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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Nazov diplomovej prace: Oxadiazoly ako potencialne lieciva lIl.
Student: Michaela Lukagova
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V teoretickej Casti tejto prace je zhrnuta biologicka aktivita 1,2,4-oxadiazolov,
zamerana primarne na ich antimykobakterialne, antibakterialne a antifungalne
pésobenie. 1,2,4-Oxadiazoly su latky s mnohymi biologickymi uc€inkami, preto je
spomenuta aj ich antioxida¢na, protizapalova, analgeticka a cytostaticka aktivita.

Z teoretickej Casti vyplyva, Ze 1,2,4-oxadiazoly su latky, ktoré maju velky
potencial pre vyuZitie v lieCbe nielen tuberkulézy, ale aj mnohych inych ochoreni.
Experimentalna Cast je teda zamerana na syntézu 5-substituovanych 3-pyrazinyl-
1,2,4-oxadiazolov a nasledné vyhodnotenie ich antibakterialnej, antifungalnej a najma
antimykobakterialnej aktivity. V tejto Casti su tiez uvedené postupy pouZzité pre syntézu
tychto latok. Celkovo bolo nasyntetizovanych devat latok, ztoho Sest derivatov
pripravenych reakciou N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu s réznymi anhydridmi
karboxylovych kyselin, tri derivaty pripravené reakciou N*-hydroxypyrazin-
2-karboximidamidu s karboxylovymi  kyselinami. Reakciami  N-hydroxypyrazin-
2-karbamoylchloridu s nitrilmi, ani reakciou nitrilu s aldehydom prebiehajucou
v mikrovinnom reaktore sa nepodarilo pripravit prislusné 1,2,4-oxadiazoly. Okrem
syntézy oxadiazolovych derivatov boli realizované aj reakcie za ucelom ziskania

methanon-oximov. Tieto reakcie neviedli k vzniku o€akavanych produktov.

Sest z pripravenych latok nebolo doposial popisanych v literatire. Tri derivaty
boli charakterizované. Vetky latky boli charakterizované teplotou topenia, IC a NMR
spektrami. Cistota bola u tuhych latok overena elementarnou analyzou a u kvapalnych
latok pomocou HPLC.

Latky boli testované in vitro na antimykobakterialnu, antibakterialnu
a antifungalnu aktivitu. Tri latky mali stredne dobru inhibiéna aktivitu na vybrané kmene
mykobaktérii, z nich jedna latka mala zaroven stredne dobru antifungalnu aktivitu.
Ziadna z testovanych zlG&enin nemala vyznamnu aktivitu vodi ostatnym bakterialnym

kmenom, latky pésobili selektivne na mykobakterie.
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Theoretical part of this diploma thesis summarises biological activity of
1,2,4-oxadiazoles, while focusing primarily on their antimycobacterial, antibacterial and
antifungal effects. 1,2,4-Oxadiazoles are compounds with versatile biological
applications, therefore their antioxidant, antiinflammatory, analgesic and cytostatic
activity is also mentioned.

Based on the facts in the theoretical part, it is perceptible, that 1,2,4-oxadiazoles
are substances with great therapeutical potential not only for the treatment
of tuberculosis, but also many other diseases. Thus, the experimental part of this work
is focused on the synthesis of 5-substituted 3-pyrazinyl-1,2,4-oxadiazoles followed
by evaluation of their antibacterial, antifungal and most importantly antimycobacterial
activity. Synthesic procedure for each compound is also included. Nine compounds were
successfully synthesized, six of them were prepared by reaction of N-hydroxypyrazine-
2-carboximidamide with different carboxylic acid anhydrides and three of them
by reaction of N'-hydroxypyrazine-2-carboximidamide with different carboxylic acids.
Reactions using N*-hydroxypyrazine-2-carbimidoylchloride and nitriles as reactants and
reaction using nitrile and aldehyde performed under microwave irradiation did not lead
to expected 1,2,4-oxadiazoles. Another set of reactions was performed under microwave
irradiation with the aim to obtain methanone-oximes. Neither of these reactions lead to
expected products.

Six of the synthesized compounds have not been reported in literature yet and
are therefore considered to be novel. The other three compounds have already been
described. All the prepared compounds have been characterized by their melting points,
IR and NMR spectra. The purity of solid compounds has been verified with elemental
analysis and the purity of liquid ones with HPLC.

All the prepared compounds were tested for their in vitro antimycobacterial,
antibacterial and antifungal activity. Three compounds exhibited moderate
antimycobacterial activity against certain mycobacterial strains. One of these
compounds exhibited also moderate antifungal activity. None of the tested compounds
exhibited relevant activity against other bacterial strains, compounds were active
selectively against mycobacteria.



Obsah

1 UVOd @ CIEE PIACE ...t sae s s ss s e s sas s e s b ae s s e s e snis 8
2  Teoretickd €ast ........cccoviiiiiimmmmii i ——————— 9
2.1 Antimikrobna aktivita.....................cccovviiiiiiiiiiiii 9
2.1.1 Antimykobakterialna aktivita..............ccccciiiii 9
2.1.2  Antibakteridlna aktivita ..o 15
2.1.3  Antifungalna aktivita ..., 21

2.2 Iné ucinky 1,2,4-0xadiazoloy ..................ccccccceeiiiiiiiiiiiiiiiie e 23
2.21 ANLIOXIAACNE UCINKY ...ttt 23
222 Protizapaloveé UCINKY .....ccooieiieeeee e 25
2.2.3  Cytostatick@ UCINKY .........uuuuuuiiiiiiiii e 26

3 Experimentalna €ast ... e 28
3.1 CRemiCKA CaSE ..............ooooiiiiiiiiiiiiie e 28
3.1.1 Syntéza MedziprodUuKIOV ..........cooiiiiiiiicei e 30

3.1.2 Syntéza 1,2,4-oxadiazolov z karboximidamidu a anhydridov

KarboXylovyCh KYSEIIN ....u e 31
3.1.3  Syntéza 1,2,4-oxadiazolov z karboximidamidu a karboxylovych kyselin.38
314 Syntéza 1,2,4-oxadiazolov z karbimidoylchloridu a karbonitrilov ............ 42
3.1.5 Syntéza 1,2,4-oxadiazolov z karbonitrilu a aldehydov ............................ 44

3.1.6  Syntéza methanon-oximov z karbimidoylchloridu a nasytenych

REtErOCYKIOV ... ..o 45

3.2 BiologiCcKa Castl .............ccoooi i i 47
3.2.1 Vyhodnotenie antimykobakterialnej aktivity ..............cccccuviiiiiiiiiiiiiiiiiinnne 47
3.2.2  Vyhodnotenie antibakterialnej aktivity...............cccccvimiiiiiiiiiiiiiiiiis 51
3.2.3  Vyhodnotenie antifungalnej aktivity ..............ccccooviiimiiiiiiiiiiiis 53

4 DiSKUSIA ..ccoiiiiiiiiirirrrrrrrr 55
B ZAVEK e 63



ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

MDR-TB = multirezistentna tuberkuldéza
XDR-TB = extenzivne rezistentna tuberkuléza
SAR = vztah medzi Struktirou a aktivitou

3D-QSAR = trojdimenzionalne kvantitativne vyhodnotenie vztahu medzi Strukturou a

aktivitou

ETH = ethionamid

EthA = Baeyerova-Villigerova monooxygenaza

EthR = transkripény represor potlacajuci expresiu EthA
MRSA = meticilin-rezistentny Staphylococcus aureus
VRSA = vankomycin-rezistentny Staphylococcus aureus
VRE = vankomycin-rezistentny Enterococcus faecium
ESBL = Sirokospektré betalaktamazy

MIC = minimalna inhibi¢na koncentracia

Nrf2 = nuclear factor erythroid 2 p45-related factor 2
ARE = antioxidant response element

ALT = alanin-aminotransferaza

AST = aspartat-aminotransferaza

NSAID = nesteroidné protizapalové lieCiva

HDAC = histon deacetylaza

SAHA = vorinostat

CDI = 1,1'-karbonyldiimidazol

DMF = dimethylformamid

DMSO = dimethylsulfoxid

CDCls = deuterovany chloroform

TEA = triethylamin



1 UVOD A CIEL PRACE

Tuberkuléza, ochorenie spdsobené mykobaktériou Mycobacterium tuberculosis,
je jednym z desiatich najCastejSich pri€in umrti vo svete. Podla Svetovej zdravotnickej
organizacie (WHO) sa vroku 2017 toto ochorenie objavilo az u 10 miliénov ludi
a smrtefnym sa stalo pre 1,3 milion fudi celosvetovo. Najva¢Sou zatazou je hlavne pre
rozvojové krajiny Afriky a Azie, v ktorych sa z uvedeného po&tu vyskytuje az 87 %
pripadov. [1] V Ceskej republike bolo za rok 2017 hlasenych 505 pripadov nakazenych
obyvatelov a 25 umrti. [2] Na Slovensku bolo za rok 2017 evidovanych 249 pripadov,
ztoho najviac pripadov bolo zaznamenanych na vychodnom Slovensku. [3]

Z dlhodobého hladiska mé ale tuberkuléza v Cesku aj na Slovensku klesajici trend.

