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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Kolc¢arkova Lucie

Skolitel: PharmDr. Marta Ku&erova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Oxadiazoly jako potencionalni 1éciva II.

Vesvé praci jsem se zaméfila na hledani novych potencidlnich [é¢iv
s antibakterialni a antifungdlni aktivitou ato zdivodu zvySujici se rezistence
mikroorganismi na stavajici 1éc¢iva. Jako strukturni zéklad byl vybrén

3-pyrazin-2-yl-1,2,4-oxadiazol.

V teoretické Casti jsem se vénovala zejména ruznym zplsoblim pfipravy

1,2,4-oxadiazoll. Zpisoby piipravy jsou rozdéleny podle pouzitych vychozich latek.

V experimentalni c¢asti byly vyzkouSeny rGzné zplisoby ptipravy s cilem
syntetizovat hledané latky a nasledné zdokonalit podminky reakci, aby bylo dosazeno

Cistych produktl s vysokym reakénim vytézkem.

Ani jedna z pfipravenych sloucenin dosud popsana nebyla. Slouceniny byly
charakterizovany IC a NMR spektry a také teplotou tani. Cistota latek byla ovéiena

za pomoci tenkovrstvé chromatografie a elementarni analyzy.

Z pripravenych latek bylo odevzdano Sest produkti na biologické testovani
antibakterialni a antifungalni aktivity in vitro. Byla nalezena stfedni antifungalni aktivita
ujedné slouCeniny aujiné latky stfedni aktivita vici Mycobacterium smegmatis

a M .aurum.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Kol¢arkova Lucie

Supervisor: PharmDr. Marta Kucerova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Oxadiazoles as Potential Drugs II.

My work was focused on finding new potential drugs with antibacterial
and antifungal activity, from the reason of increasing microbial resistance against current
drugs. 3-Pyrazin-2-yl-1,2,4-oxadiazole was chosen as the structural scaffold for

the research.

In the theoretical part of this diploma thesis I have reviewed various procedures
of the preparation of 1,2,4-oxadiazoles. The methods of preparation have been assorted

according to the starting material used.

In the experimental part of this study several different ways of preparation to
synthesize these compounds were explored and then improvement of reaction conditions

in order to gain the pure product in good yields were tested.

None of compounds has been reported so far. They have been characterized by IR
and NMR spectra and by melting points as well. Their purity was checked by TLC and

elemental analysis.

Six of the synthesized compounds have been tested in vitro for their antibacterial
and antifungal activity. One of the compounds has shown medium antifungal activity and
another one has shown medium activity against Mycobacterium smegmatis and

M. aurum.
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Seznam pouzitych zkratek:

AgOTf triflat stiibrny

AmfB amfotericin B

CAN dusic¢nan cericito-amonny

CDI 1,1'-karbonyldiimidazol

CPX ciprofloxacin

DCC dicyklohexylkarbodiimid

DIC diisopropylkarbodiimid

DMA dimethylacetamid

DMF dimethylformamid

DIPEA N,N-diisopropylethylamin

DMSO dimethylsulfoxid

HATU 2-(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]pyridin-3-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-
isouronium hexafluorofosfat

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

GEN gentamicin

IC Infracervené

INH izoniazid

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MS hmotnostni spektrometrie

NMR nukledrni magneticka rezonance

PTSA p-toluensulfonova kyselina

RIF rifampicin

T3P anhydrid propylfosfonové kyseliny

TBS terc-butyl(dimethyl)silan

TBAH hydroxid tetrabutylamonny

TEA triethylamin

THF tetrahydrofuran

TLC chromatografie na tenké vrstve

Yb(OTf)3 triflat ytterbity



1. Uvod a cil prace

Substituované 1,2,4-oxadiazoly jsou dulezité heterocykly, které se vyskytuji
v ptirodnich produktech a jsou Siroce vyuzivany jako bioaktivni molekuly, farmakofory
apro vyrobu specialnich materiali [1]. Derivaty téchto sloucenin disponuji Sirokym
rozsahem biologickych aktivit, jako napfiklad protinddorovymi, antivirovymi,
diplomové praci popsala v roce 2016 Dzamova [6]. Ja bych radda svou praci na tu jeji

navazala a na rozdil od ni se budu vénovat zptisobim pfipravy téchto molekul.

1,2,4-Oxadiazoly patii do skupiny péti€lennych heterocyklickych systému
s tendenci se preskupovat do jinych, stabilnéjSich heterocykli [7-10]. Jejich reaktivita je
disledkem labilni O-N vazby, elektrofilniho charakteru uhliku v poloze 3 a 5, coz miize
byt zvySeno ptitomnosti elektron-odtahujicich substituentdi, nukleofilniho ¢i slabé
bazického charakteru dusiku v poloze 4 a ambifilniho charakteru dusiku v poloze 2. Také
k tomu pfispiva pritomnost kysliku v kruhu, ktery se miize chovat jako dobra odstupujici
skupina a ptitomnosti postranniho fetézce, ktery se mize zucastnit intramolekularniho
preskupovani. Jedna se tedy o reaktivni slouCeniny, které¢ diky tomuto pteskupovani
mohou vytvaret dalSi heterocykly, obzvlast v pfipadé€, ze maji tfi-atomovy postranni

fetézec, diky kterému mize dojit napiiklad k Boulton-Katritzkému ptesmyku [11].

Nukleofilni

A

Odstupujici skupina

Elektrofilni

Chemické viastnosti 1,2,4-oxadiazolit

To vse déla z 1,2,4-oxadiazoltt multifunkéni heterocykly, jejichZ reaktivita silné
zavisi na typu substituentl, vychozich latkdch a reakénich podminkéach. Proto jejich
pfiprava neni snadné a je tedy nutné velice obezietné volit zpiisob piipravy a podminky
reakce. Cilem mé prace je tyto zpusoby shrnout a porovnat jejich podminky, aby bylo
mozné nasledné vybrat ty optimalni. Reakce jsem pro ptehlednost rozdélila dle vychozich

latek na devét zakladnich skupin. Vzhledem k vysokému poctu reakci jsem nékteré



metody popsala do detailu, jiné jsem vSak pouze zminila jako dal$i moznosti pfiprav.
Vybirala jsem mimo jiné ireakce, které jsou bez rozpousStédla ato z nasledujicich
davodu. Jednak jsou tyto reakce SetrnéjSi k zivotnimu prostfedi a usnadnuji nasledné
zpracovani vysledného produktu. Také se pifi nich dosahuje lepSich vysledkd,

zjednodusuji experimentalni provedeni a nakonec, je to i predmétem mé praktické Casti.

Z téchto reakci jsem si nékteré vybrala pro svou experimentalni praci. Vyzkousela
jsem nékolik typt reakci, zvolila ty nejvhodnéjsi a zdokonalila jsem jejich podminky.
Mym cilem bylo syntetizovat sérii 3,5-disubstituovanych-1,2,4-oxadiazolli s vyuzitim
cyklizace N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu a nasledné¢ tyto molekuly nechat
podrobit in vitro testovani na antifungdlni a antibakterialni aktivitu vici vybranym

houbam a bakteriim.

Svou praci jsem se tedy pokusila navazat na vyzkum, ktery probiha na Katedre
farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové

a zabyva se slou¢eninami s pyrazinovym jadrem [12, 13, 14].



2. Teoreticka c¢ast

2.1 Zpisoby pripravy 1,2,4-oxadiazolu dle reaktanti

Ptiprava 1,2,4-oxadiazolii poutd mnoho pozornosti, a tak bylo vyvinuto mnoho
syntetickych metod [15-16]. Vé&tSina z nich vyuziva amidoximy jako vychozi latky.
Tyto metody by se daly rozd¢lit do ¢tyi skupin:

(A) 1,3-Dipolarni cykloadice nitril-oxida (1a).

/OH

N 2
PTSA-ZnCl, N=—C—R
‘ > RI—C:N®— Oe
-NH; ch12
N—O

R’ NH,

la

Dipolarni cykloadice

(B) O-acylace amidoximt (2a) vyuzivajici karboxylové kyseliny nebo aktivované
derivaty karboxylovych kyselin (napf. estery, anhydridy ¢i chloridy) (2b),
nasledovana intramolekuldrni cyklodehydrataci. Vyuzivé se zde karboxylovych
kyselin jako O-acetylujiciho reagentu s amidoximem aje zapotiebi silného

dehydrantu nebo zvyseni teploty.
OH 1
N/ R'COOH O-acylace
| n nebo > cykllzace
2
)\ eox )\ N ©

R’ NH,
2a 2b

O-acylace amidoximii

(C)Nitrily reaguji s hydroxylaminy (3a) za vzniku amidoximi, ty pak reaguji
s aldehydy (3b) a vznikaji 4,5-dihydro-1,2,4-oxadiazoly, nasleduje oxidacni
dehydrogenace s vyuzitim vzduchu jako oxidantu, mikrovinného reaktoru
a kyselych podminek. Tato metoda vyuziva jednodus$si substraty ve srovnani

s ostatnimi metodami.

OH
N/ Ar! N\ Ar?
Ar’-CHO
Ar'—CN + NH,OH AC—OH> | —_— \< 7/
vzduch N—O
Ar NH,
3a - - 3b

Reakce aldehydii s amidoximy
10



Vsechny tyto metody jsou tc¢inné, avsak jejich problémem je, ze vyzaduji pouze
vybrané mnohdy nedostupné substraty nebo naro¢né¢ podminky. Proto je nutné hledat
dalsi reakce, které¢ by pfipravu usnadnily. Tyto i pfedchozi reakce budou popsany

v nasledujicich kapitolach.

2.1.1 Priprava oxadiazola z organickych kyselin

Mnohdy vyuzivanym zptisobem piipravy je cyklizace O-acylamidoximu v reakci
s karboxylovymi kyselinami [17]. Jejich nevyhodou je, Ze potiebuji couplingové ¢inidlo

jako je dicyklohexylkarbodiimid (DCC); 1,1’-karbonyldiimidazol (CDI) apod.

Ve své praktické ¢asti jsem vyzkouSela pravé ptipravu z organickych kyselin dle

Deegana et al. [18]. Tato metoda je dale popsana v kapitole 3.1.3.

Jednou ze zajimavéjSich metod je ptiprava podle Augustine et al [19]. Vyuziva
anhydridu propylfosfonové kyseliny (T3P), ktery se bézné pouziva pfi ¢isténi vody a to
diky své nizké toxicité a nizkému alergickému potencidlu. T3P se vyuziva také jako
mirné couplingové ¢inidlo pfi peptidovych syntézach. Je také dobfe znadmy

v konverzich amidul na nitrily, esterovych syntézach, syntézach alkenti z alkoholt apod.

T3P
Diky vysokym vytézkiim byl T3P vyzkousen i v pfipravé oxadiazoll (4¢). Smés
karboxylové kyseliny (4a) a amidoximu (4b) v ethyl-acetatu byla ptidana k triethylaminu
(TEA). Ke smési byl po kapkach ptidan T3P. Smés byla zahfivana na 80 °C pod
dusikovou atmosférou po dobu 2-3 hodin. Vytézky reakce byl 88-95%

11
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R’ 0 R? NOH O——N

\]/ \’/ T3P (2,5 ekv.)

