkovych a 3 plesfiové) dalej
potvrdili, Ze Ziadna zo zlG¢enin neprejavuje antibakteridlne ani antimykotické ucinky

a taktieZ maju tieto latky zanedbatelny efekt na Zivotaschopnost cicavéich buniek.33
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6. Ciele prace

Touto pracou bolo naviazané na objavené latky s vysokou
antimykobakteridlnou aktivitou v predchdadzajucich pracach na katedre bioorganickej

a organickej chémie. Predchddzajlce pripravené série:

* 1-alkyl/aryl-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1H-tetrazoly a 2-alkyl/aryl-5-[(3,5-

dinitrobenzyl)sulfanyl]-2H-tetrazoly 3

2-alkyl/aryl-5-[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-1,3,4-oxadiazoly 4 a 2-alkyl/aryl-5-

[(3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl]-5-alkyl/aryl-1,3,4-thiadiazoly 5

* 1l-alkylsulfanyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1H-tetrazoly 6 a 2-alkylsulfanyl-5-(3,5-
dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazoly 7

Bolo zistené, Ze tieto latky maju vysoku antimykobakteridlnu aktivitu, a to aj
proti multiliekovo-rezistentnym klinicky izolovanym kmefiom M. tuberculosis. Tieto
latky dokazali vysoku selektivitu Ucinku tym, Ze neprejavili Ziadnu antibakterialnu ani
antimykotickd aktivitu. TaktieZz neprejavili Ziadne toxické ucinky, nebola zistend
Ziadna skrizend rezistencia s antituberkulotikami 1. a 2. linie a vysledky ich testovania
na cytotoxicitu ukazuju zanedbatelné ucinky na Zivotaschopnost cicavcich buniek.
Bolo dokazané, Ze heterocyklus moze vyrazne ovplyvnit Géinnost, ¢o sa prejavilo
zvysenim aktivity zamenou tetrazolu za 1,3,4-oxadiazol. Preto ciefom tejto prace bolo
prestudovat, aku aktivitu budd mat zliéeniny obsahujuce 1,2,4-oxadiazol, a tieZ

$tudovat vplyv substituentov na antimykobakteridlnu aktivitu.3%3233

Ako prva bola pripravend séria zlucenin bioizostérnou zamenou 1,3,4-
oxadiazolu za 1,2,4-oxadiazol anasledne boli pripravené ich reverzné analdgy

(Obrazok 22).
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Obrdzok 22. Zakladnd struktura pripravovanych latok

R
[;j—[:j NO, 7 N NO,
\
SEoT = e
4 NO, 13, 16, 19 NO,
NO,
O,N N—N — O,N
/N 2
eate N
!
'R >\S/\R
O,N o
7 22,23

R =aryl

Najprv sa pripravia substituované 3-aryl-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-
1,2,4-oxadiazoly (13,16,19). U tychto bioizostérnych analdgov sa bude skimat, ¢i je
zachovana ich in vitro antimykobakteridlna aktivita aj v pritomnosti iného
heterocyklu (Obrazok 23), a pripadne ¢i bude ovplyvnend zavedenim rbéznych R

substituentov.

R
R=Cl 13

N/ g\ NO, R=H 16

Ne) S/\Q R=CHsO 19

Obrazok 23. Obecny vzorec pripravovanych derivatov 3-aryl-5-((3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,2,4-oxadiazolu

Nasledne budu syntetizované ich reverzné analdgy s cielom zistit, aky vplyv
na in vitro antimykobakteridlnu aktivitu bude mat zavedenie 3,5-dinitrofenylove;j

skupiny priamo na 1,2,4-oxadiazol (Obrazok 24).
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Obradzok 24. Obecna struktura reverznych derivdatov 3-(3,5-dinitrofenyl)-5-
(benzylsulfanyl)-1,2,4-oxadiazolov
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7. Experimentdlna cast
7.1.Priprava 3-(4-chlorfenyl)-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,2,4-

oxadiazolu (13)

7.1.1. Priprava 4-chlor-N’-hydroxybenzamidoximu (8)
Schéma

HO.
I
Cl DIPEA, THF  Cl
8

K roztoku 4-chlorbenzonitrilu (5g, 36,3 mmol) v 100 ml tetrahydrofuranu

(THF) bol pridany N,N-diisopropylethylamin (DIPEA) (7,5 ml, 58 mmol) a nakoniec
hydroxylamin hydrochlorid (3,78 g, 54,5 mmol). Reakcia bola zahrievana k varu na
olejovej 1azni 3 hodiny za staleho mieSania. Priebeh reakcie a Cistota produktu pri
syntéze bola kontrolovana pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC
platni¢iek v mobilnej faze hexan - ethylacetat (5:1). Detekcia bola prevedena UV
lampou. Po ukonceni reakcie bola reakéna zmes odparena, k surovému produktu

bola pridand voda, produkt bol prefiltrovany a rekrystalizovany z etanolu.

Vzhlad: biela krystalicka latka

Molarna hmotnost: 170,6 g/mol

Teoreticky vytazok: 6,2 g

Prakticky vytaZzok: 93 % (5,79 g)

Teplota topenia: 112-115 °C

39



1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 9,72 (s, 1H), 7,68 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7,43 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 5,86 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 150,08, 133,61, 132,37, 128,30, 127,30.

7.1.2. Priprava 3-(4-chlorfenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-thiolu (9)

Schéma
HO. =N .
N s. /= N-O
! YN\/ DBU /@/« /)\
+ —_ > SH
NH, N N
D THF Cl
Cl N/
8 9
Metoda A:

K roztoku 4-chlor-N’-hydroxybenzamidoximu (8) (0,5g, 2,93 mmol) v 20 ml
suchého THF pod argénom bol pridany 1,1'-thiokarbonyldiimidazol (0,783g, 4,4
mmol) a 1,8-diazabicyklo[5,4,0]Jundec-7-én (DBU) (1,75 ml, 11,7 mmol). Reakcia
prebiehala za chladenia v [adovej lazni 7 hodin. Zmes bola mieSana na magnetickej
mieSacke. Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou tenkovrstvovej
chromatografie za pouZzitia TLC platniciek v mobilnej faze hexan - ethylacetat (2:1).
Detekcia bola prevedena UV lampou. Po ukondeni reakcie bola reakénd zmes
odparend, surovy produkt bol extrahovany pomocou ethylacetdtu a vody (1:1).
Produkt zostal rozpusteny vo vodnej fazy vo forme thiolatu, nasledne bola vodna faza
okyselenda 35% HCl do pH 2 a extrahovana pomocou 40 ml ethylacetatu. Organicka
faza bola vysusena bezvodym siranom sodnym, odfiltrovand, nasledne odparenad s
pridavkom silikdgelu a bola prevedena stipcova chromatografia produktu (mobilna

faza: hexan - etylacetat — kyselina octova = 40:10:1).
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Metdda B:

K roztoku 4-chlor-N’-hydroxybenzamidoximu (8) (0,5g, 2,93 mmol) v 20 ml
suchého THF pod argénom bol pridany 1,1'-thiokarbonyldiimidazol (0,783g, 4,4
mmol) a DBU (1,75 ml, 11,7 mmol). Reakcia bola zahrievana k varu na olejovej lazni 5
hodin za stdleho mieSania na magnetickej miesSacke. Priebeh reakcie bol
monitorovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC platniciek v
mobilnej faze hexan - ethylacetat (2:1). Detekcia bola prevedend UV lampou. Po
skonéeni reakcie bola reakénd zmes odparend, produkt bol extrahovany pomocou
ethylacetdtu a vody (1:1). Produkt zostal rozpusteny vo vodnej fazy vo forme thiolatu,
nasledne bola vodna faza okyselena 35% HCl do pH 2 a extrahovand pomocou 40 ml
ethylacetdtu. Organickd faza bola vysusend bezvodym siranom sodnym, odfiltrovana,
nasledne odparend s pridavkom silikdgelu a bola prevedena stipcova chromatografia

produktu (mobilna faza: hexan - etylacetat — kyselina octova = 40:10:1).
Vzhlad: svetlo béZova krystalicka latka

Molarna hmotnost: 212,65 g/mol

Teoreticky vytazok: 0,623 g

Prakticky vytaZok reakcie A: 72 % (0,45g)

Prakticky vytaZzok reakcie B: 71 % (0,44g)

Teplota topenia: 221-224 °C

IH NMR (500 MHz, aceton) & 7,99 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7,68 (d, J = 8.8 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, aceton) & 158,22, 138,23, 129,69, 128,66, 121,03.
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7.1.3. Priprava 4-chloro-N’-((ethoxykarbonyl)oxy)benzimidamidu (10)

Schéma

N N
| o THF )
NH2 + + Et N —_— NH2
3
/\O)]\CI
Cl Cl

K roztoku 4-chlor-N’-hydroxybenzamidoximu (8) (1 g, 5,9 mmol) v20 ml
suchého THF bol pridany triethylamin (1 ml, 7 mmol). Banka sa uzavrela pod argénom
a nasledne sa pridal ethylchloroformiat (0,6 ml, 6,5 mmol). Reakénd zmes bola
mieSand na magnetickej mieSacke. Najprv reakcia prebiehala 30 minut pri chladeni
v ladove] lazni. Podla tenkovrstvovej chromatografie bolo zistené, Ze reakcia
v takychto podmienkach neprebiehala. Nasledne bola reakcia mieSana 30 minut pri
laboratérnej teplote. Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou tenkovrstvovej
chromatografie za pouZitia TLC platniciek v mobilnej faze hexan - ethylacetat (2:1).
Detekcia bola prevedend UV lampou. Po skonéeni reakcie bola reakéna zmes
odparend, surovy produkt bol extrahovany pomocou ethylacetdtu avody (1:1).
Organicka faza sa vysusila bezvodym siranom sodnym, prefiltrovala a ndsledne bola
odparend na vakuovej odparke. Produkt bol bez Cistenia pouzity do nasledujucej

reakcie.

Vzhlad: biela krystalicka latka
Molarna hmotnost: 242,66 g/mol
Teoreticky vytazok: 1,42 g
Prakticky vytazok: 83 % (1,18 g)

Teplota topenia: 128-131°C
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14 NMR (500 MHz, aceton) 6 7,82 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7,51 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6,37 (s,
2H), 4,24 (q,J = 7.1 Hz, 2H), 1,31 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, aceton) & 156,26, 154,33, 136,81, 131,44, 129,41, 129,23, 64,41,
14,60.

7.1.4. Priprava 4H-3-(4-chlorfenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-onu (11)

Schéma
/O N—O
N
| jg THF { N)%O
NH2 + NaH C| H
Cl 1

K roztoku 4-chloro-N’-((ethoxykarbonyl)oxy)benzimidamidu (10) (1,17 g, 4,8
mmol) v 20 ml suchého THF bol pridany hydrid sodny (0,23 g, 9,6 mmol) a banka sa
uzavrela pod argénom. Reakéna zmes bola miesand na magnetickej mieSacke 19
hodin pri laboratérnej teplote 19 hodin. Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou
tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC platniiek v mobilnej faze hexan -
ethylacetat (2:1). Detekcia bola prevedena UV lampou. Po skonceni reakcie bola
reakéna zmes odparenad, produkt bol rozpusteny vo vode a okyseleny 35% HCl do pH
2. Produkt sa v kyslom prostredi vyzrazal, nasledne bola na jeho izolaciu pouzita
metdda extrakcie pomocou ethylacetdtu a vody (1:1). Organicka fdza sa vysusila
bezvodym siranom sodnym, bola sfiltrovana a potom bola reakénda zmes odparena s
pridavkom silikdgelu a bola prevedena stipcova chromatografia (mobilna faza: hexan

- etylacetat = 2:1).
Vzhlad: biela krystalicka latka

Molarna hmotnost: 196,6 g/mol
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Teoreticky vytazok: 0,95 g

Prakticky vytazok: 77 % (0,73 g)

Teplota topenia: 199-202 °C

H NMR (500 MHz, aceton) 6 7,91 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7,66 (d, J = 8.9 Hz, 2H).
13C NMR (126 MHz, aceton) & 160,15, 157,32, 138,52, 130,35, 128,65, 123,42.

Pri pokuse o rovnaky produkt reakciou roztoku 4-chloro-N'-
((ethoxykarbonyl)oxy)benzimidamidu vtoluéne s methoxidom sodnym, bolo
pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouZitia TLC platniciek v mobilnej faze

hexan - ethylacetat (2:1) zistené, Ze sa dany produkt nepodarilo pripravit.

7.1.5. Priprava 4H-3-(4-chlorfenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-thionu (12)

Schéma

S
1

—0
N-O Toluen
N-O
[ \/Qo O / / \/Q
N + -8, NS
cl s* R R cl H
S 12
K roztoku latky 4H-3-(4-chlorfenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-onu (11) (0,3 g, 1,53
mmol) v 10 ml toluénu bol pridany Lawessonov reagent (0,62 g, 1,53 mmol). Reakcia
bola 6 dni zahrievana k varu na magnetickej mieSacke v olejovej lazni. Priebeh reakcie
bol monitorovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC platniciek
v mobilnej faze hexan - ethylacetdt — kyselina octovad (30:10:1). Detekcia bola
prevedend UV lampou. Po skonceni reakcie bola reakéna zmes sfiltrovana a filtrat bol
extrahovany pomocou nasyteného roztoku hydrogénuhli¢itanu sodného. Vodna faza

bola na precistenie extrahovand pomocou éteru (1:1). Nasledne bola precistena
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vodnd faza okyselend 35% HCl do pH 2 a 2 x extrahovana pomocou ethylacetatu (1:1).
Organicka faza sa vysusila bezvodym siranom sodnym, bola sfiltrovana a odparena na
vakuovej odparke. KedZe na TLC zhasal produkt aj pouzity éter na extrakciu, tak bol 1
X vytrepany vodou a nasledne odpareny na vakuovej odparke. Podla NMR oboch

produktov vSak nedoslo danou reakciou k zmene kysliku na siru.