Co ale ostava problémom unas, a na celom svete, je vyskyt
tzv. multirezistentnych kmenov M. tuberculosis, ktoré su rezistentné na lieCbu
v suc€asnosti najucinnejSimi antituberkulotikami 1. linie — rifampicinom a isoniazidom,
a vyskyt tzv. extenzivne rezistentnych kmenov, ktoré vykazuju rezistenciu aj aspon
na jedno fluorchinolénové antibiotikum a niektoré injek&ne podavané antituberkulotikum
2. linie (amikacin, kanamycin...). [1] Rastlca rezistencia mykobaktérii je dévodom pre
hladanie novych, uc€innych lieciv, ¢im sa zaobera aj Katedra farmaceutickej chémie

a farmaceutickej analyzy a je témou aj tejto diplomovej prace.

Tato diplomova praca je zamerand na syntézu rbézne substituovanych
1,2,4-oxadiazolov a zmienuje aj syntézu methanon-oximov. Tym navazuje na diplomové

prace inych Studentov [4, 5, 6, 7].

1,2,4-Oxadiazoly su heterocyklické zlu€eniny, ktoré maju Siroké spektrum
biologickych u€inkov. To zahfha 0cCinky antibakterialne, antimykobakteridlne,
antifungalne, antiprotozoalne, antiastmaticke, protinadorove, antioxidaéné, analgeticke,

protizapalové. Mnohé z tychto ucinkov bliZzSie popisala Dzamova [7].

Tato diplomova praca popisuje biologicku aktivitu 1,2,4-oxadiazolov, sumarizuje
poznatky najma z obdobia 2015-2019, starSie prace su spomenuté v nadvaznosti
na pokracujuci vyskum. Zameriava sa hlavne na ich antimikrébne pésobenie, teda
antimykobakterialnu, antibakteridlnu a antifungalnu aktivitu, no spomenuté su aj iné

vyznamné ucinky tychto latok.

Cielom tejto prace je zhodnotenie biologickej aktivity latok s 1,2,4-oxadiazolovym
kruhom asyntéza 5-substituovanych 3-pyrazinyl-1,2,4-oxadiazolov s naslednym
vyhodnotenim ich antibakterialnej a antifungalnej aktivity in vitro vo€i mykobaktériam

a Sirokému spektru dalSich bakterialnych a fungalnych kmeriov.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Antimikrobna aktivita

2.1.1 Antimykobakterialna aktivita

Tuberkuléza je zavazné ochorenie, ktorého liecba byva naroéna a zdihava.
V suCasnosti existuju v terapii tuberkuldzy dve linie lieCiv. Do 1. linie patri isoniazid,
rifampicin, pyrazinamid a etambutol. Na zabranenie vzniku rezistencie sa zvy€ajne

uzivaju v kombinécii, prisom $tandardna dizka lieby je 6 mesiacov. [8]

Medzi lie€iva 2. linie patria ethionamid, fluorochinolonové a aminoglykozidové
antibiotika. [8] Tieto lieCiva su vyuZivané v terapii menej Casto alen u pacientov,
u ktorych sa rozvinula multirezistencia (MDR-TB) alebo extenzivna rezistencia
(XDR-TB), nakolko su tieto latky menej uc€inné ako lieCiva 1. linie a maju toxickejSie
neziadlce udinky pre organizmus. Nevyhodou je aj dizka lie¢by, ktora sa prediZuje
na 2 az 4 roky. Spolu s mnozstvom neziaducich uc€inkov, ktoré sprevadzaju lieCbu, to ma
negativny dopad na compliance pacienta. [9, 10, 11, 12] Rozvoj rezistencie
na existujuce lieCiva vedie k mnohym komplikaciam v terapii tuberkulézy, ato je

dévodom hladania novych, ucinnejSich antituberkulotik.

Ako jedna z vhodnych stratégii sa javi vyuzitie tzv. booster drugs. Jedna sa
o latky, ktoré sami o0 sebe antimykobakterialnu aktivitu nevykazuju, no vyrazne zvysuju

efekt ethionamidu a minimalizuju jeho toxicitu.

Ethionamid (ETH) je v su€asnosti povazovany za zakladné lieCivo 2. linie
antituberkulotik, ktoré sa vyuziva v lieCbe MDR-TB. Je u¢inné na viac ako 80 %
multirezistentnych kmenov M. tuberculosis. Jeho hlavnou nevyhodou je pomerne nizky
terapeuticky index, nakolko davky potrebné pre inhibiciu rastu M. tuberculosis vedu
k zavaznym vedlajSim u€inkom ako su gastrointestinalne tazkosti, hepatitida a mentélne
poruchy. Tieto neZiaduce uginky byvaju priinou non-compliance pacienta, &¢im sa lieCba

ochorenia komplikuje. [9, 10]

ETH je prolie€ivo, ktoré sa aktivuje metabolizaciou mykobaktériami. Klu¢ovu
ulohu zohrdva mykobakterialny enzym Baeyerova-Villigerova monooxygenaza
oznaCovana ako EthA. Metabolizacia ETH tymto enzymom vedie k vzniku aduktu
s nikotinamidadenindinukleotidom (NAD), ktory inhibuje NADH-dependentnu reduktazu.
Ta je nevyhnutna k biosyntéze mykolovych kyselin, ktoré tvoria zaklad bunkovej steny
mykobaktérii. Touto metabolickou cestou vedie ETH k zastaveniu syntézy mykolovych
kyselin, a tym k naruSeniu integrity mykobakterialnej bunkovej steny. Transkripcia EthA

je potlacana transkripénym represorom EthR. [9, 10,12]
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Inhibicia EthR represoru by mala viest k zvySenej expresii enzymu EthA, &im by
sa zvysSila citlivost M. tuberculosis voli ETH. Na zaklade tejto hypotézy Flipo a kol. [9]
syntetizovali sériu potencialnych EthR inhibitorov so Strukturou 2-thienyl-
1,2,4-oxadiazolu. Z pévodnych 131 zlu€enin bol po optimalizacii vyber ziuzeny na dve
hlavné latky oznacené ako BDM31343 a BDM31381 (Obr. 1 a Obr. 2). Aktivita obidvoch
latok bola otestovana na mysiach infikovanych M. tuberculosis, ktorym sa podaval ETH
v kombinacii s nasyntetizovanymi inhibitormi EthR. Po porovnani vysledkov lieCby
s podavanim samotného ETH a s inhibitormi EthR bolo preukazané, ze tieto latky
zvysuju efekt ETH. Podavanie BDM31343 trojnasobne zvySuje ucinok ETH. [8]

N~ N—-
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Obr. 1 BDM31343 Obr. 2 BDM31381

Latka BDM31381 vykazovala in vitro silnejSi u€inok na aktivaciu ETH, no jej
biologicka dostupnost bola nizka. Z tohto hladiska sa javilo ako vyhodnejSie pouZzitie
latky BDM31343 kvdli jej lepSiemu farmakokinetickému profilu, a to aj napriek jej nizSej
aktivite in vitro. Preto bola tato latka pouZzitda ako tzv. vodcovska Struktura, ktorej

modifikaciou bolo pripravenych 81 derivatov. [9]

Na tuto Studiu navazuje dalSia, opat vedena Flipom a kol. [10], ktorej cielom bola
optimalizacia farmakokinetického profilu objavenej latky BDM31343. Tento proces viedol
k identifikacii novej molekuly oznaenej ako BDM41906 (Obr. 3), s lepSou biologickou

dostupnostou po peroralnom podani.

CF3

s \-O
Obr. 3 BDM41906

Pri hladani tejto molekuly boli realizované modifikacie 1,2,4-oxadiazolového
kruhu aj 2-thienylového kruhu latky BDM31343. Zamena 1,2,4-oxadiazolového cyklu
za iny heterocyklus neviedla k objaveniu ucinnejSich latok. Prave naopak, zamena za
1,3-thiazol, pyrazol, 1,3,4-oxadiazol, isoxazol a pyrazolon viedla k latkam s vyrazne

nizSou alebo minimalnou aktivitou. Jedine zamenou za 1,3-thiazol vznikla latka, ktora si
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zachovala urcitu aktivitu, no v porovnani s 1,2,4-oxadiazolovym kruhom mala 8-krat nizSi
ucinok. 1,2,4-Oxadiazolové jadro je teda nevyhnutné pre vytvorenie vazby

s transkripénym represorom EthR. [10]

Tato skupina autorov sa venovala vyskumu tejto latky aj v nasledujucich rokoch.
Vyznam zlu€eniny dokazuje pokracujuci preklinicky vyskum [11], v ktorom sa autori
zaoberali vyuZitim kombinacie ETH s ,booster* molekulou BDM41906 vo forme
biodegradabilnych polymérnych nanocastic aplikovanych do pluc. Tato kombinacia bola
testovana na mysiach infikovanych M. tuberculosis. Vyhodou tejto aplikacie je lokalne
pdsobenie v plucach, ktoré vo vacsine pripadov byvaju hlavhym miestom infekcie.
Samotny oralne podavany ETH byva pomerne zle znaSany, hlavne z dévodu
gastrointestinalnych tazkosti. Cielena distribucia ETH v kombinacii s BDM41906
umoznuje minimalizaciu systémovych neZiaducich ucinkov, zniZenie davky a tiez
frekvencie davkovania ETH a zvySenie biologickej dostupnosti lie€iva v pfucach. Uz
dvojtyzdriova lieCba touto kombinaciou viedla k 1000-nasobnému poklesu v pocte
pritomnych mykobaktérii oproti nelieCenym mysSiam. Ako uz bolo spominané, naproti
tomu suéasna lie¢ba tuberkulézy trva minimalne 6 mesiacov, v pripade MDR-TB aj roky.