* \

OH NH, TEA (3 ekv.) R1/& )\Rz
80 °C/2-3 h N

4a 4b 4c

Priprava oxadiazolii s vyuZitim T3P
kontinudlni pritokovy reaktor [20]. Tato metoda je velice ucinnd, nebot’ produkuje
Ctyfi riizné slouceniny za hodinu a dosahuje vysokych vytézkil. Nize je popsano schéma

pratokového reaktoru.

mij:e:d
m 8 5 HPLC/MS Gisténi
realtor

mjekéni smyéka

michani < § %
vvchozi latky

mlubaéni komora

modul pro piiprava
tekutin

Popis pritokového reaktoru

Zasobni roztok jednoho ekvivalentu karboxylové kyseliny, tii ekvivalentd
N,N-diisopropylethylaminu (DIPEA) v dimethylacetamidu (DMA) a zdsobni roztok
jednoho ekvivalentu 1-[bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridi-
nium 3-oxid-hexafluorofosfatu (HATU) v DMF byl odsan ze svych plivodnich
zkumavek, smichdn ptes misici trubici a vlozen do inkubacni komory pfi teploté 30 °C
na 5 minut. Reak¢éni segment byl smichédn se zasobnim roztokem hydroxyamidu a vloZen
na minutu do injekéni smycky. Poté byl vstiiknut do priitokového reaktoru, ktery byl
nastaven na 175°C spritokovou rychlosti 163 ml/min pod tlakem 1000 psi
s regulatorem zpétného tlaku. Reakce pak byla vloZena pfimo do injekéni smycky
a pfecisténa pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) nebo hmotnostni

spektrometrie (MS) s cilem dosédhnout finalnich slou€enin. Vytézek byl 57 %.



SN (oot o
U

inkubaéni komora
. 30 °C, 5 min
1 ekv. karbox. kyseliny,
3 ekv. DIPEA v DMA
injekéni smycka reaktor
25 °C, 1 min 175 °C, 1 min N-O
vDMA T~ ) )
.OH

i
e

Reakce v priutokovém reaktoru

Dalsi specialni metodou pro piipravu oxadiazoll z kyselin je ptiprava dle Ducheta
et al. [21]. Vyuziva iontovou kapalnou fazi, coz skyta par vyhod, ¢isténi je mozné po
kazdém kroku areakce mohou byt provedeny v homogennim roztoku. Jedna se
o petikrokovou syntézu z arylnitrilu a kyseliny. Ptiprava je sice ¢asové naro¢nd, dosahuje

se vSak pfi ni vysokych vytézki okolo 90 %.

Ptipravu z chirdlnich aminokyselin ve své praci popsal Katritzky et al. [22]. Jako

rozpoustédlo byl pouzit ethanol a vytézek reakci byl 70-94 %.

2.1.2 Priprava oxadiazoli z chloridi

Castou metodou pro piipravu oxadiazoli se stala cyklizace O-acylamidoximt
s vyuzitim chloridii karboxylovych kyselin [15]. Tato metoda ma své nedostatky.
Chloridy byvaji velmi toxické a reaktivni latky, jejich uchovavani a zachazeni s nimi neni

jednoduchou zalezitosti. Dal§im nedostatkem je jejich nizk4 dostupnost.

Jednu z metod ptipravy popsali Chiou a Shine, zahrnuje ptidani acylchloridu
k roztoku ekvimolarniho mnoZstvi amidoximu (5a) v pyridinu za laboratorni teploty [23].
Dojde k exotermickeé reakci. Teplo, které pii reakci vznika, pfivede reakéni smés k varu,
coz piispiva k formovani 1,2,4-oxadiazolu. (5b) Je vhodné nechat reakéni smes jesté 15—
30 minut vafit. Vytézky byvaji riizné v zavislosti na vychozich latkach, vétSinou se vSak

pohybuji okolo 80 %.

13



R1

N
R'—C——=NOH R?COCI \Té N\
o 0]
Pyridin
N
Sa 5b

Reakce acylchloridu s amidoximem

Dalsi metoda dle Kaboudina a Saadatiho vyuziva oxid hlinity a fluorid amonny
[24]. Jedna se o jednoduchou a selektivni metodu bez rozpoustédla pii mirnych
podminkach. Nejdiive je ptfipravena smés oxidu hlinitého a fluoridu amonného (6¢) za
pomoci tienky a térky. Fluorid amonny v reakci vystupuje jako silna béaze, coz pfispiva
k tvorbé heterocyklu. Poté se do smési pfidd amidoxim (6a) a acylchlorid (6b). Tato
smés je zahfivana v mikrovinné troubé kuchynského typu po dobu 3 minut a vykonu

600 W. Vitézky reakei byvaji 71-90 %.

OH

4 o

| ALO4/ NH,F / N

- \
J/ N\ 3 min N\ )\ ,
R

R’ NH, 0

o—=
+
2
|
0
|
@}

6a 6b 6¢
Priprava oxadiazolit s vyuzitim fluoridu amonného

Utinnou metodou bez rozpoustédla je piiprava dle Kaboudina a Navaee ze
stejného  pracovisté [25]. K amidoximu bylo pfidano pétindsobné mnoZstvi
upraskovaného oxidu hofecnatého. Do smési bylo pfidano dva a pll ndsobku mnoZstvi
acylchloridu. Takto vznikld smés byla michana po dobu 5 minut a nasledné vlozena na
I minutu do mikrovinného reaktoru kuchynského typu o vykonu 630 W. Reakcéni smés
byla poté misena za pomoci tfenky a térky, dokud nevznikla smé&s homogenniho
charakteru. Vytézek reakce se pohyboval mezi 67-91 %. Schéma reakce je obdobné jako

u piedchozi metody.

Jednoduchou metodou je piiprava 1,2,4-oxadiazolli z nitrilu, hydroxylaminu
a krotonoylchloridu dle Zakeriho et al. [26]. Smés 4-methoxybenzonitrilu (7a)
1,5 ekvivalentu hydroxylaminu (7b) a katalytické mnozstvi kyseliny octové (7¢) byla
michéna pii teploté¢ 100 °C po dobu 2 h. Doslo ke kondenzaci za vzniku aromatického

amidoximu (7d) Nasledn¢€ byla smés ochlazena na laboratorni teplotu a bylo ptidano

14



ekvimoldrni  mnozstvi  krotonoylchloridu (7f) za  pfitomnosti  par  kapek
tetrahydrofuranu (7e). Doslo k esterifikaci. Smés byla michana za laboratorni teploty 1 h.
Poté byla reakéni smes zahiana a byl k ni pfidan dimethylsulfoxid (DMSO), pti¢emz
doslo k cyklizaci a zaroven dehydrataci. Pak byla smés michéna pti 120 °C dalsi hodinu
a poté ponechana ptes noc. Vysledny krystalicky produkt byl tiikrat promyt ethanolem
a susen pii 40-50 °C. Produkt byl natolik Cisty, ze nebylo nutné jej piekrystalizovat.
Vytézky reakei se pohybovaly okolo 70 %.

Ar——C==N + NH,0H 100 °C Ar / >
AcOH 1) THF/ lab.t./ 1 h

Ta 7b Tc 7d Te

N\ N X

\

Y

2) DMSO/ 120°C/ 1 h 0o
NT
7f
Ar:
X CN
Y
X = H, Me, OMe, Cl, Br, NO, Y =Cl, NO,

Kondenzacni reakce amidoximu s krotonoylchloridem

Ptipravit oxadiazoly z chloridl Ize i metodou podle Pancechowské-Ksepko et
al [27]. Jedna se o metodu, které jsem se vénovala ve své experimentéalni Casti 3.1.4.
Amidoxim byl rozpustén pod argonovou atmosférou v 10 ml bezvodého pyridinu nebo
dioxanu. Pak byl pfidan chlorid a smés byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em 3 hodiny.
Po ochlazeni bylo odpatfeno rozpoustédlo, ke zbytku byla pfidana voda (20 ml) a pevny

podil byl prekrystalizovan za varu z bezvodého ethanolu.

Ptipravu bez rozpoustédla s vyuzitim fluoridu draselného jako katalyzatoru
predstavil Rostamizadeh et al. [28]. Ptiprava je dvoukrokova, probih4d v mikrovinném
reaktoru pfi mirnych podminkach a vyuziva nitril jako vychozi latku. Reakce probiha ve

vodném prostiedi. Vytézek reakce byl 90-95 %
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Gobis et al. popsal piipravu oxadiazoli s oxoskupinou v poloze 5 s vyuzitim
bezvodého pyridinu dvéma metodami [29]. Prvni metoda vyuziva amidoximu
vychozi latka se misto karbamoylchloridu pouzivaji 2 moly ethyl-chlor-formiatu (8b) na
1 mol amidoximu (8a). Smés se zahtiva pod zpétnym chladicem 6 hodin. Poté se pyridin
nechd odpafit a zbytek smési se ochladi. Precipitat se prefiltruje a promyje studenou
vodou, nasledné senechd rekrystalizovat. Vznikd keton (8c¢). Knému se pfida
karbamoylchlorid a pyridin, smés se necha zahtivat pod zpétnym chladicem 3 hodiny.
Pyridin se necha odpafit a zbytek se ochladi. Precipitat se prefiltruje, promyje studenou
vodou a rekrystalizuje. Ziskame tak novou molekulu, kde se zbytek karboxylové kyseliny
navaze na dusik (8d). Sloucenina se zahfeje v silikonové lazni na teplotu 214 °C.

Poté se produkt dekarboxylace odstrani ze substratu. Vytézek reakce byl 5255 %

Het o
Cl Lo —
N
>:N—OH N \ o pyrldln » ‘ >:O
HN CoH50 /L
2Hs N
Het \
H
8a 8b 8c
R _—0
N 0
>:O /“\ >:O N/
T | R
Cl -
-CO, Het N
(0]
R
8d
Het:
D
4 4
N N
\
(6]

Priprava oxadiazolii dle Gobise

Mezi dals$i metody piiprav z chloridii patii metoda dle Sangepu. [30], dle Tamura
[31] a dle Piccionella [32].
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2.1.3 Priprava oxadiazoli z estera

Ptiprava dle Du, et al. vyuziva beta-keto esterti jako vychozich latek. B-keto estery
jsou dulezité stavebni molekuly v organickych syntézach [1]. Postup je jednoduchy.
Amidoxim (9b) se smichd se dvéma ekvivalenty -keto esteru (9a). Smés je zahtivana na
120-140 °C po dobu 2—4 hodin. Po reakci se produkt pripravi na flash chromatografické
déleni. Pokud jsou vychozi latky v tuhé fazi, je nutné je nejdiive roztavit tak, aby vznikla
homogenni reakéni smés. Jednd se o reakci bez rozpoustédla, kterd funguje dobie
s Sirokym rozsahem substratii. Reakci se dosahuje dobrych vytézka 80-90 %. Pti reakci
se odstépi molekula vody aalkoholu a pravdépodobné dochdzi ke vzniku
acyl-ketenového meziproduktu. Odstranéni téchto nezddoucich produktl je snadnégjsi

diky nepfitomnosti rozpoustédla.

0 0
OH\
/R3 N
R 0 +)\ - .
R1
2
R H,N R*

9a 9b

0 O,,—N
>—R4
AN
N
R2
Priprava 1,2,4-oxadiazolu s vyuzitim p-keto esteri

Dalsi typ piipravy pitedvedl Baykovetal. svyuzitim esteri a bazického
prostiedi [33]. NejvhodnéjSi estery pro tento typ reakce byly ty, které nesly
elektron-akceptorové substituenty, protoZe dobie reagovaly s amidoximem. Ke smési
amidoximu (10a) a esteru (10b) v DMSO se rychle ptida hydroxid sodny. Reakéni smés
je michana za laboratorni teploty pozadovany Cas (ve véts$ing ptipada 4 hodiny). Vytézky

reakci byvaji okolo 80 %.