7.1.6. Priprava 3-(4-chlorfenyl)-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,2,4-

oxadiazolu (13)

Schéma
NO,
N—-O N-O NO
/ / )\ 2
7 Z
N)\SH + /©\/CI + EtzN ﬂ» CI/®/<N S
Cl OoN
NO,
9 13

K roztoku 3-(4-chlorfenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-thiolu (9) (0,20 g, 0,94 mmol)
v 10 ml acetonitrilu bolo pridané alkyla¢né cinidlo 3,5-dinitrobenzylchlorid (0,185 g,
0,85 mmol) a triethylamin (0,104 g, 1,03 mmol). Reakcia bola miesand na magnetickej
mieSacke najprv pri laboratdrnej teplote 1,5 hodiny. Pomocou tenkovrstvovej
chromatografie bolo zistené, Ze reakcia v takychto podmienkach neprebiehala.
Nasledne bola teda reakcia zahrievana k varu 18 hodin na magnetickej miesacke
v olejovej lazni pod spatnym chladi¢om Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou
tenkovrstvovej chromatografie za poutzitia TLC platni¢iek v mobilnej faze hexan -
ethylacetat (5:1). Detekcia bola prevedenda UV lampou. Po skonceni reakcie bola
reakéna zmes odparena, surovy produkt bol extrahovany pomocou ethylacetatu
a nasyteného roztoku uhli¢itanu sodného (1:1). Organicka faza sa vysusila bezvodym
siranom sodnym, bola odfiltrovana a nasledne odparena s pridavkom silikagelu. Bola

prevedend stipcova chromatografia (mobilnd faza: hexan - etylacetat = 5:1).
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Vzhlad: biela krystalicka latka
Molarna hmotnost: 392,77 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,34 g
VytaZzok: 98 % (0,33 g)

Teplota topenia: 173 - 175 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,93 (d, J = 2.2 Hz, 2H), 8,73 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 8,01 (d,
J=8.5Hz, 2H), 7,64 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4,89 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) & 177,87, 167,15, 148,04, 141,50, 136,84, 130,22,
129,60, 129,03, 124,55, 118,14, 34,74.

7.2. Priprava 5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-3-fenyl-1,2,4-oxadiazolov (16)
7.2.1. Priprava N’-hydroxybenzimidamidu (14)
Schéma

-OH

CN |
©/ NH,OH,HCI NH,

DIPEA, THF

14

K roztoku benzonitrilu (3g, 29,1 mmol) v50 ml THF bol pridany N,N-
diisopropylethylamin (DIPEA) (8 ml, 46,6 mmol) a hydroxylamin hydrochlorid (3,04 g,
43,7 mmol). Reakcia bola 6 hodin zahrievana kvaru na magnetickej mieSacke

v olejovej |azni. Priebeh reakcie a Cistota produktu pri syntéze bola kontrolovand
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pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC platniciek v mobilnej faze
hexan - ethylacetat (2:1). Detekcia bola prevedena UV lampou. Po skonceni reakcie
bola reakéna zmes odparend, produkt bol extrahovany pomocou ethylacetatu a vody
(1:1). Organickd faza sa vysusila bezvodym siranom sodnym, bola sfiltrovan3,
nasledne odparena s pridavkom silikagelu. Bola prevedend stipcova chromatografia

(mobilna faza: hexan - etylacetat = 3:1).
Vzhlad: biela krystalicka latka

Molarna hmotnost: 136,15 g/mol
Teoreticky vytazok: 3,96 g

Prakticky vytazok: 63 % (2,76 g)
Teplota topenia: 63-66°C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 9,62 (s, 1H), 7,76 — 7,60 (m, 2H), 7,51 — 7,19 (m, 3H),
5,79 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 151,02, 133,56, 129,06, 128,29, 125,58.

7.2.2. Priprava 3-fenyl-1,2,4-oxadiazol-5-thiolu (15)

Schéma
HO. /=N
|N SYN\/ DBU ')“0
NH, N — N/)\SH
2 m THF
W
N
14 15
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K roztoku N"-hydroxybenzimidamidu (14) (0,5g, 3,67 mmol) v 10 ml suchého
THF bol pridany 1,1’-thiokarbonyldiimidazol (0,98 g, 5,5 mmol) a DBU (2,2 ml, 14,7
mmol). Reakcia prebiehala 24 hodin pri chladeni v ladovej lazni za miesania na
magnetickej miesacke. Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou tenkovrstvovej
chromatografie za pouzitia TLC platniiek v mobilnej faze hexan - ethylacetat —
kyselina octova (30:10:1). Detekcia bola prevedena UV lampou. Po skonceni reakcie
bola reakéna zmes odparena, surovy produkt bol extrahovany pomocou ethylacetatu
a vody. Organicka faza bola vysuSena bezvodym siranom sodnym, sfiltrovana,
odparend na silikigel a produkt bol vyéisteny pomocou stipcovej chromatografie

(mobilna faza: hexan — ethylacetat — kyselina octova = 40:10:1).
Vzhlad: béZova krystalickd latka

Molarna hmotnost: 178,21 g/mol

Teoreticky vytazok: 0,66 g

Prakticky vytaZzok: 70 % (0,46 g)

Teplota topenia: 150-154 °C

'H NMR (500 MHz, aceton) 6 8,01 —7,93 (m, 2H), 7,75-7,67 (m, 1H), 7,67 — 7,55 (m,
2H).