Do buducnosti ma tato lieCba vyznamny potencial.

Potencial tychto inhibitorov potvrdzuju aj dalSie navazujuce Studie [13], ktorych
cielom bolo najdenie novych inhibitorov EthR odvodenych od 1,2,4-oxadiazolu.
Zamenou oxadiazolu a piperidinu v molekule BDM41906 za spiroisoxazolin (Obr. 4
a Obr. 5) vznikla zlu€enina, ktora Uplne stratila schopnost viazat’ sa na EthR, no napriek

tomu vyrazne potencovala antimykobakterialnu aktivitu ETH.

CF4
0
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& \-0
Obr. 4 BDM41906 Obr. 5 SMARt-420

Pri skimani mechanizmu ucinku tejto latky, oznacenej ako SMARt-420 (Small
Molecule Aborting Resistance) autori zistili, Ze aktivuje alternativnu cestu metabolizacie
ETH. Dokaze zvratit uz vzniknutu rezistenciu u kmernov mykobaktérii s mutaciou
enzymu EthA. Z hladiska mechanizmu G&inku u takto mutovanych mykobaktérii je
kombinacia ETH a BDM41906 neucinna. SMARt-420 pOsobi na tieto kmene, pretoze

aktivuje ETH odliSnou metabolickou cestou. [13] K rovnakému zaveru dospeli aj v dalSej
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studii [14], v ktorej zistovali mechanizmus ucinku tejto latky a sledovali interakciu medzi
SMARHt-420 a represorom EthR2, na ktory pdsobi.

V suCasnosti, BDM41906 a SMARt-420 patria medzi dve najvyznamnejSie
molekuly zo skupiny inhibitorov EthR. Tieto objavy indpirovali aj dalSich vedcov, napr.
Tatum a spol. [15], ktori vyuZili in silico screeningové metddy s cielom najdenia dalSich
inhibitorov EthR.

Okrem potenciacie uCinku inych antituberkulotik, niektoré latky so Struktuarou
1,2,4-oxadiazolu sami vykazuju ucinok na potlacenie rastu M. tuberculosis. Jedna sa
napr. o hybridné molekuly, v ktorych je 1,2,4-oxadiazolové jadro prepojené s inym

cyklom, vacsinou takisto vykazujucim urcitd antimykobakterialnu aktivitu.

Ako potencidlne vodcovské  Struktury vykazujuce dobru in  vitro
antimykobakterialnu aktivitu sa javia hybridy 1,2,4-oxadiazolu s pyranopyridinom alebo

chroménom (Obr. 6). Sériu tychto latok syntetizovali Kumar a kolektiv [16].

Ar

NH,

N
—~ Ar,
a

Ar

X= CH2, N-CH3

Obr. 6 Zakladna Struktura hybridnych molekdl 1,2,4-oxadiazolu a pyranopyridinu alebo chroménu

Autori predpokladali, Zze 1,2,4-oxadiazolovy kruh je Struktura, ktora je schopna sa
viazat' na Siroku Skalu cielovych proteinov, ¢o potvrdzuje ich Siroké spektrum ucinku, ma
teda vyznamny potencial. Samotné pyranopyridinové derivaty, ktoré autori tejto Stadie
syntetizovali v predchadzajucich rokoch, mali dobrd antimykobakterialnu aktivitu [17].
V porovnani s tymito latkami, hybridné molekuly vykazovali vyS$Siu aktivitu in vitro.
Vacésina hybridnych molekul vykazovala vySSiu aktivitu proti M. tuberculosis oproti

sucasne vyuzivanym lieCivam, jedna latka bola 1,2-krat u€innejSia ako isoniazid. [16]

Vyhodnotenie vztahu medzi Struktdrou danych latok a ich aktivitou preukazalo,
ze nahradenie nitrilovej skupiny v pévodnych molekulach za 1,2,4-oxadiazolovych kruh

vedie k zvySeniu antimykobakterialnej aktivity (Obr. 7). [16]
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X = CH2, N-CH3

Obr. 7 Zamena nitrilovej skupiny v pévodnej molekule (vlavo) za 1,2,4-oxadiazolovy kruh (vpravo)

Z novsSich molekul vykazuju dobru aktivitu hybridy chinolinu a 1,2,4-oxadiazolu.
Tymito latkami sa zaoberali Jain a kol. [18] a tiez Shruthi a kol. [19]. Spojenie tychto
dvoch Struktur opat vychadza z ich aktivity. Chinolinové zlu&eniny maju Siroké spektrum
ucinku — to zahffia protizapalove, protinadorové, antihypertenzivne, antibakterialne,

antimalarické a anti-HIV p&sobenie. [19]

Mao a kol. [20] syntetizovali chinolin-isoxazolové hybridné molekuly s dobrou
inhibicnou  aktivitou voCi M. tuberculosis (Obr. 8, vlavo). Modifikaciou
chinolin-isoxazolového jadra wvytvorili Jain akol. [18] 19 hybridnych latok
s chinolin-oxadiazolovym cyklom (Obr. 8, vpravo). Zamenou isoxazolovej Struktury za
1,2,4-oxadiazol dosSlo k zvy3eniu metabolickej stability a zlepSeniu biologickej
dostupnosti molekuly. Zamenena bola aj esterova skupina z pdvodnej molekuly
za arylovu, heteroarylovu alebo alifaticku skupinu (Obr. 8, subst. R), nakolko esterové
vazby su v organizme lahko rozstiepitelné esterdazami, ¢o vedie k nizkej metabolickej

stabilite latky.
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Obr. 8 Chinolin-isoxazolové hybridné zltuceniny (vliavo), od ktorych boli odvodené chinolin oxadiazolové
hybridy (vpravo).
Vpravo 3-[2-(Chinolin-2-yl)-vinyl]-1,2,4-oxadiazol
Styri latky z celej série molekul, ktoré syntetizovali Shruthi a kol. (Obr. 9), su
vhodnymi vodcovskymi Strukturami, ktoré budu dalej testované na zvieracich modeloch
infikovanych M. tuberculosis. Vykazuju vefmi dobru aktivitu in vitro, maju vhodny
farmakokineticky profil a s metabolicky stabilné. Vyhodou tychto latok je ich vysoka
selektivita — maju uzke spektrum pdsobnosti, podobne ako isoniazid. VSetky Styri
molekuly su neaktivne voCi grampozitivnym aj gramnegativhym baktériam, pdsobia

Specificky len na M. tuberculosis. [19]
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Obr. 9 Chinolin-oxadiazolové hybridy, ktoré syntetizovali Shruthi a kol.
5-Subst.-3-[(4-(7-subst.chinolin-4-yl)-piperazin-1-yl)methyl]-1,2,4-oxadiazol
Shruthi a kolektiv syntetizovali aj iné hybridné molekuly, a to s benzimidazolovym
jadrom (Obr. 10). [21] Latky s benzimidazolom maju antivirusové, protinadorove,
anthelmintické, antiprotozoalne, antihypertenzivne a mnohé iné aktivity. Niektoré latky
so Strukturou benzimidazolu sa dnes vyuZivaju v klinickej praxi, napr. albendazol
a mebendazol ako anthelmintikd alebo omeprazol a pantoprazol ako inhibitory

proténovej pumpy.

N-0o

Ar’</ _
N

\ R= halogén (CI, F

N \ \/ gén ( )

\ R

Obr. 10 Struktura benzimidazol-oxadiazolovej hybridnej molekuly.
Fenylovy zvy$ok substituovany dvoma halogénmi v réznych polohach.