OH
N‘/

| )
NH; O\ NaOH, DMSO N
+ R2 ’ >
yd lab. t., 4 h
R30
Me Me

10a 10b

Priprava oxadiazolii z esterii v bazickém prostiedi
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Metoda dle Lianga a Qiana probihala na pevné fazi [34]. Reakce mezi
benzamidoximem a ethyl-esterem kyseliny piperidin-4-karboxylové bézela tii dny
za laboratorni teploty. Jako baze byl pro reakci pouzit ethoxid sodny a jako rozpoustédlo

dichlormethan v ethanolu. Vytézek reakci byl velice dobry, 83-90 %.

Kmetic a Stanovnik definovali pfipravu oxadiazolli z esteru pfes amid jako
meziprodukt [35]. Ve vodé se necha ochladit ethyl-ester  kyseliny
2-cinnamoylamino-3-dimethylaminopropenové (11a) a dusitan sodny (11b). Ke smési se
pfida ochlazend kyselina chlorovodikovd. Smés se necha michat po dobu 24 hodin.
Dochazi ke wvzniku meziproduktu ato hydroxymidového amidu kyseliny
N-cinnamoyloxalové (11¢). Ten se rozpusti v ethanolu a k nému se pfida kyselina
chlorovodikova. Reakce probihd jeden den pii laboratorni teploté. Vytézek reakce
byva 83 %.

R,00C

COOR, COOR, )\
NaNO,/HClI
DMF -H, \ /
Me,N NHCOR; NHCOR; y

11a 11b 11c R

O/\/

Priprava oxadiazolu pres amid jako meziprodukt

R,: CHy C,H
R,: 2 4, “2H6

De Freitas et al. popsali dvé metody piipravy oxadiazolli z methylesteru levulové
kyseliny: metodu konvenéni a metodu, kterd vyuziva mikrovinny reaktor. [36]. J& bych
zde popsala druhou zminovanou metodu, kterd probihala bez rozpoustédla. Smés
methylesteru kyseliny levulové (12a), pfislusného arylamidoximu (12¢) a uhlicitanu
draselného (12b) byla umisténa do zkumavky, vloZena do mikrovinného reaktoru
kuchyniského typu pti vykonu 600 W na 10 minut a poté ochlazena. Vytézky reakci byly
velmi dobré, pohybovaly se okolo 90 %
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OCH; MW: 600W, 10 minut OCH;,3
> —_—
K,CO4

2b
o Ar NH, y 7\'/
N
—_—
_ - H 0
CH;0 )k/c_c_o n | \o /
N -H,0
OH
12¢
o}
o
HsC H3C

Priprava oxadiazolu z esteru kyseliny levulové

2.1.4 Priprava oxadiazoli z aldehydu

Velmi casto pouzivanou azminovanou piipravou je metoda s vyuzitim
mikrovinného reaktoru dle Adiba [17]. Tento postup jsem vyuzila pro svou praktickou
¢ast 3.1.2.1, 3.1.2.2 a 3.1.2.3. K benzonitrilu (13a) bylo pfidano ekvimolarni mnoZzstvi
hydrochloridu hydroxylaminu (13b) v kyseliné octové (13¢). Reakce probihala v CEM
mikrovinném reaktoru, pii teplot¢ 100 °C a vykonu 600 W po dobu 1 minuty. Poté
probihala pfi teploté¢ 100 °C a vykonu 600 W po dobu 3 minut. Poté bylo do reakce
pfiddno ekvimoldrni mnozstvi benzaldehydu (13d). Reakce probihala v CEM
mikrovinném reaktoru pii teplot¢ 150 °C a vykonu 600 W po dobu 3 minut. VytéZek
reakce byl vynikajici, 90—100 %

NH,
AcOH
— > Ar
MW, 1 min
NOH
13a 13b 13¢
Ar’ Ar Ar
N\
NH, N—/_ >—NH N
A Ar'CHO / o / \
MW, 3 min N N
NOH NOH \o Ar’ N Ar’
13d (0]

Kondenzace amidoximii s aldehydy
Pfi pouziti aldehydii jako vychozich latek, je nutné vyuzit oxidant jako je

KMnO4, MnO> nebo NaOCI [15] aldehydy jsou totiz slabé oxidanty. Avsak za urcitych
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podminek 1ze aldehydy pouzit jako substraty a oxidanty v jednom. Syntéza je v tomto
pfipad¢  tfikrokova.  Nejdiive  probiha  nukleofilni adice  hydroxylamin
hydrochloridu (14b) na nitril (14a) v prostfedi ¢-butanolu a triethylaminu pfi
teploté 80 °C za dobu 18 h a bez ptistupu vzduchu. Vznika tak benzamidoxim. V druhém
kroku dojde ke kaskddové cyklizacni reakci. K meziproduktu (14¢) se piida aldehyd
a uhlic¢itan cesny v DMSO (14d) pro nastaveni bazického prostiedi. Tato smés se micha
pfi teplot¢ 100 °C po dobu 24 h. Cilovy produkt (14e) je ziskan v poslednim kroku
oxidativni dehydrogenaci v bazickém prostfedi. Vytézek reakce byva v tomto piipadé

pomérné vysoky a to 75 %.

NH,
HONH, . HCI, TEA
CN >  —
t-BuHO, 80 °C, 18 h
N

14a 14b 14c
2
CHO / NH
- N >
baze, 24 h \O
DMSO nebo Xylen nebo THF
14d
2 CHO
+ CH,OH
> / N
baze N\ \

14e
Nukleofilni adice hydroxylaminu na nitril a nasledna cyklizace

Ptipravou, kterou jsem pouzila v praktické ¢asti 3.1.2.4 a 3.1.2.5 je piiprava dle

Sondhiho et al.[37]. N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid (15a) byl smichén
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s benzaldehydem (15b). Reakce probihala v CEM mikrovinném reaktoru pii teploté
150 °C, vykonu 450 W pod dobu 7 minut. Vytézek reakce byl velmi dobry, 70—80 %

N—— NH ArCHO
2
: M MW 450W : _>_<
7 min \
\ N/ NOH —0

Kondenzacni reakce N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu s benzaldehydem

Dalsi moznou metodou je metoda dle Srivastavy et al. [38]. Bohuzel je Casové
naro¢na. Amidoxim (16a) byl rozpustén v ledové kyselin¢ octové a smichan s Cerstveé
predestilovanym benzaldehydem (16b). Smés byla michéna pfi laboratorni teploté 4 dny.
Roztok byl poté probubldn vzduchem, aby se piebyte¢ny benzaldehyd pfeménil na
kyselinu benzoovou. Kyseliny byly poté zneutralizovany nasycenym vodnym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného a extrahovany chloroformem. Zbytek roztoku byl ptes noc
michdn s hydrogenuhli¢itanem sodnym scilem odstranit kyselinu benzoovou.

Nevyhodou této metody je Casova narocnost a nizka vytéZnost, okolo 25 %.

1 1 H 1
R NH, R N R N
R’CHO H \
> | —_— | R2
OH
16a 16b
1
R NH, R! N 1
R?CHO AN R": o-tolyl, m-tolyl
B | \‘ R%: CHj;, C,Hg, fenyl
N 2
. N R
OH N oH
16a 16b

Kondenzacni reakce dle Srivastavy

Young a Beidler. popsali reakci 2,5-dimethoxybenzaldehydu s nitroethanem

a octanem amonnym v kyseliné octové [10].

Mezi dal$i metody ptiprav z aldehydt patii metoda dle Ubaradka [39].
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2.1.5 Priprava oxadiazoli z anhydrida

Ptipravu oxadiazoll z anhydrida uvedl Fanshawe et al.[40]. Pyrazinkarboxamid
(17b) byl smichéan s anhydridem kyseliny octové (17a) v 50 ml xylenu. Tato smés byla
zahtivana pod zpétnym chladi¢em po dobu 3 hodin. Rozpoustédlo (xylen) bylo odpateno
pfi snizeném tlaku a surovy produkt byl dvakrat rekrystalizovan z isopropylalkoholu. Po

rekrystalizaci vypadly bilé krystalky.

OH

N
H3C_C |
C

1 N3
N X xylen / >¥CH
N 3
/O X SNH, N\ N/
H,C——C ‘
\ L [
N N/
17a 17b

Priprava oxadiazolu z esteru kyseliny levulové

Casové méné naronou piipravu zanhydridu popsal Clarke [41].
p-Brombenzamidoxim byl zahfivan 3—4 minuty s anhydridem kyseliny octové. Reakce

probihala v ethanolu.

Metoda podle Boyse et al. vyuziva anhydridy kyseliny glutarové substituované
v poloze 3 (18a) [42]. Reakce probihala za tepla v dioxanu. Vytézky reakce byly rtizné,
29-96 %.

Priprava oxadiazoli z anhydridu kyseliny glutarové

Leite et al. definovala ptipravu oxadiazolii z anhydrida kyseliny jantarové (19a)
[43]. Dojde ke vzniku 1,2,4-oxadiazol-5-ylpropanovych kyselin (19b), které slouzi jako

vynikajici substraty pro dalsi reakce.
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Priprava oxadiazolii z anhydridu kyseliny jantarové
2.1.6 Priprava oxadiazoli z nitrila

Nikodemiak a Koert popsali kovem katalyzovanou cykloadici silyl-nitronatu
anitrilu [44]. Silyl-nitronaty jsou univerzalni reagenty v organickych syntézach
s vyuzitim napf. u nitro-aldolovych reakci. Katalyzator vhodny pro reakci je triflat
stiibrny (AgOTY) a ytterbity [Yb(OTf)3]. Ke tfem ekvivalentim nitrilu (20b) a AgOTf
v chlorbenzenu (20¢) byl pfidan silyl-nitronat (20a). Smés byla michana hodinu pii
100 °C. Po ochlazeni na pokojovou teplotu bylo rozpoustédlo odsano za snizeného tlaku.

Vytézky reakei byly znacné vysoké, pohybovaly se okolo 95 %.

R
o R N
X AgOTf 0
+ I N /

PhCIL, 100 °C, 1 h N
OTBS ||
N

20a 20b 20c

Cykloadice silyl-nitrondtu a nitrilu

Vale et al. popsal piipravu oxadiazolii s vyuzitim oxidd lanthanoidi jako
katalyzatori [45]. Kyselina dusi¢né byla michana s oxidy riznych lanthanoidii (21¢) pii
teploté 50 °C. Pak byl pfidan keton (21a) a po deseti minutach ptisluSny nitril (21b). Tato
smés byla michana pii 80 °C 1,54 hodiny dle konkrétniho lanthanoidu. Reakéni smés
byla ukoncena roztokem hydrogenuhli¢itanem sodného a produkt byl opakované

extrahovan z ethyl-acetatu. Vytézky reakcei byly 45-87 %.
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Priprava oxadiazolii s vyuzitim oxidii lanthanoidii

2.1.7 Priprava oxadiazoli z imidi

Metoda dle Ispikoudiho et al. ptedstavuje piipravu oxadiazolli s vyuzitim
diisopropylkarbodiimidu (DIC) nebo DCC [46]. Amidoxim (22a) byl rozpuStén
v toluenu a poté bylo najednou ptidéno 2,1 ekvivalentu DIC nebo DCC (22b). Smés byla
zahtivana pod zpétnym chladi¢em po dobu 6-10 hodin, a pak ochlazena na laboratorni

teplotu. Vytézky reakci byly dobré, pohybovaly se nad 65 %.