13C NMR (126 MHz, aceton) 6 188,43, 159,55, 133,48, 130,26, 127,72, 122,92.
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7.2.3. Priprava 5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-3-fenyl-1,2,4-oxadiazolu (16)

Schéma
NO
N-O 2 ';‘_3\ NO,
U pZ
@AN)\SH ’ /@\/CI + BN CMON NS
—_—
O,N
NO,
16
15

K roztoku 3-fenyl-1,2,4-oxadiazol-5-thiolu (15) (0,20 g, 1,12 mmol) v 10 ml
acetonitrilu bolo pridané alkyla¢né cinidlo 3,5-dinitrobenzylchlorid (0,221 g, 1,02
mmol) a triethylamin (0,124 g, 1,23 mmol). Reakénda zmes bola mieSana na
magnetickej mieSacke najprv pri laboratérnej teplote 1 hodinu. Podla tenkovrstvovej
chromatografie bolo zistené, Ze v takychto podmienkach stale zostava ¢ast vychodzej
latky . Preto bola reakcia ndsledne 2 hodiny zahrievana k varu v olejovej lazni. Priebeh
reakcie bol monitorovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC
platni¢iek v mobilnej faze hexan - ethylacetat (2:1). Detekcia bola prevedenda UV
lampou. Po skonceni reakcie bola reakénda zmes odparena, surovy produkt bol
extrahovany pomocou ethylacetatu a nasyteného roztoku uhli¢itanu sodného (1:1).
Organicka faza sa vysusila bezvodym siranom sodnym, bola sfiltrovand, nasledne bola
reakénd zmes odparend s pridavkom silikagelu a bola prevedend stipcova

chromatografia (mobilna faza: hexan - etylacetat = 2:1).
Vzhlad: bézova krystalicka latka

Molarna hmotnost: 358,33 g/mol

Teoreticky vytazok: 0,37 g

Prakticky vytazok: 31 % (0,12 g)

Teplota topenia: 124-127°C
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'H NMR (500 MHz, aceton) & 9,01 (s, 2H), 8,86 (s, 1H), 8,09 — 8,06 (m, 2H), 7,64 — 7,52
(m, 3H), 5,00 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, aceton) & 178,26, 169,10, 149,35, 142,65, 132,51, 130,89,
129,93, 128,10, 127,07, 118,80, 35,84.

7.3. Priprava 5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-3-(4-methoxyfenyl)-1,2,4-

oxadiazolov (19)
7.3.1. Priprava N’-hydroxy-4-methoxybenzimidamidu (17)

Schéma

/@/ NH,OH,HCI _ /©)\NH2
~o DIPEA, THF O
17

K roztoku p-methoxybenzonitrilu (2 g, 15,02 mmol) v 30 ml THF bol pridany
N,N-diisopropylethylamin (4,11 ml, 24,03 mmol) a hydroxylamin hydrochlorid (1,57
g, 22,6 mmol). Reakcia bola 37 hodin zahrievana k varu na magnetickej mieSacke
v olejovej lazni. Priebeh reakcie a Cistota produktu pri syntéze bola kontrolovana
pomocou tenkovrstvej chromatografie za pouzitia TLC platniciek v mobilnej faze
hexan — ethylacetdt (5:1). Detekcia bola prevedena UV lampou. Po skonceni reakcie
bola reakénd zmes odparend, surovy produkt bol 2 x extrahovany pomocou
chloroformu a vody (1:1). Organicka faza bola vysu$ena bezvodym siranom sodnym,
zfiltrovana a nasledne odparena s pridavkom silikagelu. Bola prevedena stipcova
chromatografia (postupné zrychlovanie mofilnej fazy z: hexan — ethylacetat (5:1), az

k Cistému ethylacetatu).

Vzhlad: svetlo Seda krystalicka latka
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Molarna hmotnost: 166,18 g/mol

Teoreticky vytazok: 2,5 g

VytaZzok: 30 % (0,75 g)

Teplota topenia: 121-123 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9,45 (s, 1H), 7,60 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6,92 (d, J = 8.8 Hz,
2H), 5,71 (s, 2H), 3,76 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 160,01, 150,80, 128,35, 126,91, 125,96, 113,65,
55.33.

7.3.2. Priprava 3-(4-methoxyfenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-thiolu (18)

Schéma
HO. /=N
S _
| YN\/ DBU ';‘ ©
NH, * N TR N/)\SH
2 @ THF o
\O N
17 18

K roztoku N’-hydroxy-4-methoxybenzimidamidu (17) (0,7g, 4,2 mmol) v 10
ml suchého THF bol pridany 1,1"-thiokarbonyldiimidazol (1,13 g, 6,3 mmol) a DBU
(2,51 ml, 16,8 mmol). Reakcia prebiehala 18 hodin pri chladeni v ladovej lazni za
mieSania na magnetickej mieSacke. Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou
tenkovrstvovej chromatografie za poutzitia TLC platni¢iek v mobilnej faze hexan -
ethylacetat — kyselina octova (40:10:1). Detekcia bola prevedena UV lampou. Po
skonceni reakcie bola reakénd zmes odparenda, surovy produkt bol extrahovany

pomocou ethylacetdtu a vody. Organickd faza bola vysuSena bezvodym siranom
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sodnym, sfiltrovand, odparena na silikagel a produkt bol vy¢isteny pomocou stipcovej

chromatografie (mobilna faza: hexan — ethylacetdt — kyselina octova = 40:10:1).
Vzhlad: svetlosedd krystalicka latka

Molarna hmotnost: 208,24 g/mol

Teoreticky vytazok: 0,88 g

Prakticky vytazok: 87 % (0,76 g)

Teplota topenia: 149-153 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7,83 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7,13 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3,84
(s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 187,53, 162,67, 158,78, 128,84, 115,07, 113,88,
55,76.

7.3.3. Priprava 5-(3,5-dinitrobenzylsulfanyl)-3-(4-methoxyfenyl)-1,2,4-

oxadiazolu (19)

Schéma
NO,
N._.O N_O N02
/ //\SH N CH3CN / /)\s
N N Cl + Et3N > N N
(0] O2N (0]
NO
18 19 z

K roztoku 3-(4-methoxyfenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-thiolu (18) (0,7 g, 3,4 mmol)
v 20 ml acetonitrilu bolo pridané alkyla¢né cinidlo 3,5-dinitrobenzylchlorid (0,66 g,
3,06 mmol) a triethylamin (0,37 g, 3,67 mmol). Reakcia bola 15 hodin zahrievana

k varu v olejovej lazni. Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou tenkovrstvove;j
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chromatografie za pouzitia TLC platni¢iek v mobilnej faze hexan - ethylacetat (6:1).
Detekcia bola prevedena UV lampou. Po skonceni reakcie bola reakéna zmes
odparend, surovy produkt bol extrahovany pomocou ethylacetatu a nasyteného
roztoku uhli¢itanu sodného (1:1). Organickd faza sa vysuSila bezvodym siranom
sodnym, bola sfiltrovana, ndsledne bola reakénd zmes odparend s pridavkom
silikagelu a bola prevedena stipcova chromatografia (mobilna faza: hexan - etylacetat

=6:1).

Vzhlad: svetlobézova krystalicka latka
Molarna hmotnost: 388,35 g/mol
Teoreticky vytazok: 1,18 g

Prakticky vytaZok: 85 % (1,01 g)
Teplota topenia: 155-156 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,92 (d, J = 2.2 Hz, 2H), 8,76 — 8,56 (m, 1H), 7,93 (d, J
= 8.4 Hz, 2H), 7,09 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4,87 (s, 2H), 3,84 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 177,11, 167,63, 162,13, 148,01, 141,64, 130,21,
128,97, 118,10, 117,87, 114,80, 55,62, 34,68.
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7.4. Priprava 5-alkylsulfanyl-3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-oxadiazolov (22,23)
7.4.1. Priprava N’-hydroxy-3,5-dinitrobenzimidamidu (20)

Schéma

HO.