Latky boli otestované nielen na ich antimykobakterialnu aktivitu, ale aj ich
antibakterialne poésobenie proti Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae a antifungalnu aktivitu proti Candida albicans
a Aspergillus fumigatus. Z dvadsiatich pripravenych molekul vykazovali vybornu
antibakterialnu a antifungalnu aktivitu dve latky, ktoré mali dokonca vysSi ucinok oproti
Standardne pouzivanému antibiotiku ciprofloxacinu a antimykotiku flukonazolu. Jedna
z tychto latok vykazovala vyznamnu aktivitu aj vo€i M. tuberculosis s u€inkom az Styrikrat
vySSim oproti isoniazidu a streptomycinu. VSetky pripravené latky mali absorbciu po
peroralnom podani vysSiu ako 90 % a nizku toxicitu na fudské bunky, ¢o z nich robi velmi
sfubné molekuly. Na zaklade SAR analyzy bolo zistené, Ze zavedenim halogénu sa

vyrazne zvySi antimykobakteridlna, antibakterialna aj antifungalna aktivita latok. [21]
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2.1.2 Antibakterialna aktivita

Obdobne ako u tuberkulézy, dévodom hladania novych antimikrébnych lieCiv,
ktoré by pOsobili na Siroké spektrum baktérii, je narast rezistencie na v sucasnosti
vyuzivané antibiotika. Tento problém sa tyka najmd nozokomialnych infekcii, ktoré
v50-60 % pripadov spOsobuju kmene baktérii vykazujuce multirezistenciu,
napr. grampozitivny Staphylococcus aureus, Specificky MRSA a VRSA alebo
gramnegativne kmene baktérii produkujuce Sirokospekiré betalaktamazy (ESBL),
konkrétne Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella pneumoniae. [22, 23] RieSenim tohto
problému je jednak objavovanie novych antimikrébnych latok s odliSnym mechanizmom

ucinku [24], ale aj zodpovedna preskripcia antibiotik a ich spravne uzivanie. [22]

Ako ucinné proti mnohym bakterialnym kmernom sa ukazali latky, ktoré pripravili
Karad akol. [24], obsahujuce 1,2,4-oxadiazolovy kruh a morfolin-chinolinova c&ast
(Obr. 11). Syntéza takychto hybridnych molekul opat vychadzala z vlastnosti samotnych
1,2,4-oxadiazolov a chinolinovych derivatov, autori predpokladali ich synergické
antimikrébne pdsobenie. VSetky pripravené latky vykazovali bud dobru alebo vynikajucu
inhibiciu u testovanych grampozitivnych (Bacillus subtillis, Clostridium tetani,
Streptococcus pneumoniae) aj gramnegativnych baktérii (Salmonella typhi, Escherichia
coli, Vibrio cholerae). Okrem toho bola zistovana aj ich antifungalna aktivita voci
Aspergillus fumigatus a Candida albicans, s podobne priaznivym vysledkom. Najvacsim
problémom tejto série latok je ich pomerne vysoka toxicita, ktora je spbsobena ich
schopnostou poskodzovat DNA atiez nizka absorpcia zapriinena prili§ vysokou

lipofilitou.

N-QO
|, R
R X N 6d R = CH3, R' = 4-NO,

_ 6e R = CH;, R' = 4-Cl
NTONTTY 6hR = H, R' = 4-Cl

Lo
Obr. 11 Zakladna Struktura a najaktivnejSie molekuly zo série morfolin-chinolin-oxadiazolovych hybridnych
molekul (6d, 6h najlepS$ia inhibicia grampozitivnych baktérii, 6e najlepS$ia inhibicia gramnegativnych
baktérii)
Inym spésobom hladania novych molekul je molekulovy docking, pri ktorom sa
pomocou pocitatovych programov prehfadavaju databazy s obrovskym mnozstvom

molekul. Ciefom tohto systematického postupu je najdenie malej skupiny molekul, ktoré

interaguju s ciefovym enzymom, resp. s inym proteinom.

Tymto postupom vytvorili Sherer a kolektiv [25] pyrrolkarboxamidové inhibitory

DNA gyrazy. DNA gyraza a topoizomeraza IV su bakterialne enzymy, ktoré patria do
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skupiny topoizomeraz typu lla. UdrZiavaju terciarnu Strukturu DNA a zabezpeduju
spravne rozvinutie a zvinutie viakna DNA pri replikacii bakterialnych buniek. Ich inhibicia
spbsobi naruSenie syntézy novej DNA, ¢im vedie k bunkovej smrti. [25, 26] Jedna sa
o atraktivny cielovy enzym, ktory zaujal aj dalSich vedcov. Jakopin a spol. [26] naviazali
na pracu Sherera a kol., od ktorych prevzali pyrrolkarboxamidovy inhibitor (Obr. 12).
Tdto  molekulu  pouzili ako  vodcovsku  Strukturu, v ktorej  zamenili
2-(piperidin-1-yl)thiazolové jadro za rbzne substituovany 5-fenyl-1,2,4-oxadiazol

(Obr. 13) s ciefom zlepsit jej nevyhodny farmakokineticky profil.

H
N @)
D 5. COOH
o (T
Cl N

Obr. 12 Pyrrolkarboxamidovy inhibitor DNA gyrazy, ktory bol zvoleny za vodcovsku Strukturu

Na  zaklade molekulového  dockingu predpokladali, ze medzi
1,2,4-oxadiazolovym kruhom a DNA gyrazou dochadza k hydrofébnym interakciam.
Zamenou 1,2,4-oxadiazolu za izomeérny 1,3,4-oxadiazol doS$lo k nestabilite koncovej
karboxylovej skupiny a naslednej dekarboxylacii. Tieto derivaty nemali inhibicnu aktivitu.
1,2,4-oxadiazolovy kruh je z hladiska interakcie s DNA gyrazou nevyhnutny a nie je
mozné ho zamenit, pretoze stabilizuje koncovu karboxylovu skupinu, ktora tvori

vodikovu vazbu s enzymom.

1. séria inhibitorov 2. séria inhibitorov
~_ N 0
PR
i D_/( ~ R =COOH, COOEt, D_/( Y = CH,, NH
o HN O CONH,, CONHOH O

pyrrol indol

4-brompyrro| ) (e) 4,5-dibrompyrrol

f‘;g;?mrompyrrol k 3,4-dichlor-5-methylpyrrol

i N

5-fluorindol Z HOOC
X =N, Z=CH (1,2,4-oxadiazol)
X =CH, Z=N (1,3,4-oxadiazol)

Obr. 13 Dve série modifikacii vodcovskej Struktury

Antibakteridlna aktivita bola stanovena voci grampozitivnym (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis) a gramnegativnym (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa) baktériam. Ziadne z testovanych latok neboli aktivne vo&i gramnegativnym
baktériam a len slabo aktivne voci S. aureus. Jedina latka vykazovala dobry inhibicny
efekt na E. faecalis. [26]
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Dalsim vyznamnym cielovym proteinom je tzv. penicillin-binding protein (PBP),
ktory inhibuju bezZne vyuzZivané B-laktamové antibiotika. PBP su enzymy nevyhnutné
pre tvorbu peptidoglykanov bakterialnej bunkovej steny, ich inhibicia teda vedie k zaniku
bunky [27, 28]. B-laktamové antibiotika boli vyuZivané na lie€bu infekcii spésobenych
baktériou Staphylococcus aureus az do Sestdesiatych rokov minulého storocia, kedy sa
objavili prvé pripady rezistencie. Tieto stafylokoky sa oznacuju ako tzv. MRSA. Dévodom
rezistencie u MRSA je pritomnost génu kédujuceho penicillin-binding protein 2a
(PBP2a), ktory je odolny vodi inhibicii f-laktamovymi antibiotikami. V sucasnosti jedinymi
uc¢innymi antibiotikami na lieCbu infekcii spésobenych MRSA su vankomycin
a daptomycin, ktoré je nutné podavat parenteralne a linezolid, ktory je mozné podat
aj peroralne. [27] Je dblezité zaoberat sa hfadanim novych, u€innych molekul, pretoze
MRSA su podvodcom nozokomialnych infekcii [22], najma zavaznej bakterémie
a endokarditidy [29].

O’Daniel akol. [27] objavili novd skupinu non-B-laktamovych antibiotik
so Strukturou 1,2,4-oxadiazolu, ktoré inhibuju nielen mnohé PBP, ale aj PBP2a u MRSA.
V ZINC databaze prehfadali 1,2 miliénov zlu€enin, zktorych wvybrali 50 latok
s najvyznamnejSim inhibiénym potencialom pre dalSiu analyzu. Ztychto latok
syntetizovali alebo zakupili 29 zlu€enin s réznou chemickou Strukturou, u ktorych bola
otestovana antibakterialna aktivita voCi Escherichia coli a ESKAPE suboru bakteérii
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa a ¢elad Enterobacteriaceae). Z nich bola vybrana

vodcovska Struktura s 1,2,4-oxadiazolovym jadrom (Obr. 14).

O
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Obr. 14 VVodcovska Struktira novoobjavenej skupiny non--latkamovych antibiotik

Samotna vodcovska Struktiura (Obr. 14) nevykazovala vyraznu inhibiciu rastu
testovanych kmenov baktérii, no zistené hodnoty MIC boli reprodukovatelné. Jej
modifikaciami syntetizovali 370 latok, u ktorych otestovali in vitro inhibi¢na aktivitu voci
rovnakym bakterialnym kmenom. Tri latky (Obr. 15, latky 2,3 a 4) vykazovali vybornu
antibakterialnu aktivitu proti S. aureus, vratane MRSA a proti VRE a Sirokému spektru
dalSich grampozitivnych baktérii. Latky 3 a4 mali 100% biologicku dostupnost
po peroralnom podani. Farmakologicky ucinok latok 2,3 a 4 bol preukazany in vivo na

mysSacich modeloch s peritonitidou spésobenou MRSA [27].
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Obr. 15 Oxadiazolové derivaty odvodené od vodcovskej Struktury (latka 1)

Autori naviazali na tento objav a realizovali Studie medzi Strukturou a aktivitou
danych molekul s cielom optimalizovat ich farmakokinetické vlastnosti a antibakterialnu
aktivitu. Pripravili derivaty modifikaciou latky 3 (Obr. 15) v polohe 3 (kruhy C a D) [29]
a v polohe 5 (kruh A) [30] na 1,2,4-oxadiazolovom cykle.