R2 R2 R2
N—OH ,\\l e ,\\,
Rl{/ + K"“ — > N—O + \\D -
NH i \\40
2 \\ R1~< N \\
N 7 N
\ NH, \
R? R?
22a 22b
R1
N
_’% \o pR—R—o—f—r | 22 p_ &
'~ L' ]
N
HN—R? R

Priprava oxadiazolii s vyuzitim DIC nebo DCC
2.1.8 Priprava oxadiazold z oximii
Jednou z méné znamych piiprav oxadiazolii je metoda dle Telvekara a Takale
z oximu a tetrajodidu difosfore¢ného, ktery se pouziva jako katalyzator pfi syntéze nitrilt
z kyselin [47]. Tetrajodid difosfore¢ny byl michan v bezvodém dichlormethanu 5 minut,

aby byl ziskan Cisty roztok. Poté byl pfidan dioxim (23a) ve dvojnasobném mnozstvi.
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Sm¢és byla nadale michana pti laboratorni teploté 2 hodiny. Vytézky se pohybovaly od 50
do 89 % dle pouzitého rozpoustédla.
NOH

NOH

P,I, / CH,Cl, o

|

laboratorni teplota —N

23a

Priprava oxadiazolii z oximil

Pouzivanou metodou je metoda dle Baykovaetal. [48]. Jedna se
o cyklodehydrataci O-acylamidoximi (24a). V organickych syntézach je kombinace
KOH/DMSO (24b) casto pouzivana diky své dostupnosti, a proto byla pouzita i pro tuto
reakci. Byly vSak vyzkouSeny ijiné baze, naptiklad hydroxid sodny ¢i lithny
s podobnymi vysledky. Nizsi vytézky poskytovaly uhli¢itan cesny a draselny. Hydroxidy
alkalickych kovii jsou nejvyhodnéjSimi reagenty pro cyklodehydrataci pti mirnych
podminkach. Vétsina substituentd byla stabilni v tomto vysoce zasaditém prostiedi, avSak
obcas dochazelo k postrannim reakcim. Navzdory tomu vytéznost reakce byla velmi

dobré, pramérné 90 %.

o}
\H/ _ —
DMSO, lab.t | / R?
10 - 20 min
R N

24a 24b

Cyklodehydratace O-acylamidoximii

Metoda dle Giurga a Mtochovskiho popisuje oxidaci aldoximi s vyuzitim
alifatickych nitrilt jako rozpoustédel [49]. Roztok dusi¢nanu cefi¢ito-amonného (CAN)
v acetonitrilu (25b) byl po kapkach pfidavan do roztoku ¢i suspenze piislusného oximu

(25a) v acetonitrilu pfi teploté¢ 70—75 °C po dobu 30 minut. Reakce pak bézela dalsich
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10 minut. Pfi pfidavani roztoku dusi¢nanu vznikala bild srazenina, ktera vSak po reakci

zmizela. Vytézky této metody byly rizné, pohybovaly se od 24 % do 73 %.

Ar N
N—OH —
J CAN, RCN \f \
Ar——C — o
70-75 °C

N

25a 25b R

Priprava oxadiazolu s vyuzitim alifatickych nitrilu
Ptiprava  dle Otaky e al. vyuzivd  jako  katalyzator = hydroxid
tetrabutylamonnny (TBAH) [50]. K O-acylamidoximu v tetrahydrofuranu (THF) byl
pfidan vodny roztok TBAH a smés byla nasledné michdna po dobu 10 minut. Schéma

reakce je obdobné jako u ptedchozi metody.

Mezi dalsi metody piiprav z oximl patii metoda dle Kayukove [51], dle

Anbazhagana [52].

2.1.9 Priprava oxadiazoli z jinych heterocykli

vvvvvv

S 4

teploty a neni jej tedy nutné zahtivat. K roztoku pyrrolotriazepinonového derivatu (26a)
v dichlormethanu bylo pfidano dvojndsobné mnoZstvi triethylaminu. Do této reakéni
smési byl po  kapkdch  pfiddn  N-hydroxyarylkarboximidoylchlorid (26b)
v dichlormethanu. Smés byla michana pii laboratorni teploté (asi 24-48 hodin), dokud
vychozi latky nebyly spotiebovany, coz bylo monitorovano na TLC. Vytézky této metody
nebyly bohuzel vysoké, pohybovaly se okolo 15 %.

© O
/ N/\( Ar'CCINOH
N R
— /

Et;N, CH,Cl,
——N lab. tepl. , 2 dny

Y

Ar

26a 26b

Priprava oxadiazolu z heterocyklii cykloadici
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Podobny prabéh mé ptiprava dle De Sarra et al. [54].  Benzohydroximinoyl-
chlorid (27b) byl za  stdlého michani pfidin do roztoku  pfisluSného
1,5-benzothiazepinového derivatu (27a) v dichlormethanu. Do roztoku byl po kapkach
pfidan triethylamin. Reakce stejn¢ jako u piedchozi metody probihala za laboratorni
teploty zhruba 24 hodin. Po reakci bylo rozpoustédlo odpaieno za snizen¢ho tlaku. Ke
zbytku byl pfidan diethylether a zfiltrovan hydrochlorid triethylaminu. VSechny
slouceniny byly piekrystalizovany z ethanolu. Vytézky byly rtizné, pohybovaly se mezi

37 a 80 %.
S R?
N—OH
+ oph—— c// CH2C1 Et;N
AN Tab. 1,240
— Cl
N

R3
27a 27b
Ph

Priprava oxadiazolii z 1,5 benzothiazepinu
Dalsi metody maji velmi podobny prabéh [55-56].

Hemming et al. popsal ptipravu z 1-azetinu vyuZivajici tetrafluoroboritan sttibrny

jako fluorodesulfuriza¢ni ¢inidlo [57]. VytéZky se pohybovaly okolo 80 %.

Pro ptipravu oxadiazoll 1ze pouZit jeSt€ mnoho dalSich metod [58—68]. Dalsi
znich je mimo jiné také ptiprava dle Younga a DeVita zjodidu s vyuzitim palladia
jako katalyzatoru [69], popiipadé metoda dle Andersena et al., kterd vyuziva palladiem
katalyzované karbonyla¢ni parovani arylbromidii samidoximy ¢i hydrazidy za
pritomnosti oxidu uhelnatého [70]. Dal§i moZnosti ptiprav shrnuje ve své praci Kayukova
[71].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Chemicka ¢ast
Pti piipravé byly pouzity komeréné dostupné chemikalie:

e Pyrazin-2-karbonitril (Aldrich)

¢ 4-Methoxybenzoylchlorid (Aldrich)

¢ 2-Chlorbenzoylchlorid (Aldrich)

e 3-Chlorbenzoylchlorid (Aldrich)

¢ 4-Tolyl-chlorid (Aldrich)

¢ 4-Chlorbenzoylchlorid (Aldrich)

¢ Benzaldehyd (Aldrich)

¢ Hydroxylamin-hydrochlorid (Aldrich)
¢ 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd (Aldrich)
e 2-Fluorobenzaldehyd (Aldrich)

¢ Dusi¢nan stiibrny (Penta)

¢ Kyselina méselna (Chemapol)

¢ Kyselina propionova (Merck)

e 1,1'-Karbonyldiimidazol (Merck)

¢ 3-Nitrobenzoova kyselina (Merck)

e 2-Nitrobenzaldehyd (Loba-chemie)

¢ Bezvody pyridin 99,8 % (Aldrich)

¢ 2-Methoxybenzaldehyd (Fluka)

Dalsi latky byly v laboratofi k dispozici jako meziprodukty pfipravené dfive.

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) byla provadéna na TLC hlinikovych foliich
Silikagel 60 F254 (Merck Germany). Jako mobilni faze byla pouzivana smés
hexan + ethyl-acetat 60:40 (v/v).

Pro mikrovinné syntézy byl pouzit reaktor CEM Discover s fokusovanym polem
s pfipojenym autosamplerem Explorer 24 (CEM Corporation, Matthews, NC, UA)

vyuzivajici CEMs Synergy ™ software pro nastaveni a sledovani podminek reakci.

VétSina produktl byla ¢iSténa na flash chromatografu CombiFlash® Rf (Teledyne Isco

Inc., Lincoln, NE, USA) gradientovou eluci za pouziti hexanu (LachNer, Neratovice,
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Ceska republika) a ethyl-acetatu (Penta, Praha, Ceska republika) jako mobilni faze.
Jako stacionarni faze byl pouzit silikagel (0.040-0.063 nm, Merck, Darmstadt, Némecko)

Vzorky latek pro analyzu byly suSeny 24 hodin v exsikatoru nad oxidem fosfore¢cnym za

tlaku 1,33 kPa.

Teploty tani byly stanoveny na digitdlnim bodotavku Stuart SPM 20 a nebyly

korigovany.
Hodnoty logP a Clog byly vypocteny pomoci programu ChemDraw 16.0.

Elementarni analyzy byly provedeny na analyzatoru Vario Micro Cube Elemental

Analyzer (Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Némecko).

IC spektra byla méfena na spektrofotometru NICOLET 6700 metodou ATR-Ge.VInodty

jsou uvadény v em™.

'H-NMR a '3C-NMR spektra byla mé&fena na VNMR S500 spektrometru pracujici na
frekvenci 500 MHz pro 'H-NMR a 125 MHz pro '*C-NMR). Chemické posuny jsou
uvadény v o hodnotdich v ppm ajsou nepiimo vztazeny k tetramethylsilanu (TMS)
prostiednictvim signalu rozpoustédla (2,49 ppm pro 'H a 39,7 ppm pro *C v DMSO)

a interak¢ni konstanty J jsou uvadény v Hz.

3.1.1 Priprava alkylovanych pyrazin-2-karbonitrili

Obecny postup:

N CN

N CN
X X
AgNO:;,
+ CH3(CH2)2COOH
N/ (NHy),S,05 N/

Pyrazin-2-karbonitril (10,5 g, 0,1 mol) byl rozpustén v 300 ml vody zahtaté na

80 °C. K tomuto roztoku se pfidal dusi¢nan stiibrny (1,7 g, 0,01 mol) a kyselina maselna
(10,2 g, 0,1 mol). Potom se za michani ptikapal (asi béhem ptl hodiny) roztok
peroxodisiranu amonného v 70 ml vody. Teplota se b&hem piiddvani udrzovala
v rozmezi 75-80 °C. Pfi této teploté se smés michala celkem 1 hodinu. Zchladl4 reakéni
smés se zalkalizovala 10 % roztokem hydroxidu sodného na pH 9—-10 a kontinuéln¢ se
extrahovala etherem. Etherovy vytiepek se vysusSil bezvodym siranem sodnym a smés se
dvakrat precistila na flash chromatografii. Vysledny produkt byl ovéfen pomoci

tenkovrstvé chromatografie, a poté vyuzit pro praci dalSich studentd.
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Sumarni vzorec: CESHIN3
Molekulova hmotnost: 147,18
Vzhled: nazloutla kapalna latka
Vytézek reakce: 4,6 g (31 %)

3.1.2 Priprava 1,2,4-oxadiazoli z benzaldehydi

3.1.2.1 Syntéza S-fenyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu

0 H
NH, —
N OH N °
X \N/ \N/
. —x—
=
N

/

\

0 H
NH, N/
N OH
n \N - N\ \N _OH
+ —_—
=
N N/
1. Mikrovinna syntéza

K N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (0,56 g; 4 mmol) byl pfidan
benzaldehyd (0,42 g, 4 mmol). Reakce probihala v CEM mikrovinném reaktoru pii
teploté 150 °C a vykonu 300 W po dobu 6 minut. Surovy produkt byl pfekrystalizovan
za varu z bezvodého ethanolu. Elementarni analyza ¢istotu produktu nepotvrdila, proto
byla smés po reakci piipravena pro déleni na flash chromatografu. Dvé majoritni frakce
byly advakrat ptekrystalizovany za varu z bezvodého ethanolu. Jedna obsahovala

vychozi latku a druhé frakce Schiffovu bazi.