OzN\©/CN NH,OH,HCI  O,N ! NH
. 2
DIPEA, THF

20

K roztoku 3,5-dinitrobenzonitrilu (1g, 5,2 mmol) v 30 ml THF, bol pridany
N,N-diisopropylethylamin (1,4 ml, 8,3 mmol) a nakoniec hydroxylamin hydrochlorid
(0,539g, 7,8 mmol). Reakcia bola 3 hodiny zahrievanda k varu na magnetickej
mieSacke olejovej lazni pod spatnym chladicom. Priebeh reakcie a Cistota produktu
pri syntéze bola kontrolovand pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouZitia
TLC platni¢iek v mobilnej faze hexan - ethylacetat (5:1). Detekcia bola prevedend UV
lampou. Po ukonceni reakcie bola reakénd zmes odparend, surovy produkt bol
extrahovany pomocou ethylacetdtu avody (1:1). Organickd faza bola vysusend
bezvodym siranom sodnym, odfiltrovana, ndsledne odparena a vycistena

rekrystalizaciou z ethanolu.
Vzhlad: nazltla krystalicka latka
Molarna hmotnost: 226,15 g/mol
Teoreticky vytazok: 1,17 g
Prakticky vytaZzok: 64 % (0,753 g)

Teplota topenia: 190-195 °C
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 10,29 (s, 1H), 8,88 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 8,80 (t, J = 2.1
Hz, 1H), 6,36 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 148,27, 147,90, 136,45, 125,27, 118,51.

7.4.2. Priprava 3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-thiolu (21)

Schéma
HO.
=N
| SN O,N N-O
O,N N DBU 2
P S N S
M THF N
N\/)
NO, O,N
20 21

K roztoku N’-hydroxy-3,5-dinitrobenzimidamidu (20) (0,4g, 1,77 mmol) v 20
ml suchého THF pod argénom pri chladeni vladovej ldzni bol pridany 1,1'-
thiokarbonyldiimidazol (0,473g, 2,65 mmol) a DBU (1,06ml, 7,07 mmol). Zmes bola
mieSand na magnetickej mieSacke 12 hodin. Priebeh reakcie bol monitorovany
pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC platnié¢iek v mobilnej faze
hexan - ethylacetat (3:1). Detekcia bola prevedena UV lampou. Po ukonceni reakcie
bola reakéna zmes odparena, produkt bol rozpusteny v 25 ml vody, okyseleny 35%
HCl do pH 2 a extrahovany do 40 ml ethylacetatu. Organicka faza bola vysusena
bezvodym siranom sodnym, odfiltrovana, odparend na silikdgel a produkt bol
vycisteny pomocou stipcovej chromatografie (mobilna faza: hexan - etylacetat —

kyselina octova = 20:10:1).
Vzhlad: Zlta krystalicka latka
Molarna hmotnost: 268,2 g/mol
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Teoreticky vytazok: 0,47 g

Prakticky vytazok: 44 % (0,210 g)

Teplota topenia: 139-141 °C

H NMR (500 MHz, aceton) 6 9,20 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, aceton) 6 188,20, 157,49, 150,07, 127,93, 126,42, 122,60.

7.4.3. Priprava 5-(3,4-dichlorbenzylsulfanyl)-3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-

oxadiazolu (22)

Schéma
OzN N-O O,N N-O Cl
/ /)\SH Cl CH5CN 2 / /)\S
N + cl + EtzN ——> N cl
Cl
O5N O,N
21 22

K roztoku 3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-thiolu (21) (0,21g, 0,78
mmol) v 10 ml acetonitrilu bolo pridané alkyla¢né ¢inidlo 3,4-dichlorbenzylchlorid
(0,118g, 0,60 mmol) a triethylamin (0,079g, 0,78 mmol). Reakcia bola zahrievana k
varu na olejovej 1azni 2 hodiny za stdleho mieSania na magnetickej miesacke. Priebeh
reakcie bol monitorovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC
platni¢iek v mobilnej fdze hexan - ethylacetat (5:1). Detekcia bola prevedend UV
lampou. Po skonceni reakcie bola reakéna zmes odparena, produkt bol extrahovany
pomocou ethylacetatu a nasyteného roztoku uhli¢itanu sodného (1:1). Organicka
faza bola vysusena bezvodym siranom sodnym, odfiltrovana, nasledne bola reakéna
zmes odparenda s pridavkom silikdgelu a bola prevedena stipcova chromatografia

(mobilna faza: hexan - etylacetat = 5:1).

Vzhlad: ZIta krystalicka latka
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Molarna hmotnost: 427,21 g/mol

Teoreticky vytazok: 0,26 g

Prakticky vytaZzok: 68 % (0,176 g)

Teplota topenia: 135-137 °C

'H NMR (500 MHz, aceton) & 9,14 (s, 3H), 7,87 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7,63 (dd, J = 8.3, 2.1
Hz, 1H), 7,58 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4,80 (s, 2H).

13C NMR 13C NMR (126 MHz, aceton) & 180,44, 166,67, 150,09, 138,24, 132,73,
132,31, 132,26, 131,61, 130,43, 130,22, 127,76, 121,80, 36,21.

7.4.4. Priprava 5-(3,4-dichlorbenzylsulfanyl)-3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-
oxadiazolu ONE POT reakciou (22)

Schéma
HO.
O,N N DBU N~
: R G e
m THF N" gy
2
N O,N
NO,
20 21
O,N N-O O,N N-O
/N/)\SH cl CH4CN ’N/)\S
+ o * BN — cl
O,N Cl O,N Cl
21 22
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K roztoku N’-hydroxy-3,5-dinitrobenzimidamidu (20) (0,2g, 0,88 mmol) v 20
ml suchého THF pod argénom bol pridany 1,1'-thiokarbonyldiimidazol (0,236g, 1,32
mmol) a DBU (0,53 ml, 3,54 mmol). Reakcia bola mieSana na magnetickej miesacke
pri laboratdrnej teplote 75 minut. Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou
tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC platniciek v mobilnej faze hexan -
ethylacetat (3:1). Detekcia bola prevedend UV lampou. Po skonceni prvej reakcie bola
reakéna zmes odparend, surovy produkt bol rozpusteny v 25 ml vody, okyseleny 35%
HCl do pH 2 a extrahovany do 20 ml ethylacetatu. Vyextrahovanu latku sme vysusili
bezvodym siranom sodnym, prefiltrovali a rozpustadlo odparili. Surovy produkt bol
rozpusteny 5 ml acetonitrilu, pridalo sa alkyla¢né cinidlo 3,4-dichlorbenzylchlorid
(0,133g, 0,68 mmol) a triethylamin (0,089g, 0,88 mmol). Reakcia bola zahrievana na
olejovej lazni 1 hodinu k varu za stdleho mieSania. Priebeh reakcie bol monitorovany
pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC platniciek v mobilnej faze
hexan - ethylacetat (5:1). Detekcia bola prevedena UV lampou. Po skonceni druhej
reakcie bola reakénd zmes odparend, produkt bol extrahovany pomocou ethylacetatu
a nasyteného roztoku uhli¢itanu sodného (2:1). Organickd faza bola vysuSend
bezvodym siranom sodnym, odfiltrovana, nasledne bola reakéna zmes odparena s
pridavkom silikdgelu a bola prevedend stipcova chromatografia (mobilna faza: hexan

- etylacetat = 5:1).