Z modifikacii kruhu A bola zvolena ako najvyhodnejSia zamena fenolickej skupiny
za indolovy cyklus. Tato latka (Obr. 16) mala najvysSiu aktivitu in vivo na mySacom
bola nasledne otestovana in vivo na mySacom modeli s infekciou makkych tkaniv stehna
spbsobenou MRSA, kde bola ucinna aj na linezolid-rezistentné MRSA [28]. In vitro boli

najucinnejSie derivaty s pyrazolovym substituentom, no Zzarovenn boli vyrazne

cytotoxické [30].
— O
HN N
N
5-N CF,

Obr. 16 Derivat s najvysSou in vivo antibakterialnou aktivitou a najnizSou toxicitou

Zamena kyslikového mostika medzi kruhmi C a D za siru alebo dusik neviedla
k strate antibakterialnej aktivity. R6zne Strukturne modifikacie na kruhu C taktiez neviedli
k strate antibakterialnej aktivity, s vynimkou derivatov, ktoré mali ako kruh A naviazany
indolovy alebo pyrazolovy substituent. Z pripravenych derivatov boli neaktivne latky

s kondenzovanymi kruhmi C a D. [29]

Na zaklade tychto rozsiahlych SAR analyz bol vytvoreny model
trojdimenzionalnej kvantitativnej analyzy medzi Strukturou a aktivitou molekul
(3D-QSAR), ktorého ciefom bolo vytvorit' pravidla pre tvorbu novych oxadiazolovych
antibiotik s lepSou antibakteridlnou aktivitou. Na zaklade tohto modelu je mozné
predpokladat biologicku aktivitu novosyntetizovanych latok. Objemné substituenty

v para polohe kruhu A vedu k strate antibakterialnej aktivity. Elektropozitivne skupiny
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v tejto polohe (napr. aminoskupiny) vedu naopak k latkam s dobrou antibakterialnou
aktivitou. Pritomnost’ objemného substituentu (napr. cyklopentyl, trifluormethyl) na kruhu

D priaznivo ovplyviuje antibakterialnu aktivitu. [31]

Tymito novymi antimikrébnymi Cinitelmi, ktoré popisali O’Daniel a kol., sa
zaoberali dalej Carter a kolektiv [32]. Ich ciefom bolo zistit' aktivitu tychto latok proti
Enterococcus faecium, pretoze O Daniel a kol. sa zameriavali vo svojej praci primarne

na aktivitu proti Staphylococcus aureus.

Enterococcus faecium patri medzi pbvodcov obtiazne liecitelnych
nozokomialnych infekcii. Jedna sa o baktériu, ktora lahko podlieha mutaciam svojej
genetickej vybavy, €o vedie k vzniku multirezistentnych kmenov. Medzi lieky prvej volby
pre lieCbu infekcii spdsobenych E. faecium patri vankomycin, no su¢asnym problémom
je narast vyskytu tzv. VRE. To obmedzuje terapiu na alternativne antibiotika ako

daptomycin a linezolid. [32]

Aktivitu  1,2,4-oxadiazolového antibiotika (latka 2, Obr. 15) otestovali
na 53 kmenioch E. faecium, medzi ktoré boli zaradené kmene citlivé aj rezistentné
na vankomycin a daptomycin. Uginok na véetky kmene, vratane rezistentnych, bol velmi
dobry. Zaroven stanovili aj kinetiku baktericidneho ucinku tejto latky, ktora dovtedy
nebola stanovovana. Jej baktericidny ucinok je zavisly na koncentracii, nizSie
koncentracie nevykazuju tuto aktivitu. Pri sledovani toxicity dosli k inému zaveru ako
O'Daniel — toxicita je davkovo =zavisla, prejavila sa az pri vySSich davkach.
Na dosiahnutie inhibicie rastu E. faecium ale postacuju nizSie davky. Pri lieCbe tychto
infekcii sa ¢asto vyuZiva kombinacia daptomycinu s p-laktamovymi antibiotikami. KedZze
1,2,4-oxadiazoly pésobia na rovnaky enzym (PBP) ako latkamy, testovali autori aj
synergizmus ucinku 1,2,4-oxadiazolov s daptomycinom, ktory sa potvrdil. Tato
kombinacia umoznila znizenie davky daptomycinu a bola uc¢inna na VRE a zvySovala

citlivost kmefiov nereagujucich na samotny daptomycin. [32]

Kumar a kolektiv [33] pripravili derivaty urey s 1,2,4-oxadiazolovym
a chromenovym cyklom (Obr. 17). Predpokladom pre ich syntézu bola antibakterialna,

antifungalna a antivirusova aktivita u mnohych derivatov urey.

R
o) R
"2\'@, R= H, CH,
AN HN R'= F, CI, Br, CHs, OCH,
\ \>J 0
N-o

Obr. 17 Derivaty urey s 1,2,4-oxadiazolovym kruhom
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U pripravenych latok bola otestovana aktivita proti dvom gramnegativnym
baktériam (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli). VSetky latky vykazovali velmi
dobru aktivitu vo€i obom bakterialnym kmefiom, bud porovnatefnu s ciprofloxacinom
alebo dokonca vysSiu. SAR analyzou bolo zistené, Ze molekuly s methoxyskupinou na

chroménovom jadre su aktivnejSie ako molekuly bez tohto substituentu. [33]

S dbérazom na jednoduché a ekologické syntézy pripravili Shi a kolektiv [34] sériu
derivatov 1,2,4-oxadiazolu s indolovym cyklom (Obr. 18). Reakcie prebiehali v prostredi
ethanolu s vyuzitim 4-dimethylaminopyridinu ako katalyzatoru. V porovnani s reakciami

katalyzovanymi kovovymi prvkami su tieto syntézy priatel'skejSie k zivotnému prostrediu.
R3

R', R?=H, alkyl, alkoxy, F, Cl, Br, |
R3= H, alkoxy, F, Cl, Br, NO,, CN, (CH3),N

Obr. 18 Derivaty 3',4"-diaryl-4'H-spirofindolin-3,5'-(1',2',4')oxadiazol]-2-onu
Antibakterialna aktivita bola otestovana voli dvom gramnegativhym
(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus) advom grampozitivnym
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) baktériam. Styri latky s naviazanym
halogénom na indolovom kruhu mali vyznamnu antibakterialnu aktivitu proti MRSA.
Jedna latka s nitroskupinou naviazanou na fenyle (substituent R®) vykazovala najvy$siu

aktivitu proti S. epidermidis. [34]

K obdobnému zaveru pri8li aj Cunha akol. [35], ktori pripravili derivaty
3,5-difenyl-1,2,4-oxadiazolu a 3-pyridyl-5-fenyl-1,2,4-oxadiazolu (Obr. 19).
Antibakterialna aktivita derivatov bola otestovana proti grampozitivnym (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis) aj gramnegativnym (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis) baktériam. Niektoré derivaty boli aktivne proti E. coli,
E. faecalis a P. mirabilis, ale ani jedna zlu€enina nebola aktivna proti S. aureus
a P. aeruginosa. Z aktivnych latok len jedina bola bez nitroskupiny. Aktivne nitrované
derivaty boli substituované jednou alebo dvoma nitroskupinami v réznych polohach na

fenyle v polohe 5 na 1,2,4-oxadiazolovom kruhu (subst. R?, R®). Niektoré derivaty boli
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neaktivne pravdepodobne v dbsledku ich vysokych hodnét PSA (polarny povrch

molekuly), ¢o zabranuje ich prechodu cez bakterialnu membranu pasivnou difuziou.

N—O
1
R p R2  R'=HCI
| N N R2=H, NO,, CI, Br, |
NG R3 R3=H, NO,
X =CH, N

Obr. 19 Zakladna Struktara 3,5-diaryl-1,2,4-oxadiazolovych derivatov

Vysoka aktivita nitrovanych zlu€enin suvisi pravdepodobne s mechanizmom ich
ucinku. Nitroskupina je v bakteridlnych bunkach redukovana, pri€om vznikaju volné
kyslikaté radikaly, ktoré spbsobuju oxidaény stres. Vysledkom pbsobenia kyslikatych
radikalov je narusSenie integrity membrany bakterialnej bunky, peroxidacia proteinov
a enzymov a poskodenie DNA. Ludské bunky su pred oxidaCnym stresom chranené

absenciou enzymu, ktory redukuje nitroskupiny. [35]

Sadek akol. [36] syntetizovali pat latok srovnakym substituentom
na heterocykle, 4-hydroxyfenylom (Obr. 20). Okrem 1,2,4-oxadiazolu pripravili aj
1,3,4-oxadiazol; 1,3-oxazol; 1,3-thiazol a 1,2,3,4-tetrazol. U vSetkych latok bola
testovana antibakterialna aktivita proti MRSA a E. coli a antifungalna aktivita proti
Aspergillus niger. Vyznamnu antibakterialnu aj antifungalnu aktivitu mali len

1,2,4 a 1,3,4-oxadiazolové derivaty.

O/< N5< N-Q N-N N=N,
WN WS /©/l />\ /©/L >\ /©/k\ .
N o N
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Obr. 20 Derivaty s roznymi heterocyklickymi jadrami, ktoré pripravili Sadek a kol.