Sumarni vzorec: C12HsN4O (oxadiazol) Ci12H10N4O (Schiffova baze)
Molekulova hmotnost: 224, 22 (oxadiazol); 226,24 (Schiffova baze)
LogP: 2,13 (oxadiazol); 1,99 (Schiffova baze)
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ClogP: 1,52 (oxadiazol); 076 (Schiffova baze)

Vzhled: Zluta krystalicka latka

Vytézek reakce: 0,18 g (20 %)

Teplota tani: 139,5-141,5 °C (ptedpokladany oxadiazol 143—-145 °C ref. [72])

Elementarni analyza po krystalizaci (vypoctena pro Schiffovu bazi):

% C % H % N

Vypocteno 63,71 4,46 24,76

Nalezeno 63,76 4,40 24,67
2. Syntéza za laboratorni teploty

N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid (0,46 g; 3,3 mmol) byl rozpustén v 8 ml
ledové kyselin¢ octové a smichan s benzaldehydem (3ml). Smés byla michana pfi
laboratorni teploté 4 dny. Kyseliny byly poté zneutralizovany nasycenym vodnym
roztokem hydrogenuhlic¢itanu sodného a extrahovany ethyl-acetatem. Zbytek roztoku byl
pfes noc michan s hydrogenuhli¢itanem sodnym s cilem odstranit kyselinu benzoovou.
Nésledné byla provedena filtrace a chromatografie vyuzivajici jako mobilni fazi hexan

a ethyl-acetat. Produkt byl ptekrystalizovan za varu z bezvodého ethanolu.

Vzhled: vinovo-hnédé krystaly
Vytézek reakce: 0,31 g (41 %)
Teplota: 140,0-142,5 °C

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 63,71 4,46 24,76
Nalezeno 63,76 4,52 24,77

IC spektrum 3213 (OH), 2881 (CH aliph.), 1596, 1502 (C=N), 1172, 1130 (C=N
pyrazine), 1057, 1024 (C=C pyrazine), 950 (N-O)

"H NMR (DMSO) d 9,09 (1H; 6; J = 1,0 Hz; H3"); 8,77-8,75 (2H; m; H5"; H6'); 8,37
(1H; bs; OH); 7,54-7,50 (2H; m; H2""; H6""); 7,46-7,39 (3H; m; H3""; H4""; H5""); 6,61
(1H; 0; J=2.0 Hz; CH)

13C NMR (DMSO) 6 154,5; 146,1, 144,4; 143,2; 141,0; 139,8; 129,5; 128,7; 127,0; 93,8
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3.1.2.2 Dvoustupiiova syntéza 5-(2-methoxyfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu
NH,
X N OH
HO-NH, . HCI X \N/

’

Y

N =

N

N—
O
[Nj/KN/
g P
N

K pyrazin-2-karbonitrilu (0,5 g; 4,75 mmol) byl pfidan hydrochlorid

OCHj, OCHj

hydroxylaminu (0,33 g; 4,75 mmol) v kyseliné octové. Reakce probihala v CEM
mikrovinném reaktoru, pii teplot¢ 100 °C a vykonu 300 W po dobu 5 minut. Poté
pokracovala pfi teploté¢ 100 °C a vykonu 300 W po dobu 10 minut. Podle monitorovéani
reakce pomoci TLC s dfive pifipravenym meziproduktem (ref. [13]) doSlo ke vzniku
N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu. Po reakci smé&s zhnédla a ztuhla. Poté byl do
reakce pfidan 2-methoxybenzaldehyd (0,65 g; 4,77 mmol). Reakce bézela v CEM
mikrovinném reaktoru pfi teploté 150 °C a vykonu 300 W po dobu 3 minut. Poté se
vzhled smési nezménil. Po netispé$ném pokusu o krystalizaci z riznych rozpoustédel
(z acetonu, ethyl-acetatu a ethanolu) byla smés pfipravena na chromatografické déleni.
Majoritni frakce o hmotnosti (0,23 g) byla ptekrystalizovana za varu z bezvodého
ethanolu. Bylo ziskano 56 mg hnédych krystalil o teploté tani 140 °C (za rozkladu). NMR

nepotvrdilo pfitomnost produktu

Sumarni vzorec: C13H10N4O2 (oxadiazol), C13H12N4O: (Schiffova baze)
Molekulova hmotnost: 254,25
LogP: 2 (oxadiazol); 1,86 (Schiffova baze)
ClogP: 1 (oxadiazol); 0,68(Schiffova baze)
Vzhled: oranZovohnéda krystalicka latka
Vytézek reakce: surovy: 1,46 g (120 %)
piecistény 0,02 g (2 %)
Teplota tani: 135,6-136,2 °C
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Elementarni analyza pied krystalizaci

% C %H % N

Xé‘iﬁfﬁiﬂi’) 61,41 3,96 22,04
Vypoéteno

(Schiffova baze) 60,93 4,72 21,86

Nalezeno 57,94 3.86 28,59

3.1.2.3  Syntéza  5-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-(3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadia-
zol-5-yl)fenolu

OH
O H
NH, OCHj,
N N OH
AN N/
+ —X—
= N
N OCH,4 /0
OH —N
N
—
& / OH
N
O H
OCHj,
NH,
N N OH
A N/
+ > U
= N
N OCH,4 /OH
OH —N
N
C
N

K N'’-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (0,5 g; 3,62 mmol) byl pfidan
4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd (0,66 g, 4,34 mmol). Reakce probihala v CEM
mikrovlnném reaktoru pii teploté 160 °C, vykonu 300 W po dobu 30 minut. Reakce byla
sledovana pomoci TLC a vzhledem k tomu, Ze neprobéhla, byly pfidany 3 ml methanolu
jako rozpoustédlo. Dale reakce pokracovala pfi 150 °C celkem po dobu 30 minut
z diivodu problému s reaktorem. Po reakci zlstal hnédy roztok, z néhoz stanim vypadly
hnédé krystalky v mnozstvi 1,52 g, které byly nejlépe rozpustné v ethanolu (hlie

v acetonu a ethyl-acetatu). Latka byla nasledné ptekrystalizovana za varu z bezvodého
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ethanolu. A byly ziskany hnédocervené jemné krystalky o teploté tani 143,6—-145,1 °C.
Elementarni analyza (jeji vysledky nejsou prezentovany) nepotvrdila pozadovany
oxadiazol ani Schiffovu bazi. Latka byla znovu rozpusténa a pfipravena pro déleni flash
chromatografii. Dv¢ majoritni frakce byly znovu piekrystalizovany z bezvodého
ethanolu. Dle NMR méfeni se vSak jednalo o komplikovanou smés latek, produkt ziskan

nebyl.

Sumarni vzorec: C13H10N4O3 (oxadiazol), C13H12N4O3 (Schiffova baze)
Molekulova hmotnost: 270,25
LogP: 1,61 (oxadiazol); 1,47 (Schiffova baze)
ClogP: 0,92 (oxadiazol); -0,06 (Schiffova baze)
Vytézek reakce: surovy: 1,52 g (155 %)
po krystalizaci 0,42 (66 %)
po flash chromatografii:1.frakce 0,17 g
2.frakce 0,13 g

Teplota tani: 1.frakce: 153,1-155,2 °C svétle zluty prasek
2. frakce: 182,7-185,5 °C okrovy prasek

Elementarni analyza pied krystalizaci (vypoctena pro oxadiazol):

% C % H % N
Vypocteno 57,78 3,73 20,73
Nalezeno 52,16 4,35 27,82

Elementarni analyza pted krystalizaci (vypoctena pro Schiffovu bazi):

% C % H % N
Vypocteno 57,35 4,44 20,58
Nalezeno 56,56 4,26 21,04
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3.1.2.4 Syntéza 5-(2-nitrofenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu

NH,

N O NO,

N=— NO,
—X—> o)
/ "
{N\j/KN/
G
N
(0] H
NH,
N OH
[ j)\”/ 5/,\‘02 N=— NO2
+ —_— OH
N/ {N\j/gl\]/
>
N

K N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (0,5 g; 3,62 mmol) byl piidan
2-nitrobenzaldehyd (0,66 g, 4,36 mmol). Jako rozpoustédlo byl pouzit methanol (1 ml).
Reakce probihala v CEM mikrovinném reaktoru pfi teploté 150 °C, vykonu 300 W po
dobu 30 minut. Po reakci vypadly zlutobilé krystalky, které byly rozpustné
v ethyl-acetatu. Po odsani byla smés pfipravena pro déleni flash chromatografii. Latka
byla piekrystalizovana z bezvodého ethanolu. Elementarni analyza odpovidala spiSe

Schiffové bazi nez oxadiazolu, ale podle NMR spektra se jednalo o slozitou smés latek.

Sumarni vzorec: C12H7N503 (oxadiazol), C12H9NsO3 (Schiffova baze)
Molekulova hmotnost: 269,22
Log P: 0,46 (Schiffova baze)
ClogP: 1,27 (oxadiazol); 0,50 (Schiffova baze)
Vzhled: Zlutohnéd4 pevna latka
Vytézek reakce: surovy: 1,14 g (96 %)
precistény: 0,18 g (15 %)
Teplota tani: 102,8-103,4 °C
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Elementarni analyza pied krystalizaci:

7 C % H %N

VYPO.Cteno 53.54 2.62 2601
(oxadiazol)
Vypoéteno

(Schiffova baze) 53,14 3,34 25,82

Nalezeno 53,05 3,72 24,84

3.1.2.5 Syntéza 5-(2-fluorfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu

K N'’-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (0,5 g; 3,62 mmol) byl pfidan
2-fluorbenzaldehyd (0,54 g, 4,34 mmol). Jako rozpoustédlo byl pouzit methanol (3 ml).
Reakce probihala v CEM mikrovinném reaktoru pii teploté 150 °C, vykonu 300 W po
dobu 30 minut. Smés byla pfipravena pro déleni flash chromatografii. Majoritni frakce
byla ptekrystalizovana za varu z bezvodého ethanolu. NMR analyza ukazala, Ze se jedna

o komplikovanou sm¢s latek.