Vzhlad: ZIta krystalicka latka
Molarna hmotnost: 427,21 g/mol
Teoreticky vytazok: 0,38 g
Prakticky vytaZok: 49 % (0,184 g)

Teplota topenia: 135-137 °C
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7.4.5. Priprava 5-(benzylsulfanyl)-3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-oxadiazolu ONE
POT reakciou (23)

Schéma
HO.
IN s /=N O,N
O,N NH, yN \) DBU /N\O
+ —_—
||/\> THF N/J\SH
N N
NO, Oz
20 21
O,N N-O N-O
2 2 )\ 02N ) )\
N© T SH CH3CN N
+ Br/\© + EtsN ——>
O,N O,N
21 23

K roztoku N’-hydroxy-3,5-dinitrobenzimidamidu (20) (0,2g, 0,88 mmol) v 20
ml suchého THF pod argénom bol pridany 1,1’ -thiokarbonyldiimidazol (0,236g, 1,32
mmol) a DBU (0,53 ml, 3,54 mmol). Reakcia bola mieSana na magnetickej miesacke
pri laboratdrnej teplote 75 minut. Priebeh reakcie bol monitorovany pomocou
tenkovrstvovej chromatografie za poutzitia TLC platnic¢iek v mobilnej faze hexan -
ethylacetat (3:1). Detekcia bola prevedend UV lampou. Po skonceni prvej reakcie bola
reakéna zmes odparena, surovy produkt bol rozpusteny v 25 ml vody, okyseleny 35%
HCl do pH 2 a extrahovany do 20 ml ethylacetdtu. Roztok extrahovanej latky sme
vysuSili bezvodym siranom sodnym, prefiltrovali a rozpustadlo odparili. Surovy
produkt bol rozpusteny 5 ml acetonitrilu, pridalo sa alkylaéné &inidlo benzylbromid
(0,08 ml, 0,68 mmol) a triethylamin (0,089g, 0,88 mmol). Reakcia bola zahrievanda na
olejovej lazni 1 hodinu k varu za stdleho mieSania. Priebeh reakcie bol monitorovany
pomocou tenkovrstvovej chromatografie za pouzitia TLC platniciek v mobilnej faze
hexan - ethylacetat (5:1). Detekcia bola prevedena UV lampou. Po skonéeni druhej

reakcie bola reakénda zmes odparena, produkt bol extrahovany pomocou ethylacetatu
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a nasyteného roztoku uhli¢itanu sodného (1:1). Organickd fdza bola vysusena
bezvodym siranom sodnym, odfiltrovana, nasledne bola reakéna zmes odparena s
pridavkom silikdgelu a bola prevedena stipcova chromatografia (mobilna faza: hexan
- etylacetat = 5:1). Pripravend latka ale obsahovala necistoty, ktoré neboli doCistené,

preto nebola merand teplota topenia a 3C spektrum.
Vzhlad: ZIt4 kryStalicka latka

Molarna hmotnost: 358,33 g/mol

Teoreticky vytazok: 0,317 g

Prakticky vytaZzok: 28 % (0,09 g)

'H NMR (500 MHz, aceton) § 9,16 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 9,15 — 9,12 (m, 1H), 7,66 — 7,60
(m, 2H), 7,44 — 7,33 (m, 3H), 4,80 (s, 2H).
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8. Vysledky a diskusia

Cielom prace bola syntéza izostérnych derivatov skor Studovanych 2-
alkyl/aryl-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,3,4-oxadiazolov (4) a 2-alkylsulfanyl-5-
(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol(l (7), ktoré vykazuju vynikajicu antituberkuloticku
aktivitu. Tato diplomova praca bola zamerand na syntézu derivatov 3-aryl-5-((3,5-
dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,2,4-oxadiazolov (13,16,19) areverznych analégov 5-

alkylsulfanyl-3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-oxadiazolov (22,23).

V prvom kroku bolo nutné pripravit oximy vychodzich nitrilov (8,14,17,20)
reakciou vybranych nitrilov s hydroxylaminom hydrochloridom v pritomnosti DIPEA.
PoZadované oximy boli izolované vo vytazku 30 — 93 % a reakcny ¢as sa pohyboval od
3 — 37 hodin. Za povsimnutie stoji nizky vytazok a dlhy reakcny cas latky 17. Ani po
opakovanych pokusoch sa ale nepodarilo dosiahnut vyssieho vytazku alebo nizsieho

reakéného ¢asu. Dovodom moZu byt nevhodné reakéné podmienky.

Dal$im krokom bola syntéza 3-aryl-1,2,4-oxadiazol-5-thiolov (9,15,18,21).
Izolované oximy (8,14,17,20) podliehali reakcii s 1,1'-thiokarbonyldiimidazolom
v pritomnosti DBU. 1,2,4-oxadiazol-5-thioly (9,15,18,21) boli ziskané vo vytazku 44 —
87 % a reakcny €as sa pohyboval od 5 — 24 hodin. Pri priprave 3-(4-chlorfenyl)-1,2,4-
oxadiazol-5-thiolu (9) bol vyskasany vplyv roznych reakénych teplot na hodnotu
vytazku. Porovnanim latok 9a a 9b, pripravenych réznymi metédami bolo ale zistené,

Ze zmena reakénych teplot nemala na vytazok Ziaden vplyv.

Pokusali sme sa aj oinu metddu pripravy 1,2,4-oxadiazol-5-thiolov: oxim
reagoval s ethylchloroformiatom za vzniku 4-chloro-N'-
((ethoxykarbonyl)oxy)benzimidamidu (10), nasledovala cyklizacia latky 10 hydridom
sodnym za vzniku 4H-3-(4-chlorfenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-onu (11) adalej bola
planovana zdamena karbonylovej skupiny na 1,2,4-oxadiazol-5-onu za
thiokarbonylovu reakciou pomocou Lawessonového cinidla. Posledna reakcia ale

neprebiehala a nedoslo k syntéze pozadovaného 1,2,4-oxadiazol-5-thiolu.
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Alkylaciou pripravenych thiolov alkylaénymi cinidlami v pritomnosti
triethylaminu boli pripravené konecné produkty. Najprv boli pripravené priame
derivaty 3-aryl-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,2,4-oxadiazolov, ktoré boli po Cisteni

izolované pomocou stipcovej chromatografie vo vytazku 31 - 98 %.