2.1.3 Antifungalna aktivita

Mykotické infekcie su spdsobované mikroskopickymi hubami, ktoré vo vacsine
pripadov vyvolavaju nezavazné povrchové mykozy. ZavaznejSi klinicky priebeh maju
systémové mykozy postihujuce vnutorné organy, na ktoré su nachylni hlavne pacienti
s oslabenym imunitnym systémom. Vyskum v oblasti novych antifungalnych latok sa
zameriava primarne na hladanie latok u€innych proti pdvodcom systémovych mykoz,

napr. Candida albicans, Aspergillus niger, atd.
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Dobru antifungalnu aktivitu vykazuju latky s 1,2,3-triazolovym
a 1,2,4-oxadiazolovym kruhom. Ako prvi tieto zlu€eniny popisali Sangshetti a kol. [37],
ktori pripravili sériu derivatov (Obr. 21). Tento objav zmienila vo svojej diplomovej praci

Dzamova. [7]
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Obr. 21 Struktura derivétov 3-[1-(1-subst. Obr. 22 Struktura 3-[1-(1-subst. 4-piperidyl)-
4-piperidyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-1,2,4-oxadiazol- 1H-1,2,3-triazol-4-yl]-5-subst.fenyl-
5(4H)-onu 1,2,4-oxadiazolov

Vdaka priaznivym vysledkom pokracovali autori v tejto praci a pripravili dalSiu
sériu derivatov zamenou ketonickej skupiny na 1,2,4-oxadiazole za rbzne substituovany
fenyl (Obr. 22). Ich antifungalna aktivita bola otestovana proti Candida albicans,
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Cryptococcus neoformans a Fusarium oxysporum.
Vacsina zlu€enin vykazovala dobru antifungalnu aktivitu, tri latky z celej série mali u€inok

ekvipotentny s mikonazolom. [38]

Sériu derivatov s podobnou Struktarou pripravili Krolenko a kolektiv [39]. Ich
aktivitu otestovali jednak proti kvasinke Candida albicans, ale aj proti grampozitivnym
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) a gramnegativnym (Escherichia coli, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa) baktériam. Vyznamnu antibakterialnu

a antifungalnu aktivitu mali len latky s fenylmoc€ovinovou ¢astou (Obr. 23).

HN@R R=H, alkyl, CI, F

Obr. 23 Derivaty 4-[4-(3-alkyl(aryl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)-1H-1,2, 3-triazol-1-yllpiperidinu s
fenylmocovinovou skupinou
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Yerande a kol. [40] syntetizovali rézne substituované 3-fenylamino-5-aryl/alkyl-
1,2,4-oxadiazoly (Obr. 24), u ktorych otestovali antifungalnu a antibakterialnu aktivitu.
Vacsina latok vykazovala dobru inhibi¢nu aktivitu na Candidu albicans a niektoré latky
boli antibakterialne ucinné na Staphylococcus aureus. Jedna latka bola u€innejSia
ako referen¢ny azithromycin. Na gramnegativne baktérie (Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa) neboli tieto derivaty uéinné.
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Obr. 24 Zakladna Struktura derivatov 3-fenylamino-5-aryl/alkyl-1,2,4-oxadiazolu

subst. fenyl
alkyl/aryl

Krishna a kol. [41] sa rozhodli skombinovat 1,2,4-oxadiazoly s kumarinovou
Strukturou na zaklade dobrej protimikrobnej aktivity tychto latok. Pripravili tri série
derivatov (Obr. 25), u ktorych otestovali antibakterialnu aktivitu proti grampozitivnemu
Staphylococcus aureus a gramnegativnej Escherichia coli a antifungalnu aktivitu proti
Aspergillus tereus a Rhizoctonia solani. V porovnani so Standardnymi antibiotikami

a antimykotikami bola ich aktivita len stredne dobra alebo slaba.

0.__0O N-o
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Obr. 25 Tri série kumarinovych derivatov oxadiazolov
Vlavo 4-[(3-aryl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)methoxy]-kumariny.
V strede 6-[(3-aryl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)methoxy]-4-methylkumariny.
Vpravo 7-[(3-aryl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)methoxy]-4-fenylkumariny

2.2 Iné ucinky 1,2,4-oxadiazolov
2.2.1 Antioxidacné ucinky

AntioxidaCne posobiace latky dokazu ochranit’ bunky pred oxidacnym stresom.
Vdaka tomu je mozné ich uplatnenie v prevencii nadorovych ochoreni av lieCbe
chronickych zapalovych ochoreni (napr. ulcerézna kolitida), neurodegenerativnych
a kardiovaskularnych ochoreni a diabetu. Jednou zvhodnych stratégii je vyuZitie
induktorov tzv. Nrf2, ktory reguluje transkripciu génov kédujucich mnohé antioxidacné

enzymy. V pripade oxidacného stresu, ktory méze byt vyvolany napr. reaktivnymi
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kyslikatymi radikalmi, sa Nrf2 viaze na ARE prisluSnych génov a spusta sa transkripcia
a translacia antioxidaCnych enzymov, ktoré chrania bunku. Cielena indukcia Nrf2 teda

spusta chemoprotektivne deje v bunkach. [42, 43, 44]

Xu akol. [42] pripravili sériu u€innych aktivatorov Nrf2 s 1,2,4-oxadiazolovym
jadrom. NajaktivnejSi derivat (Obr. 26) bol otestovany in vivo na mySiach. /n vivo Studia
potvrdila znizenie prozapalovych cytokinov (TNF-a, INF-y, IL-6, IL-12, IL-17) v sére
mysSi, priom ucinok testovaného derivatu prevySoval efekt dexamethazonu. Aktivatory

Nrf2 maju teda potencialne vyuzitie aj ako protizapalové lieCiva.
F
(S s
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H

Obr. 26 Derivat s najvyssim indukénym potencialom Nrf2, najlepSou rozpustnostou vo vode a prestupom
cez biologické membrany

Potencial tohto derivatu (Obr. 26) sledovali autori aj v dalSich Stadiach. Jedno
z moznych vyuziti je v lieCbe ulcerdznej kolitidy. /n vivo testy na mysSiach preukazali
znizenie sérovych hladin prozapalovych cytokinov (TNF-a, INF-y, IL-1B, IL-6).

Testovana latka mala vacsi protizapalovy uc€inok ako Standardny olsalazin. [44]

DalSou z moznosti vyuZitia je lie6ba poskodenia pecene pri predavkovani
paracetamolom. 5-10 % z podaného mnozstva paracetamolu sa metabolizuje na toxicky
metabolit NAPQI (N-acetyl-para-benzochinon-imin), ktory vedie k zavaznému
poSkodeniu pelene. Ako obranny mechanizmus organizmu sa spusta aktivacia
Nrf2-ARE kaskady, preto indukcia Nrf2 s vyuZitim oxadiazolov mbze zmiernit
hepatotoxicitu paracetamolu. Struktdrnymi modifikaciami pripravili sériu derivatov
odvodenych od tejto latky. Zlu€enina s najvysSou aktivitou (Obr. 27) bola otestovana
in vivo na mysiach, pri¢om sa potvrdil jej antioxidacny efekt — doslo k znizeniu ALT a AST
v sére mysi, ktoré sluZia ako markery hepatalneho poskodenia, zvySilo sa mnozstvo

antioxidacnych enzymov a znizilo sa mnozstvo nekrotickych buniek pecene. [43]

E

_N
R R = methylpyridin
O\N/>7 ylpy

Obr. 27 Najaktivnejsi derivat z novej série aktivatorov Nrf2 s 60-nasobne vy3$sim uéinkom oproti pévodnej
latke
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Resveratrol je polyfenolicka latka bezne pritomna v rastlinnych zdrojoch
s antioxidaCnym, protizapalovym a antiagregacnym ucinkom. Jeho antioxidana aktivita
spociva v schopnosti vychytavat’ volné kyslikaté radikaly. Gobec a kolektiv [45] pripravili

sériu Strukturnych analégov resveratrolu s 1,2,4-oxadiazolovym jadrom (Obr. 28).

OH N
"o O 9
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trans-resveratrol R =H, CHs RO

Obr. 28 Analbgy trans-resveratrolu s 1,2,4-oxadiazolovym jadrom

Najaktivnejdia latka (Obr. 29) mala minimalnu toxicitu na fudské bunky,
najvyraznejSiu antioxidaénu a protizapalovu aktivitu, ktora prevySovala resveratrol

a vyrazne znizovala tvorbu prozapalovych cytokinov IL-8, IL-13 a TNF-a.

OH
O@ﬁfij
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Obr. 29 Najaktivnej$i analdg resveratrolu. Struktiirne podobny trans-resveratrolu vd'aka vofnym
hydroxylovym skupinam v para-polohe fenylovych zvyskov.