Sumarni vzorec: C12H7FN4O

Molekulova hmotnost: 242,21

LogP: 2,29

ClogP: 1,67

Vzhled: zluta krystalicka latka

Vytézek reakce: po chromatografii 0,30 g (128 %)
po krystalizaci: 0,11 g (13 %)

Teplota tani: 121,3-122,4 °C
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3.1.3 Priprava 1,2,4-oxadiazolt z organickych kyselin

3.1.3.1 Syntéza S-ethyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu

K 2,6 ml 0,5 M roztoku propionové kyseliny (1,45 mmol) v DMF bylo ptidano
1,45 ml 1,0 M roztoku CDI (1,45 mmol) v DMF. Smés byla michéna po dobu 30 minut,
poté bylo pifiddno 2,6 ml 0,55 M roztoku N'-hydroxypyrazin-2-karboximid-amidu
(0,200 g, 1,45 mmol) v DMF a smés byla michéana pfi teploté 25 °C po dobu 4 hodin.
Nasledné bylo pfidano 1,45 ml 1,0 M roztoku CDI (1,45mmol) v DMF a reakce byla
zahiivéana pii teploté 115 °C po dobu 6 hodin. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo
pfidano 18,4 ml ethyl-acetatu a 7,9 ml vody. Po 10 minutich michdni byly kapalné faze
oddéleny a organicka vrstva byla promyta 8 ml vody, 8 ml 1 M HCI, 8 ml nasyceného
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a 8 ml solanky. Organickd vrstva byla vysuSena
bezvodym siranem sodnym a odpafena. Produktem byla Zluta polotuha latka. NMR
spektrum obsahovalo signaly hlavné v oblasti nizkého pole, tzn. jednalo se o smés

obsahujici pfedevsim alifatické slouceniny.

Sumarni vzorec: CgHgN4O

Molekulova hmotnost: 176,18

LogP: 1,32

ClogP: 0,22

Vzhled: zluta polotuha latka

Vytézek reakce: surovy: 0,29 g (113 %)

Teplota tani: nebyla méfena, jednalo se totiZ o polotuhou latku
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3.1.3.2 Syntéza 5-(3-nitrofenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu

o Qo™

K 0,24g 0,5M roztoku 3-nitrobenzoové kyseliny (1,45 mmol) v DMF bylo ptidano
1,45 ml 1,0 M roztoku CDI (1,45 mmol) v DMF. Smés byla michana po dobu 30 minut,
pot¢ bylo pfidano 2,6 ml 0,55 M roztoku N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu
(0,200 g, 1,45 mmol) v DMF a smés byla michéana pfi teploté 25 °C po dobu 4 hodin.
Nasledné bylo piidédno 1,45 ml 1,0 M roztoku CDI (1,45 mmol) v DMF a reakce byla
zahiivéana pii teploté 115 °C po dobu 6 hodin. Po zchlazeni na laboratorni teplotu bylo
pridano 18,4 ml ethyl-acetatu a 7,9 ml vody. Po 10 minutach michéani byly kapalné faze
oddéleny a organicka vrstva byla promyta 8 ml vody, 8 ml 1 M HCI, 8 ml nasycené¢ho
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a 8 ml solanky. Organickd vrstva byla vysuSena
bezvodym siranem sodnym a po odpafeni byly ziskdny bézové krystaly, které byly

dvakrat ptekrystalizovany za varu z bezvodého ethanolu.

Sumarni vzorec: C12H7N503

Molekulova hmotnost: 269,22

Clog P: 1,27

Vzhled: béZova pevna latka

Vytézek reakce: surovy: 0,44 g (113 %)
precistény: 0,07 g (17 %)

Teplota tani: 180,4—181,0 °C

38



Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 53,54 2,62 26,01
Nalezeno 54,35 2,81 25,43

IC spektrum: 3069 (CH arom.), 1534 (C=N), 1164 (C=N pyrazin), 1152 (C-O), 1020
(C=C pyrazin), 901 (N-O)

'"H NMR (DMSO0) d 9,47 (1H; J; J = 1,5 Hz; H3); 9,14 (1H; t; J=2,2 Hz; H2"); 8,82 (1H;
0;J=2,4Hz;J=1,5Hz; HS); 8,79 (1H; J; J = 2,4 Hz; H6); 8,61 (1H; 6; J= 28,1 Hz; J =
1,2 Hz; H4"); 8,51 (1H; 6; J = 8,1 Hz; J =2,2 Hz; ] = 1,2 Hz; H6"); 7,82 (1H; o, J = 8,1
Hz; H5")

3C NMR (DMSO) 6 174,8; 167,4; 148,7; 146,8; 144.9; 144,5; 141,9; 133,7; 130,6;
127,5;125,2; 123,4

3.1.4 Priprava 1,2,4-oxadiazolt z acylchlorida

3.1.4.1 Syntéza 3-(pyrazin-2-yl)-5-(4-tolyl)-1,2,4-oxadiazolu

[0) Cl
NH,
o —_—
A N
+

_ NS

N
=
N

METODA A:

N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid (0,69 g; 5 mmol) byl rozpustén pod
argonovou atmosférou v 10 ml bezvodého pyridinu. Pak byl ptidan 4-tolylchlorid (0,77 g,
5 mmol) a smés byla zahtivdna pod zpétnym chladicem 4 hodiny. Po ochlazeni bylo
odpafeno rozpoustédlo, ke zbytku byla pfiddina voda (20 ml) apevny podil byl
prekrystalizovan za varu z bezvodého ethanolu. Vzhledem k tomu, Ze pomoci NMR byla
zjiSténa smés latek, byla reakce provedena za stejnych podminek s 3 ekvivalenty

chloridu.
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METODA B:

N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid (0,35 g; 2,5 mmol) byl rozpustén pod
argonovou atmosférou v 10 ml bezvodého pyridinu. Pak byl pfidan 4-tolylchlorid (1,14 g,
7,5 mmol) a smés byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em 4 hodiny. Po pfidani chloridu
zacal unikat kouf a vypadla bild srazenina, ktera se pii 113 °C rozpustila. Na zavér
vznikla Cernd lepiva latka. Po ochlazeni byla smés pfipravena pro déleni flash
chromatografii a nasledn¢ byla majoritni frakce piekrystalizovana za varu z bezvodého

ethanolu.

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 65,54 4,23 23,52
Nalezeno 65,68 4,18 23,40

METODA C:

N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid (0,34 g; 2,5 mmol) byl pod argonovou
atmosférou rozpusStén v Sml xylenu. Pak byl pfidan 4-tolylchlorid (1,14 g; 7,5 mmol)
a smés byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em po dobu 3 hodin. Surovy produkt mél po
reakci ¢ernou barvu. Po ochlazeni byla smés pfipravena pro déleni flash chromatografii.
Majoritni podil byl piekrystalizovan z cyklohexanu za varu. NMR analyza potvrdila, Ze
se jednd 4-methylbenzoovou kyselinu. Proto jsme se rozhodli vyzkouSet reakci bez

pfidani rozpoustédel.

METODA D:

K N'’-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (0,34 g; 2,5 mmol) byl pod argonovou
atmosférou ptidan 4-tolylchlorid (1,14 g; 7,5 mmol) a smés byla zahtivana pod zpétnym
chladi¢em po dobu 3 hodin. Surovy produkt mél po reakci ¢ernou barvu. Po ochlazeni
byla smés pfipravena pro déleni na flash chromatografii. Majoritni podil byl
prekrystalizovan z bezvodého ethanolu za varu. NMR a elementérni analyza potvrdily,
ze se jednd o Cistou hledanou latku. Vytézek byl vySsi nez u postupll s pfidanym
rozpou$tédlem, proto jsme doSli k zavéru, Ze reakce vychdzi nejlépe bez piidani

rozpoustédel.
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Elementarni analyza

% C % H %N
Vypocteno 65,54 4,23 23,52
Nalezeno 65,64 4,45 23,77
Sumarni vzorec: Ci13H10N4+O
Molekulova hmotnost: 238,25
LogP: 2,62
ClogP: 2,02
Metoda Vytézek Teplota tani Vzhled
A smeés 148,3 °C Bily prasek
B 0.24 ¢ (20 %) 136,7-137,2 °C Bilo-Zluty
prasek
C kyselina 150,4 °C Bily prasek
D 0.49 g (22 %) 136,7-137,9 °C Bilo-zluty

prasek

IC spektrum: (Metoda B): 3069 (CH alif.), 1612 (C=N), 1165 (C=N pyrazin), (C-O),
1048 (C=C pyrazin), 914 (N-O)

"H NMR (DMSO) 6 9,33 (1H; bs; H3"); 8,91-8,87 (2H; m; H5"; H6"); 8,12-8,07 (2H; m;
AA’; BB"; H2""; H6™"); 7,50-7,45 (2H; m; AA"; BB"; H3""; H5""); 2,43 (3H; s; CH3)

BCNMR (DMSO) 6 176,6; 167,1; 147,6; 145,7; 144,6; 144,4; 142,1; 130,7; 128,5; 120,8;

21,8

3.1.4.2 Syntéza 5-(2-chlorfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu

NH, o) cl
N— cl

N N OH

XX ~ cl 0

( j/kN . N\ \N/

= —_ =

N Z
N

K N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (0,34 g; 2,5 mmol) byl pod argonovou

atmosférou piidan 2-chlorbenzoylchlorid (1,31 g, 7,5 mmol) a smés byla zahtivana pod




zpétnym chladicem po dobu 3 hodin. Surovy produkt mél po reakci ¢ernou barvu. Po
ochlazeni byla smés pfipravena pro déleni flash chromatografii. Majoritni podil byl

ptekrystalizovan z bezvodého ethanolu za varu.

Sumarni vzorec: C12H7CIN4O

Molekulova hmotnost: 258,67

LogP: 2,69

ClogP:1,99

Vzhled: ¢erné tuha latka

Vytézek reakce: surovy: 0,540 g (84 %)
ptecistény: 0,24 (37 %)

Teplota tani: 92,6-94,5 °C.

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 55,72 2,73 21,66
Nalezeno 55,92 2,85 21,02

IC spektrum: 1596 (C=N), 1166 (C=N pyrazin), (C-O), 1041 (C=C pyrazin), 909 (N-O)

"H NMR (500 MHz; DMSO) § 9,33 (1H; s; H3); 8,92-8,87 (2H; m; H5; H6); 8,22-8,19
(1H; m; H6"); 7,78-7,74 (1H; m; H4"); 7,74-7,71 (1H; m; H3"); 7,65-7,60 (1H; m; H5")

3C NMR (125 MHz; DMSO) § 174,8; 166,6; 147,4; 145,5; 144,1; 141,6; 134,7; 132,7;
132,5; 131,6; 128,2; 122,5

3.1.4.3 Syntéza 5-(3-chlorfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu

Cl
o cl
NH,
N—/
N \ OH 0
X N N
[ + _— X \N/
=
N Cl P

N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid (0,34 g; 2,5 mmol) byl pod argonovou

atmosférou rozpustén v Sml bezvodého pyridinu. Pak byl pod argonovou atmosférou
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piidan 3-chlorbenzoylchlorid (1,31 g; 7,5 mmol) a smés byla zahfivana pod zpétnym
chladi¢em po dobu 3 hodin. Surovy produkt mél po reakci ¢ernou barvu. Po ochlazeni
byla smés pripravena pro dé€leni sloupcovou chromatografii. Majoritni podil byl

piekrystalizovan z bezvodého ethanolu za varu.