» Pripravené priame analdgy:
e 5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-3-fenyl-1,2,4-oxadiazol (16)
e 3-(4-chlorfenyl)-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,2,4-oxadiazol (13)
e 5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-3-(4-methoxyfenyl)-1,2,4-oxadiazol
(19)

Dalej boli pripravené derivaty 5-aryl-3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-oxadiazolov
(22,23), teda reverznych analégov. U nich bolo zistené, Ze zatial Co vytaZok
kone¢ného produktu postupnymi reakciami dosiahol iba 30 %, reakcia ONE POT
dosiahla vytazku 49 %. Z toho vyplyva, Ze pre priame derivaty je vyhodnd syntéza
postupnymi reakciami a pri reverznych derivatoch je vyhodné pouZitie reakcii ONE
POT. Konecné vytazky ONE POT reakciou pripravenych reverznych analégov boli od
28 — 49 % areakény €as bol 135 minut. Daldou nevyhodou pripravy reverznych
analégov je vznik vacsieho mnoistva vedlajSich produktov, ¢o vedie k dlhSiemu

Cisteniu latok. Aj preto je vyuZitie reakcii ONE POT prinosom.

» Pripravené reverzné analogy :
e 5-((3,4-dichlorbenzyl)sulfanyl)-3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-oxadiazol
(22)
e 5-(benzylsulfanyl)-3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-oxadiazol (23)
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8.1. Testovanie antimykobakteridlnej aktivity in vitro

U Styroch  pripravenych  zli€enin  bola  hodnotend in  vitro
antimykobakteridlna aktivita vo¢i M. tuberculosis CNCTC My 331/88, M. kansasii
CNCTC My 235/80 a M. avium CNCTC My 330/88. Tieto kmene boli poskytnuté
Ceskou narodnou zbierkou typovych kultdr (CNSTK). Stvrtym testovanym kmefiom
bol klinicky izolat M. kansasii 6509/96. Pre hodnotenie in vitro antimykobakteridlnej
aktivity bola pouzitd mikrometdda pre stanovenie minimalnych inhibiénych
koncentracii liekov v Sulovej pdde v plastikovych P-dosti¢kdch. Testované zltéeniny
boli rozpustené v DMSO (dimetylsulfoxid) a nanesené na Sulovu po6du
v koncentrdciach 500, 250, 125, 62, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.06 a 0.03
umol/I. Vzorky boli nasledne inkubované pri 37 °C u M. kansasii po dobu 7,14 a 21
dnia u M. tuberculosis a M. avium po dobu 14 a 21 dni. Antimykobakterialna aktivita
in vitro bola vyjadrena ako minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC) v umol/I. Ide
o hodnotu najnizsej koncentracie latky v umol/l, ktord viditelne inhibuje rast
mykobaktérii. Ako porovndvaci Standard antimykobakteridlnej aktivity in vitro bol

pouzity INH.

Tabulka 5. In vitro antimykobakteridlna aktivita vybranych pripravenych

zlucenin
NO -0
N—-O 2 N
/ | />—S
/Q/QN/)\S O2N N
X
NO,
NO,
Cl Cl
X=Cl 13 22
X=H 16
X =CHs30 19
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M. tuberculosis M. avium M. kansasii M. kansasii
My 331/88 My 330/88 My 235/80 6509/96
14 / 21 dni 7/14 /21 dni

13 05/1 250/ 250 1/2/4 1/2/4
16 05/1 250/ 250 05/1/1 -

19 0,5/0,5 250/ 250 05/1/2 -

22 2/4 125/ 125 4/8/16 4/8/8
INH 05/1 >250 >250 4/4/4

Ztabulky 5 moino zistit, Ze 3-aryl-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,2,4-
oxadiazoly vykazuju v porovnani s INH podobnu antimykobakteridlnu aktivitu voci M.
tuberculosis CNCTC My 331/88 a M. avium CNCTC My 330/88, avyrazne vyssiu
aktivitu voéi M. kansasii CNCTC My 235/80. Reverzny analdég 5-((3,4-
dichlorbenzyl)sulfanyl)-3-(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-oxadiazol (22) vykazoval nizsSiu
aktivitu voci M. tuberculosis nez INH, ale voci M. kansasii CNCTC My 235/80 vykazoval

aktivitu vyrazne vyssiu.

Porovnanim aktivit latok 13, 16, 19 (3-aryl-5-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-
1,2,4-oxadiazoly) areverzného analégu 22 moino povedat, Ze reverzny analdg

vykazuje nizsiu ucinnost voci M. tuberculosis.

Dalim porovnanim aktivity 1,2,4-oxadiazolov (16,22) s pdvodnymi vysoko
uc¢innymi derivatmi 1,3,4-oxadiazolov (4) bolo zistené, Ze bioizostérnou zdmenou
1,3,4-oxadiazolu za 1,2,4-oxadiazol doslo k vyraznému poklesu antimykobakteridlne;j
aktivity ako u priamych tak aj u reverznych analdgov (tabulka 6). Z toho vyplyva, Ze aj
tak mald zmena Struktldry — zmena usporiadania heteroatému v heterocykle — moze

mat silny vplyv na antimykobakterialnu aktivitu.
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Tabulka 6. Porovnanie aktivity vybranych rovnako substituovanych
zlucenin 1,2,4-oxadiazolov a 1,3,4-oxadiazolov

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

A 0,06 16 0,5 0,5

16 0,5 250 0,5 -

B 0,03 16 0,03 0,03

22 2 125 4 4
INH |[05/1 >250 >250 4/4/4

A = 5-fenyl-2-((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,3,4-oxadiazol

B = 2-((3,4-dichlorbenzyl)sulfanyl)-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol

8.2

. Testovanie cytotoxicity in vitro

Aby sme dostali zakladnU predstavu o toxicite latok, hodnoti sa ich

cytotoxicita k linidm cicavéich buniek. Jednotkou porovnania je I1Cso, ¢o je polovi¢na

hodnota maximalnej inhibiénej koncentracie, pri ktorej dbjde k redukcii viability

buniek

na 50%. Boli vybrané dve pripravené latky, u ktorych sa hodnotil vplyv na

Zzivotaschopnost bunkovych linii:

CHO-K1 (ovarialne bunky ¢inskeho Skrecka) po 24 hodinovej inkubdcii
COS-1 (oblickové fibroblasty maciaka grivet) po 48 hodinovej inkubdcii
HepG2 (hepatocyty ludského kaukazského karcindmu) po 48 hodinovej

inkubdcii
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Tabulka 7. Vplyv vybranych zliéenin na Zivotaschopnost cicavéich buniek