2.2.2 Protizapalové ucinky

V su€asnosti medzi najCastejSie pouZivané protizapalové a analgeticky
pdsobiace lieCiva patri skupina nesteroidnych antireumatik (NSAID). Pésobia bud
neselektivne inhibiciou cykloxygenazy (COX) 1 a 2 alebo preferenéne, resp. selektivne
inhibuju COX-2. Obe izoformy premienaju arachidonovu kyselinu na prostaglandiny
zohravajuce ulohu v patogenéze zapalu, no COX-2 je exprimovana primarne v mieste
zapalu. Okrem toho méze byt arachidonova kyselina metabolizovana 5-lipooxygenazou

(5-LOX) na leukotriény, ktoré taktiez pésobia ako mediatory zapalu. [46, 47]

Yatam akol. [46] syntetizovali sériu 1,2,4-oxadiazolov  spojenych
s 2-sulfanylbenzothiazolovym jadrom (Obr. 30). VacSina latok vykazovala dobru
inhibiciu COX-1 a COX-2 in vitro, latky pésobili preferenéne na COX-2. Niektoré latky
inhibovali zaroverit COX-2 a 5-LOX, ¢im maju vacsi protizapalovy potencial oproti bezne
vyuzivanym NSAID. Dve latky mali zarover velmi dobru antioxidacnu aktivitu. In vivo
testovanim bola zistena vysSia protizapalova aktivita oproti Standardnému ibuprofenu

u dvoch latok.
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Obr. 30 Derivaty 1,2,4-oxadiazolu spojeného s 2-sulfanylbenzothiazolovym jadrom pésobiace ako COX-
2/5-LOX inhibitory

Autori syntetizovali aj dalSie selektivne COX-2 inhibitory s 1,2,4-oxadiazolovym
kruhom spojenym s benzoxazolom. (Obr. 31) Na zaklade molekulového dockingu
predpokladali, ze 1,2,4-oxadiazolovy kruh je zodpovedny za selektivitu voci druhej
izoforme cyklooxygenazy. Styri latky vykazovali dobru selektivnu inhibiciu COX-2 in vitro

aj in vivo. Jedna z tychto latok mala zaroven vyborny antioxidaCny potencial. [47]
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Obr. 31 Viavo - Struktira COX-2 inhibitorov s 1,2,4-oxadiazolovym kruhom a benzoxazolom.
Vpravo- Jeden z najicinnej$ich inhibitorov COX-2 a najlepSou antioxidacnou aktivitou.

Vyznamnym cieflovym enzymom je aj fosfolipaza A; (PLA:) katalyzujuca
uvolnenie vy8Sich mastnych kyselin, vratane kyseliny arachidonovej, ktorej
metabolizaciou vznikaju prostaglandiny a leukotriény. Inhibicia PLA, zohrava délezitu
ulohu v lie€be niektorych zapalovych ochoreni, napr. reumatoidnej artritidy. Pomocou
molekulového dockingu sledovali Mouchlis a kol. [48] interakciu fluorketénovych
inhibitorov PLA; s tymto enzymom. Na zaklade sledovania tejto interakcie syntetizovali
Strukturne podobné keto-1,2,4-oxadiazolové inhibitory PLA; (Obr. 32).

Obr. 32 Fluorketénové (viavo) a keto-1,2,4-oxadiazolové (vpravo) inhibitory PLA2
2.2.3 Cytostatické ucinky
Kyselina betulinova je terpenicka zlu€enina s mnohymi biologickymi u€inkami —

pdsobi antibakterialne, protizapalovo a cytotoxicky. V nadorovych bunkach indukuje

apoptézu, no toxicita pre zdravé bunky, ktora byva charakteristicka pre vacésinu
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cytostatik, u nej chyba. To robi z kyseliny betulinovej atraktivnu Strukturu pre vyvoj
novych lie€iv. [49, 50]

Challa akol. [49] pripravili estery kyseliny betulinovej s 1,2,4-oxadiazolmi
(Obr. 33). Cytotoxicka aktivita derivatov bola stanovena in vitro na bunkovych liniach
kolorektadlneho karcinomu (Colo-205), hepatocelularneho karcinomu (HepG2)
a cervikalneho karcinomu (HelLa). VSetky latky mali dobru cytotoxicku aktivitu okrem
dvoch derivatov, ktoré boli neu¢inné na Colo-205 a HepG2 bunky. Autori odliSnym
postupom [50] pripravili amidy kyseliny betulinovej s rovnako substituovanymi
1,2,4-oxadiazolmi. Cytotoxicka aktivita amidov (Obr. 33) bola ekvipotentna s prislusnymi

estermi.
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Obr. 33 Viavo estery betulinovej kyseliny. Vpravo amidy betulinovej kyseliny.
4-Pyridin-1,2,4-oxadiazol ester/amid betulinovej kyseliny — najaktivnejsi vo¢i HeLa
2-Methoxyfenyl-1,2,4-oxadiazol ester/amid betulinovej kyseliny — najaktivnej§i vo¢i Colo-205 a HepG2

HO

Histon deacetylaza (HDAC) je dalSim potencialnym ciefom vo vyvoji cytostatik.
HDAC ovplyviuje génovu expresiu, je spajany s down-regulaciou tumor-supresorovych
genov. ZvySena expresia tohto enzymu bola preukazana u mnohych typov nadorovych
ochoreni a jej inhibicia preukazatelne potlaca proliferaciu buniek a angiogenézu. Yang
a kolektiv [51] pripravili inhibitory HDAC s 1,2,4-oxadiazolovym jadrom (Obr. 34).
Vacsina pripravenych derivatov vykazovala dobru inhibiciu HDAC, priCom dve latky
aktivovali indukciu apoptdzy v HepG2 bunkach vyraznejSie ako Standard SAHA. Maju

potencialne vyuzitie v lieCbe hepatalneho karcinomu.

Obr. 34 Zakladna Struktura inhibitorov HDAC s 1,2,4-oxadiazolovym jadrom
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Chemicka cast’

Pri priprave boli pouzité komeréne dostupné chemikalie:
e Anhydrid kyseliny propiénovej (97%, Aldrich USA)
e Anhydrid kyseliny butanovej (98%, Aldrich USA)

e Anhydrid kyseliny isobutanovej (97%, Aldrich USA)
¢ Anhydrid kyseliny benzoovej (295%, Aldrich USA)
e Anhydrid kyseliny 2-chléroctovej (95%, Aldrich USA)
e Anhydrid kyseliny pivalovej (99%, Aldrich USA)

o Kyselina isonikotinova (k dispozicii na katedre)

o Kyselina fenyloctova (Cista, Lachema Brno)

e Kyselina 4-methoxyfenyloctova (99%, Aldrich USA)
o Kyselina 4-brémfenyloctova (98%, Aldrich USA)

e Pyrazin-2-karbonitril (Aldrich USA)

e Pyridin-4-karbonitril (pre syntézu, Merck Germany)
e Morfolin (k dispozicii na katedre)

e 1-(2-Hydroxyethyl)piperazin (Aldrich, USA)

e Benzaldehyd (k dispozicii na katedre)

Ostatné pouzité latky boli bud k dispozicii v laboratériu ako medziprodukty
pripravené od predchadzajucich Studentov alebo boli pripravené znamymi postupmi
uvedenymi v diplomovych  pracach inych  Studentov.  N'-hydroxypyrazin-
2-karboximidamid  bol pripraveny podfa Katirtzi [4] a N-hydroxypyrazin-
2-karboximidoylchlorid bol pripraveny podfa Harikovej [5].

Tenkovrstevna chromatografia (TLC) bola realizovana na TLC hlinikovych
doskach Silikagel 60 F254 (Merck Germany). Ako mobilna faza bola pouzivana zmes
hexanu a ethyl-acetatu v pomere 4.6 (v/v) alebo 6:4 (v/v). Vhodny pomer bol vybrany na
zaklade retenénych faktorov jednotlivych latok tak, aby boli na chromatografickej doske

dobre rozlisitelné.
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Pre mikrovinné reakcie bol pouzity reaktor CEM Discover s fokusovanym pofom
s pripojenym autosamplerom Explorer 24 (CEM Corporation, Matthews, NC, UA)

vyuZivajuci CEMs Synergy ™ software pre nastavenie a sledovanie podmienok reakcii.

Vacésina produktov bola vyCistena na flash chromatografe CombiFlash® Rf
(Teledyne Isco Inc., Lincoln, NE, USA). Separacia prebiehala gradientovou eluciou za
pouzitia hexanu (LachNer, Neratovice, Ceska republika) a ethyl-acetatu (Penta, Praha,
Ceska republika) ako mobilnej fazy. Ako stacionarna faza bol pouzity silikagél
(0,040-0,063 mm, Merck, Darmstadt, Nemecko). MenSia ¢ast produktov bola vycistena
na flash chromatografe PuriFlash® 420 ((Interchim®, Montlugon, France) gradientovou
eliciou za pouzitia hexanu (LachNer, Neratovice, Ceska republika) a ethyl-acetatu
(Penta, Praha, Ceska republika) ako mobilnej fazy. Na separaciu boli pouZité komeréne
dostupné kolony naplnené silikagélom o vahe 40 g, s velkostou Castic 50 um a pod
maximalnym tlakom 20 bar (PF-50SIHC-F0040). Pristroj PuriFlash vyuziva software

Interchim software 5.1 (Interchim®, Montlucon, France).