Chromatografické podminky:

stacionarni faze30 g silikagelu Silpearl
mobilni faze: hexan+ethyl-acetat 6:4 (v/v)
velikost frakce: 25 ml

Molekulova hmotnost:258,67

LogP: 2,69

ClogP: 2,23

Vzhled: zluta krystalicka latka

Vytézek reakce: 0,27 g (42 %)

Teplota tani: 111,9-112,7 °C

NMR analyzou bylo zjisténo, Ze se jedna o smés latek obsahujici 3-chlorbenzoovou

kyselinu.

3.1.4.4 Syntéza 5-(4-chlorfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu

0 cl
NH,
N\ \N/ o N—
+ - o 5
N/ [N\ \N/
Cl =
N

N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid (0,34 g; 2,5 mmol) byl rozpustén v Sml

Cl

xylenu. Pak byl pfidan 4-chlorbenzoylchlorid (1,41 g, 7,5 mmol) a smés byla zahiivana
pod zpétnym chladi¢em po dobu 3 hodin. Surovy produkt mél po reakci ¢ernou barvu. Po
ochlazeni byla smés pfipravena pro déleni flash chromatografii. Majoritni podil byl

piekrystalizovan z bezvodého ethanolu za varu.

Sumarni vzorec: C12H7CIN4O

Molekulova hmotnost: 258,67
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LogP: 2,69

ClogP: 2,24

Vzhled: bledé rizova krystalicka latka

Vytézek reakce: precistény: 0,10 g (15 %)

Teplota tani: 192,8-194,9 °C (pted krystalizaci 158,2-158,7 °C)

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 56,05 2,73 21,66
Nalezeno 56,28 2,70 21,57

IC spektrum: 3089 (CH alif), 1609 (C=N), 1176 (C=N pyrazin), (C-O),
1049 (C=C pyrazin), 909 (N-O)

'"H NMR (DMSO) 6 9,34 (1H; d; J=1,5 Hz; H3); 8,91-8,88 (2H; m; H5; H6); 8,25-8,21
(2H; m; AA"; BB"; H2"; H6"); 7,78-7,74 (2H; m; AA’; BB"; H3"; HS")

3C NMR (DMSO) 6 175,4; 167.,0; 147,4; 145,5; 144,1; 141,7; 138,7; 130,1; 130,0;
122,2

3.1.4.5 Syntéza 5-(4-methoxyfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu

OCHs

K N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (0,34 g; 2,5 mmol) bylo pod
argonovou atmosférou piidano 5 ml bezvodého pyridinu anésledné¢ byl piidan
4-methoxybenzoylchlorid (1,28 g; 7,5 mmol) a smés byla zahfivana pod zpétnym
chladi¢em po dobu 3 hodin. Po ochlazeni byla smés pfipravena pro déleni flash

chromatografii. Majoritni podil byl ptekrystalizovan z bezvodého ethanolu za varu.

Sumarni vzorec: C13H10N4O2

Molekulova hmotnost: 254,25
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LogP: 2

ClogP: 1,56

Vzhled: bila krystalicka latka

Vytézek reakce: precistény: 0,40 g (63 %)
Teplota tani: 153,3—155,1 °C

Elementarni analyza:

% C % H %N
Vypoéteno 61,41 3,96 22,04
Nalezeno 61,30 3,90 21,85

IC spektrum: 2947, 2846 (CH alif.), 1615 (C=N), 1167 (C=N pyrazin), (C-O),
1049 (C=C pyrazin), 896 (N-O)

'"H NMR (DMSO) 6 9,29 (1H; s; H3); 8,89-8,84 (2H; m; H5; H6); 8,16-8,08 (2H; m;
AA’; BB"; H2'; H6"); 7,21-7,14 (2H; m; AA’; BB"; H3"; H5"); 3,87 (3H; s; OCH3)

3C NMR (DMSO) § 176,1; 166,7; 163,5; 147,2; 145,3; 144,0; 141,9; 130,2; 115,5;
115,2; 55,8
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3.2 Biologicka cast

Testované slouceniny:

e 3.1.2.1 N-benzyliden-N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid
e 3.1.3.2 5-(3-nitrofenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol

e 3.1.4.1 3-(pyrazin-2-yl)-5-(4-tolyl)-1,2,4-oxadiazol

e 3.1.4.2 5-(2-chlorfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol

e 3.1.4.4 5-(4-chlorfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol

e 3.1.4.5 5-(4-methoxyfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol

3.2.1 Hodnoceni antifungalni aktivity

Stanoveni aktivity slouc¢enin vic¢i kmenim plisni a hub bylo provedeno na
Katedie biologickych a lékafskych véd Farmaceutické fakulty v Hradei Kréalové.

Jednotlivé kmeny hub jsou popsany nize:

Candida albicans (CA1) ATCC 24433, CCM 8320
Candida krusei (CK) ATCC 6258, CCM 8271

Candida parapsilosis (CP) ATCC 22019, CCM 8260
Candida tropicalis (CT) ATCC 750, CCM 8264
Aspergillus fumigatus (AF) ATCC 204305

Aspergillus flavus (AFla) CCM 8363

Absidia corymbifera (AC) CCM 8077

Trichophyton interdigitale (TT) ATCC 9533, CCM 8377

Testovani probihalo pomoci mikrodiluéni bujonové metody v destickach
(200 pl média + 10 ul suspenze inokula). Inkubace probihala staticky, bez pfistupu
svétla, v humidni atmosféte po dobu 2448 hodin. Hustota vysledné inokula¢ni suspenze
méla hodnotu 0,5-2x10° CFUxml!. Testované slou¢eniny byly rozpustény v DMSO
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) a dvojkovym fedénim nafedény v tkanovém
kultivacnim médiu RPMI 1640 s glutamanem a 2% glukosou, pH tohoto média bylo
upraveno na hodnotu 7,0 pomoci 3-(N-morfolinyl)propansulfonové kyseliny. Konec¢na
koncentrace DMSO v testovaném médiu nepiekrocila 2,5 % (v/v). Hodnoty jednotlivych
minimélnich inhibi¢nich koncentraci (MIC v umolxI"") byly vyhodnoceny po
24 a 48 hodinach statické kultivace pii teplote¢ 35°C. V ptipadé¢ Trichophyton
interdigitale byly hodnoty MIC odecitany az po 72 a 120 h. K porovnani byl jako

standard pouzit amfotericin B (Amf.B) a flukonazol. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych latek

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC (umolxI™")
(kod) 3121 | 3132 | 3.1.4.1 | 3.1.42 | 3.145
CA | 24h | >500 >125 >500 500 125 0,06 128
48h | >500 >125 >500 >500 125 0,25 128
CK | 24h | >500 >125 >500 >500 125 0,25 128
48h | >500 >125 >500 >500 125 1 128
CP | 24h | >500 >125 >500 >500 125 0,06 16
48h >500 >125 >500 >500 >125 0,5 16
CT | 24h | >500 >125 >500 >500 125 0,12 128
48h | >500 >125 >500 >500 >125 0,5 128
AF | 24h | >500 >125 >500 >500 >125 | 025 128
48h | >500 >125 >500 >500 >125 1 128
AFla | 24h | >500 >125 >500 500 >125 2 128
48h | >500 >125 >500 >500 >125 4 128
AC | 24h | >500 >125 >500 >500 >125 | 0,125 128
48h | >500 >125 >500 >500 >125 1 128
TI 72h | >500 >125 >500 500 >125 0,5 32
120h | >500 >125 >500 500 >125 1 32

3.2.2 Hodnoceni antibakterialni aktivity

Inhibi¢ni ucinek ptipravenych sloucenin na bakterie byl zkouSen na Katedfe
biologickych a lékaiskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Pouzité kmeny
zahrnovaly kmeny z Ceské sbirky mikroorganismii (Pfirodovédecké fakulta, Masarykova
univerzita, Brno): a klinické izolaty (Ustav klinické mikrobiologie, Fakultni nemocnice
a Lékarska fakulta, Univerzita Karlova, Hradec Kralové): Jednotlivé kmeny bakterii jsou

popsany nize:

Staphylococcus aureus spp.aureus (SA) ATCC 29213, CCM 4223
Staphylococcus aureus spp.aureus (MRSA) ATCC 43300, CCM 4750
Staphylococcus epidermidis (SE) klinicky izolat

Enterococcus faecalis (EF) ATCC 29212, CCM 4224

Escherichia coli (EC) ATCC 25922, CCM 3954

Klebsiella pneumoniae (KP) klinicky izolat

Serratia marcescens (SEMA) klinicky izolat

Pseudomonas aeruginosa (PA) ATCC 27853, CCM 3955

Vsechny kmeny byly kultivovany na Miiller-Hintonové agaru (MHA,
Difco/Becton Dickinson, Detroit, MI, USA) pfi teploté 35 °C a uchovavany ve stejném
médiu pii teploté 4 °C. Testované bakterie byly suspendovany v 0,85 % roztoku NaCl.
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Po upravé vznikla suspenze hustoty ekvivalentni 0,5 McFarlandovy stupnice
(1,5%10% CFUxml™"). Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko). Testovani probihalo mikrodiluéni bujénovou metodou
v destickach (200 ul média + 10 pl suspenze inokula). Antibakterialni aktivita sloucenin
byla nasledné stanovena v Miiller-Hintonové bujonu (Difco/Becton Dickinson, Detroit,

MI) pti pH 7,0.

Kontroly obsahovaly pouze médium a DMSO. Kone¢na koncentrace DMSO
v testovacim médiu nepiekrocila 2,5 % (v/v) a tim padem neovliviiovala pfirozeny rast
bakterii. Hodnoty MIC byly odecteny po 24 a 48 hodinach statické kultivace bez ptistupu
svétla a v humidni atmosféte pti teploté¢ 35 °C. Vyhodnoceni probihalo vizualng. Jako
referencni latka byl pouzit gentamicin (GEN.) a ciprofloxacin (CPX.). Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Minimdlni inhibi¢ni koncentrace testovanych latek

KMEN TESTOVANA LATKA (kéd) -MIC/ICos (umolx1")
(kod) 3.1.2.1 | 3.132 | 3141 | 3.142 | 3.145
SA | 24h | >500 >125 >500 >500 >125 1 0,5
48h | >500 >125 >500 >500 >125 1 0,5
MRSA| 24h | >500 >125 >500 >500 >125 X X
48h | >500 >125 >500 >500 >125 X X
SE | 24h | >500 >125 >500 >500 >125 X X
48h | >500 >125 >500 >500 >125 X X
EF | 24h | >500 >125 >500 >500 >125 4 0,25
48h | >500 >125 >500 >500 >125 8 0,25
EC | 24h | >500 >125 >500 >500 >125 1 0,004
48h | >500 >125 >500 >500 >125 1 0,004
KP | 24h | >500 >125 >500 >500 >125 X X
48h | >500 >125 >500 >500 >125 X X
SEMA | 24h | >500 >125 >500 >500 >125 X X
48h | >500 >125 >500 >500 >125 X X
PA | 72h | >500 >125 >500 >500 >125 0,25 | 0,125
120h |  >500 >125 >500 >500 >125 025 | 0,125

X...netestovano

3.2.3 Hodnoceni antituberkulotické aktivity

Antimykobakteridlni test byl proveden s rychle rostoucim Mycobacterium
smegmatis CCM 4622 (ATCC 607) z Ceské sbirky mikroorganizmii (Brno, Ceska
republika). Pro stanoveni aktivity byla pouZita mikrodilu¢ni bujonova destickova metoda.

Jako kultiva¢ni médium byl zvolen bujon Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich, Steinheim,
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Némecko) obohaceny 0,4 % glycerolem (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) a 10 %
rustovym suplementem Middlebrook OADC (Himedia, Mumbai, Indie).