N_O N02 N_O)\ N02
/Q/QN/)\S/\Q @N S/\Q
Cl
NO, NO,
16

13
Bunky CHO-K1 Bunky COS-1 Bunky HepG2
I1Cso Viabilita pri ICso Viabilita pri I1Cso Viabilita

(umol/I) 50 uM (nmol/I) 50 uM (umol/l) | pri50 uM

13 | > 100! > 50 98 +9% > 50 92+9%

16 | > 100 > 50 105+14% | >50 111+16%

" Hodnota predstavuje najvy3giu koncentraciu testovanej latky, ktora nespdsobila vyzrazanie

behom inkubdacie s bunkami

Z vysledkov hodnotenia cytotoxity (tabulka 7) mozeme zistit, Ze vybrané
zluceniny (13,16) maju relativne maly negativny vplyv na Zivotaschopnost cicavéich

buniek po 24-hodinovej a 48-hodinovej inkubdcii pri koncentracii 50 uM.

8.3. Testovanie antimykotickej a antibakteridlnej aktivity in vitro

Selektivita antimykabteridlneho Ucinku bola hodnotena u dvoch vybranych
zltcenin vodéi 8 bakteridlnym kmenom (4 grampozitivne koky a 4 gramnegativne
tycky) a 8 hubovym kmenom (5 kvasinkovych a 3 plesfiové). Pre hodnotenie tychto
aktivit bola pouzitd metéda mikroriedenia v bujone. Metdda bola vykonana podla
pravidiel CLSI/EUCAST (Institut pre klinické alaboratérne Standardy/Eurdpska
komisia pre testovanie antimikrobidlnej citlivosti) s malymi obmenami. Jednotkou

hodnotenia je minimalna inhibi¢na koncentracia MIC vyjadrena v umol/I.
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Tabulka 8. In vitro antibakteridlna a antimykoticka aktivita vybranych
latok vyjadrend ako MIC (umol/I)

NO,
13

NO,

N_g\ N02
/
Y
@AN S \ j&
NO,
16

8 bakterialnych kmenov

8 hubovych kmenov

(kmene 4 G+ kokov a 4 G- tyciek)

(kmene 5 kvasiniek a 3 plesni)

24 h 48 h 24 h 48 h
13 > 500 > 500 > 500 > 500
16 > 500 > 500 > 500 > 500

Z hodnét uvedenych v tabulke (tabulka 8) je mozné zistit, Ze vybrané latky

(13,16) nevykazuju takmer Ziadnu antimykotickd ¢i antibakteridlnu aktivitu voci

testovanym bakteridlnym a hubovym kmerfom, ¢im sa potvrdzuje selektivita

antimykobakteridalneho uGcinku testovanych latok.
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9. Zaver

V tejto praci bolo naviazané na predchdadzajucu pracu vykonanu na katedre
organickej a bioorganickej chémie Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovej, kde
bolo zistené, Ze derivdty 1,5- a 2,5-disubstituovanych tetrazolov a 2,5-
disubstituovanych 1,3,4-oxadiazolov, ktoré obsahuju 3,5-dinitrobenzylsulfanylovu
alebo 3,5-dinitrofenylovi skupinu, vykazuju znacne vysoku antimykobakteridlnu
aktivitu. Ciefom prdce bola syntéza série latok s bioizostérnou zamenou 1,3,4-
oxadiazolu za 1,2,4-oxadiazol a bolo tak pripravenych 5 cielovych derivatov 1,2,4-
oxadiazolu, obsahujucich bud 3,5-dinitrofenylovi skupinu priamo naviazanu na
heterocyklus v polohe 3 (reverzné analdgy) alebo 3,5-dinitrobenzylsulfanylovy

retazec v polohe 5 heterocyklu.

Najprv boli pripravené tri findlne latky typu priamych analégov 3-aryl-5-
((3,5-dinitrobenzyl)sulfanyl)-1,2,4-oxadiazolu (13,16,19). U vSetkych bola testovana
in vitro antimykobakteridlna aktivita. Bolo zistené, Ze tieto latky vykazuju
antituberlukoticku aktivitu zrovnatelnd s INH, avsak maju vyrazne nizsiu aktivitu nez
rovnako substituované latky 1,3,4-oxadiazolu (4). U dvoch latok bola tiez hodnotend
in vitro cytotoxicita aantimykotickd a antibakteridlna aktivita. Obe latky mali
zanedbatelny vplyv na Zivotaschopnost cicavéich buniek a nevykazovali vyraznu
antimykoticki ani antibakteridlnu aktivitu, ¢o potvrdilo ich selektivny

antimykobakteridlny ucinok.

Dalej boli pripravené dve latky typu reverznych analégov 5-arylsulfanyl-3-
(3,5-dinitrofenyl)-1,2,4-oxadiazolu (22,23). U latky 22 bola hodnotend in vitro
antimykobakteridlna aktivita a bolo zistené, Zze vykazuje aktivitu o nie€o nizsiu nez
3,5-disubstituované 1,2,4-oxadiazoly 13, 16, 19 a vyrazne nizSiu aktivitu nez rovnako

substituované reverzné analégy 1,3,4-oxadiazolob (7).
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Bolo teda zistené, Ze bioizostérna zamena 1,3,4-oxadiazolu za 1,2,4-
oxadiazol viedla k vyraznému poklesu in vitro antimykobakteridlnej aktivity a to ako

v pripade typu priamych analdgov, tak i u reverznych derivatov.
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10. Zoznam skratiek

B tuberkuléza

WHO Svetova zdravotnicka organizacia

HIV virus ludskej imunitnej nedostatoc¢nosti
MDR multiliekovo rezistentna

INH isoniazid

RIF rifampicin

XDR extenzivne rezistentna

TDR totalne liekovo rezistentna

DST Test citlivosti na lieky

CDC Centrum pre kontrolu a prevenciu nemoci
TBNET The Tuberculosis Network European Trials group
PZA pyrazinamid

EMB ethambutol

RNA ribonukleova kyselina

DNA deoxyribonukleova kyselina

FDA Americka sprava potravin a lieciv

EMA Eurdpska agentura pre lieky

ATP adenozintrifosfat

TDM dimykolat trehaldzy

TMM trehalézomonomykolat

DprEl dekaprenylfosforyl- B-D-rib6za-2"-oxidaza
ADME absorpcia, distribucia, metabolizmus, exkrécia
THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografia

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

DBU 1,8-diazabicyklo[5,4,0lundec-7-én
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CNSTK
DMSO
MIC

ICso

Ceska narodna zbierka typovych kultar
dimetylsulfoxid
minimalna inhibi¢na koncentracia

poloviénd hodnota maximdalnej inhibicnej koncentracie
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