Mykobakterialni kmeny byly kultivovan na agaru Middlebrook 7H9 a suspenze
byly pfipraveny v bujonu Middlebrook 7H9. Kone¢na hustota byla nastavena na hodnotu

0,5-1,0 McFarlandovy stupnice a nafedéna v poméru 1:20 bujénem.

Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko) anésledn¢ byl pfidan Middlebrook bujon pro ziskdni koncentrace
2000 pgxml™!. Standardy, které byly pouzity ke stanoveni aktivity, byly isoniazid (INH),
rifampicin (RIF) a ciprofloxacin (CPX) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko). Finalni
koncentrace byly 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,81 a 3,91 pgxml ™! a byly dosazeny
bindrnim fedénim a pfidanim mykobakteridlni suspenze. Finalni koncentrace standardu
ciprofloxacinu byly 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0313; 0,0156; 0,0078 a pro rifampicin
byly 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78; 0,39; 0,195 a 0,098 pgxml’. Findlni koncentrace
DMSO nepiekrocila 2,5 % (v/v) a neovliviiovala rast M. smegmatis. Test zahrnoval také

pozitivni (bujén, DMSO, bakterie) a negativni (bujon, DMSO) kontroly.

Desticky byly zakryty polyesterovou adhezivni folii a inkubovany ve tmé pfi
37°C. Po 48 hodinach byl ptidan 0,01 % roztok sodné soli resazurinu. Toto barvivo bylo
pfipraveno rozpusténim sodné soli resazurinu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
v deionizované vodé tak, aby byla dosaZena koncentrace roztoku 0,02 %. Potom byl
piipraven 10 % vodny roztok Tweenu 80 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko). Oba
roztoky byly smichany ve stejném objemovém poméru a zfiltrovany pfes membranovy
filtr. Mikrotitracni desticky byly inkubovany dal$i 2,5 hodiny pro ur¢eni inhibicni aktivity
vuci M. smegmatis (MS), pro M. aurum (MA) 4 hodiny.

Antimykobakteridlni aktivita byla vyjadfena jako minimalni inhibicni
koncentrace (MIC) a hodnoty byly odecteny na zéklad€ barevné zmény barviva (modra
barva - aktivni sloucenina; rizova barva - neaktivni slou¢enina). Hodnoty MIC standarda
byly vrozmezi 7,81-15,625 ugxml! pro izoniazid (INH), 12,5-25 pgxml! pro
rifampicin (RIF) a 0.0625-0.125 ugxml™! pro ciprofloxacin (CPX). VSechna stanoveni
byla provedena dvakrat. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3: Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych latek

TESTOVANA LATKA (kod) —-MIC (ugxml™)

KMEN |3.1.2.1|3.1.3.2|3.1.4.1|3.1.4.2|3.14.5
MS | =500 | >250 | =500 | 62,5 | >250 |15,625 25 0,03125-0,125
MA | =500 | >250 | =500 | 125 | >250 | 3,91 |0.78-1,56 0,00781
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4. Diskuze

Moje diplomova prace navazala na diplomové prace Katirtzi [13] a Dzamové [6]
které se zabyvaly syntézou 5-methyl-3-pyrazin-2-yl-1,2,4-oxadiazolt. Jejich syntéza
probihala reakci substituovanych pyrazin-2-karboximidamidi s anhydridy. V rdmci své
diplomové prace jsem se zaméfila na syntézu 1,2,4-oxadiazolli amidoximovou cestu
s jinymi kyslikatymi derivaty. Jako vychozi latka byl pouzit komeréné dostupny
pyrazin-2-karbonitril, ktery jsem diive pfipravila jako meziprodukt. Byl pfipraven podle
Opletalové et al. radikalovou alkylaci pyrazinkarbonitrilu [73]. Vytézek reakce zhruba
odpovidal dfive provedenym syntézdm tohoto derivatu. Dale byl pouzit

(£)-N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid pfipraveny v laboratofi.

Alkylovany pyrazin-2-karbonitril byl syntetizovan jako meziprodukt pro potieby
syntéz jinych studentli v laboratofi. Byl ziskan radikalovou alkylaci ve vytézku a byl

charakterizovan pomoci TLC s dfive pfipravenou latkou [13].

Prvni syntetizovanou slouceninou m¢l byt 5-fenyl-3-(pyra-
zin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol. Mikrovlnnd syntéza za pouziti aromatickych aldehydi je
popséna v literatute bud’ z aromatickych nitrilli dvoustupiiovou syntézou pres amidoxim
[17] anebo jednostupniovou syntézou piimo zamidoximu [37]. V piipad¢ syntézy
v podkapitole 3.1.2.3 jsme dokonce pracovaly s totoznymi vychozimi latkami. ZkouSely
jsme reakce jedno- i dvoustupiiové (3.1.2), avSak v Zadném piipadé¢ jsme neziskaly
pozadovany 1,2,4-oxadiazol. Pfi¢inou mohlo byt jiné nastavenim mikrovinného reaktoru.
Na§ pfistroj umoznoval maximalni nastaveni vykonu na 300 W, ale piesto se jedna
o vykonny stroj s fokusovanym polem, coz nebyl ptipad reaktorti pouZzitych v referencich.
Jelikoz byl vykon polovi¢ni, nez uvadély reference, prodlouzili jsme reakéni Cas. Dalsi
pfi¢inou mohlo byt sterické branéni substituentli v orfo- polohach substituovanych
benzaldehydl, avSak to nepfipadalo v uvahu u benzaldehydu a vanilinu (3.1.2.3).
Zajimavé je, Ze pii reakci pyrazin-2-karbonitrilu s benzaldehydem v mikrovinném
reaktoru jsme obdrZely latku charakteru Schiffovy baze ve vytézku 20 %. Tuto reakci
jsme zopakovaly klasickou syntézou v baiice za laboratorni teploty podle Srivastavy [38],
ktery z uvedenych latek ziskal 1,2,4-oxadiazol, avSak v naSem ptipad¢ byla vyizolovana
opét Schiffova baze v reakénim vytézku 41 %. V obou ptipadech byl produkt CiStén

chromatograficky s ndslednou rekrystalizaci.

Obdobny postup je uveden v praci Lessela [58] jenz takto syntetizoval
substituované 4,5-dihydro-1,2,4-oxadiazoly. Vznik Schiffovy baze mize byt vysvétlen
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jednim z reak¢nich mechanismii popsanych v uvedenych referencich [38]. Na zakladé
NMR experimentti bylo zjisténo, ze se jedna o (Z)-N-((E)-benzyliden)-N'-hydroxypyra-
zin-2-karboximidamid. V pfipadé reakci s jinymi aldehydy byly stopy Schiffovy baze
pritomné v reakénich smésich, ale uz se nam nepodafilo pfipravit a izolovat Cistou

Schiffovu bazi.

Z divodu dobré dostupnosti kyselin na katedie jsme se rozhodly vyuzit pro
syntézu alifatickou a aromatickou kyselinu aktivovanou CDI (3.1.3) postupem popsanym
v ¢lanku Deegana [18]. V piipad¢ reakce pyrazin-2-karboximidamidu s propionovou
kyselinou byla ziskdna polotuhd latka, v jejimz NMR spektru byly velmi slabé signaly
pyrazinovych vodikl, proto jsme se CiStenim smési dale nezabyvaly. Reakci
pyrazin-2-karboximidamidu s 3-nitrobenzoovou kyselinou byl ziskén produkt ve vytézku

34 %.

Vyse uvedend fakta nas donutila sahnout po reaktivnéjSich acylujicich ¢inidlech
ato po acylchloridech. V pfipadé reakce pyrazin-2-karboximidamidu s tolylchloridem
podle Pancechowské-Ksepko [27] v bezvodém pyridinu pod argonovou atmosférou byla
ovsem ziskdna 4-methylbenzoové kyselina. Pii zvySeni mnozstvi vychoziho chloridu na
3 molarni ekvivalenty jsme ziskaly produkt. Povedlo se to také v piipadé syntézy pod
ochrannou atmosférou bez rozpoustédla s podobnym reakénim vytézkem okolo 20 %.

Reakce v xylenu poskytla také jenom kyselinu.

Podle tuspéchi téchto ctyf metod, byly priabézné provadény reakce s dalSimi
chloridy ato v bezvodém pyridinu (aplikace metody B) s 3-chlorbenzoylchloridem
a 4-methoxybenzoylchloridem, v xylenu [40] s 4-chlobenzoylchloridem a bez
rozpoustédla s 2-chlorbenzoylchloridem. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4. Podminky
jednotlivych metod jsou popsany v kapitole 3.1.4.1.
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Tabulka 4: Porovnani vysledka

Chlorid Metoda Vytézek
3.14.1 A Smés latek
3.1.4.1 B 20 %
3.1.4.1 C Kyselina
3.14.1 D 22%
3.14.2 D 84 %
3.143 B 42 %
3.14.4 C 15%
3.1.45 B 13%

Struktury byly potvrzeny IC, 'H a '3C NMR spektry a &istota potvrzena
elementarni analyzou. VSechny ziskané produkty byly testovany na katedfe Biologickych
a lékaiskych véd na biologickou aktivitu, konkrétné aktivitu antibakterialni
a antimykotickou. Na Katedfe farmaceutick¢é chemie a farmaceutické analyzy bylo
provedeno testovani inhibice Mycobacterium smegmatis a M. aurum. Jeden derivat byl
sttedné ucinny vaci kmenim plisni a hub. Jednalo se o 5-(4-methoxyfenyl)-3-(pyra-
zin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol ajeden derivat byl stfedné¢ ucinny vaci Mycobacterium
smegmatis a M. aurum. Timto derivatem byl (2-chlorfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxa-

diazol.

Vysledky biologické aktivity jednoho derivatu nebyly pii odevzdani diplomové
prace k dispozici. Jednalo se o 5-(4-chlorfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol.
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5. Zavér

Ve své diplomové praci jsem ptipravila Sest novych oxadiazolovych derivati, tyto

derivaty nebyly dosud nikde v literatufe popsany:

e 3.1.2.1 N-benzyliden-N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid
e 3.1.3.2 5-(3-nitrofenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol

e 3.1.4.1 3-(pyrazin-2-yl)-5-(4-tolyl)-1,2,4-oxadiazol

e 3.1.4.2 5-(2-chlorfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol

e 3.1.4.4 5-(4-chlorfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol

e 3.1.4.5 5-(4-methoxyfenyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol

Vyzkousela jsem nejriznéjsi zpusoby piiprav a rizné podminky reakci. Nékteré
reakce probihajici se substituovanymi fenylkarboimidamidy nejsou aplikovatelné na
pyrazinové derivaty. Nejvice produktl bylo ziskdno reakei amidoximi s acylchloridy.

Nejvhodné;jsi prostiedi pro reakce bylo prostiedi argonové atmosféry bez rozpoustédla.

VSechny vysledné latky byly testovany jako potencialni antifungalni
a antibakteridlni slouceniny. Jedna latka vykazovala antifungalni aktivitu a jedna
antituberkulotickou aktivitu. Latky budou jesté dale testovany na M. tuberculosis,

M. kansasii a M. avium.

Vysledky této prace byly soucasti vysledkli prezentovanych na konferenci [74]
a pracovnim setkani skupiny Mutalig COST Action [75].
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