Pred analyzou boli vSetky latky susené minimalne 24 hodin v exsikatore nad
oxidom fosfore€nym za znizeného tlaku 1,33 kPa. Teploty topenia boli stanovované

na digitalnom bodotavku Stuart SPM 20 a neboli korigované.

Na overenie Cistoty latky u tuhych vzoriek bola vyuZita elementarna analyza, ktora
bola prevedena na analyzatore Vario Micro Cube Elemental Analyzer (Elementar

Analysensysteme GmbH, Hanau, Nemecko).

U kvapalnych vzoriek bola vyuzZitd vysokoucinna kvapalinova chromatografia
(HPLC). Ako stacionarna faza bola pouzita kolona Zorbax SB-Aq 150%4,6 mm (5um).
Separacia bola prevedena gradientovou elluciou za vyuzitia vody a acetonitrilu ako
mobilnej fazy, pomer rozpustadiel sa menil od 10 % acetonitrilu na zaciatku separacie
po 85 % na jej konci. Rychlost’ prietoku mobilnej fazy bola 1 ml/min. Teplota, pri ktorej
prebiehala separacia bola 40°C. Absorbancia bola zaznamenavana pri vinovej dizke

absorb&ného maxima danej latky, koncentracia meraného roztoku bola 1,5 mg/ml.

"H-NMR a "BC-NMR spektra boli merané pomocou VNMR S500 spektrometra
pracujucom na frekvencii 500 MHz pre vodikové spektrum a 125 MHz pre uhlikové
spektrum. Chemické posuny su uvadzané ako hodnoty & v ppm asu nepriamo
vztiahnuté na tetramethylsilan (TMS) prostrednictvom signalu rozpustadla (2,49 ppm pre
'H a 39,7 ppm pre *C vDMSO a 7,26 pre 'H a 77,0 pre *C v CDCI3). Interakéné

konsStanty J su uvadzané v hodnotach Hz.

IC spektra boli merané pre pevné aj kvapalné vzorky na spektrofotometri NICOLET

6700 metddou ATR-Ge. VInocty st uvadzané v ecm™.
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3.1.1 Syntéza medziproduktov

3.1.1.1 Syntéza N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (AMOX-0)

NH,
AN N OH
N\ Z4 AN \N/
+ NH,OH.HCl] ——
= =
N N

0,06 mol (6,3 g) pyrazin-2-karbonitrilu bolo rozpustené v 9 ml ethanolu. 0,12 mol (8,34 g)
hydroxylamin-hydrochloridu bolo rozpustené v 9 ml vody a pridané k ethanolickému
roztoku pyrazin-2-karbonitrilu. 0,12 mol (12,72 g) uhli€itanu sodného bolo rozpustené
v 75 ml vody a postupne pridané k zmesi. Cela zmes bola zahrievana pri teplote 70 °C
pod spatnym chladi¢om po dobu 5 hodin. Po schladnuti boli vzniknuté krystaly odsaté

a premyté vodou. Zlu€enina bola rekrystalizovana z bezvodého ethanolu.
Sumarny vzorec: CsHgNsO

Relativna molekulova hmotnost: 138,13

Vzhlad: biele ihlicovité kryStaly

Vytazok reakcie: 5,81 g (70 %)

Teplota topenia: 184-186 °C

Totoznost latky bola potvrdena porovnanim retenénych faktorov syntetizovanej latky so

Standardom a porovnanim teploty topenia (ref. [4] 185187 °C).
3.1.1.2 Syntéza N'-hydroxypyrazin-2-karboximidoylchloridu (ClI-0)

OH

N

NH,
N . _OH N
X N NaNO, , HCI ‘ X cl
Z P
N N

N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid (14,60 mmol; 2,00 g) bol rozpusteny v 15 ml

koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej a 40 ml vody pri teplote 0 °C. Dusitan sodny
(18,1 mmol; 1,25 g) v 7 ml vody bol za mieSania prikvapkany k roztoku amidoximu. Zmes
bola mieSana 1,5 hodiny pri teplote 0 °C a potom bol pomaly pridavany hydrogenubhlicitan
sodny do dosiahnutia hodnoty pH 3. Vylu€ena zrazenina bola sfiltrovana, premyta

ladovou vodou a usuSena v exsikatore. Latka bola rekrystalizovana z 99 % acetonitrilu.
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Sumarny vzorec: CsH4CIN3O

Relativna molekulova hmotnost: 157,56

Vzhlad: biela krysStalicka latka

VytaZzok reakcie: 1,74 g (76 %)

Teplota topenia: 160 °C (ref. 130 °C za rozkladu [5])

Elementarna analyza:

% C % H % N
Vypocitané 38,12 2,56 26,67
Zistené 37,31 2,50 26,34

Napriek tomu, Ze teploty topenia neboli zhodné, totoZnost latky bola potvrdena
porovnhanim retenénych faktorov syntetizovanej latky so Standardom a elementarnou

analyzou.

3.1.2 Syntéza 1,2,4-oxadiazolov z karboximidamidu a anhydridov

karboxylovych kyselin

V§eobecny postup:

NH, ,\;/o
R
N . _OH 0 0 N />\
X N7 , X N
+ xylen |
P R (@] R A =
N N

Zmes N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (0,01 mol, 1,38 g) a prislusného anhydridu
(0,01 mol) v 25 ml xylenu bola zahrievana pod spatnym chladi€om po dobu 3 hodin pri
teplote 150°C. Pred ukoncenim reakcie bola prevedena TLC analyza, na zaklade ktore;j
bola potvrdena nepritomnost vychodzej latky. Reak&na zmes bola naadsorbovana na
silikagél a rozpustadlo bolo odparené za znizeného tlaku s vyuZitim vakuovej odparky.
Zmes bola podrobena deleniu na flash chromatografe a vysledny produkt bol

rekrystalizovany z bezvodého ethanolu.
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3.1.2.1 Syntéza 5-ethyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OX-0c)

N/O

o
SN

Na pripravu sa pouzilo 1,3 ml anhydridu kyseliny propidnovej (1,3 g; p= 1,015 g/ml).
Sumarny vzorec: CgHsNsO

Relativna molekulova hmotnost: 176,07

Vzhlad: biela krystalicka latka

Vytazok reakcie: 1,63 g (93 %)

Teplota topenia: 42—45 °C (ref. 52-57 °C [52])

Elementarna analyza:

% C % H % N
Vypocitané 54,54 4,58 31,80
Zistené 54,63 4,51 31,88

I spektrum: 2984, 2942 (alif.), 1587, 1573 (C=N), 1154 (C=N pyrazin, C-O), 1052
(C=C pyrazin), 912 (N-O)

"H NMR (500 MHz, DMSO) § 9.23 (1H, d, J=1,5 Hz, H3), 8.86-8.83 (2H, m, H5, H6), 3.06
(2H, q, J=7,4 Hz, CHy), 1.35 (3H, t, J=7,4 Hz, CHa)

3C, NMR (125 MHz, DMSO) 6 182.2, 166.1, 147.2, 145.4, 143.9, 141.9, 19.8, 10.5

3.1.2.2 Syntéza 5-propyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OX-0d)

|  a

Postup 1: V8eobecny postup 3.1.2.
Na reakciu sa pouZilo 1,64 ml anhydridu kyseliny butanovej (1,58 g; p= 0,967 g/ml).

Tymto spésobom sa latku nepodarilo pripravit.
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Postup 2: N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamid (0,01 mol, 1,38 g) bol zahrievany
s anhydridom kyseliny butanovej (0,068 mol, 13,37 ml). Reakcia bola ukonena po
1 hodine varu na zaklade monitorovania priebehu reakcie pomocou TLC. Nadbytok
anhydridu bol odstraneny pridanim 25-29% vodného roztoku amoniaku do neutralneho
pH. Zmes bola naadsorbovana na silikagél a podrobena deleniu na flash chromatografe.
Produkt bol dvakrat rekrystalizovany z bezvodého ethanolu. Po prvej rekrystalizacii

elementarna analyza ukazala pritomnost’ necistét.
Sumarny vzorec: CoH1oN4O

Relativna molekulova hmotnost: 190,21

Vzhlad: biela krystalicka latka

Vytazok reakcie: 0,90 g (47 %)

Teplota topenia: 48,0-49,2 °C

Elementarna analyza:

% C % H % N
Vypoéitané 56,83 5,30 29,46
Zistené 56,81 5,29 29,65

IC spektrum: 2969, 2940, 2880 (alif.), 1572, 1558 (C=N), 1180 (C=N pyrazin), 1155
(C-0), 1047 (C=C pyrazin), 913 (N-O)

"H NMR (500 MHz, DMSO) & 9.23 (1H, d, J=1,0 Hz, Ar), 8.86-8.84 (2H, m, Ar), 3.02 (2H,
t, J=7,5 Hz, CHz), 1.87-1.77 (2H, m, CH), 0.99 (3H, t, J=7,5 Hz, CH3)

3C, NMR (125 MHz, DMSO) § 181.2, 166.1, 147.2, 145.4, 143.9, 141.9, 27.8, 19.6, 13.5

3.1.2.3 Syntéza 5-isopropyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OX-0e)

N—

w My

|\ N
=
N

Na pripravu sa pouzilo 1,7 ml anhydridu kyseliny isobutanovej (1,58 g; p= 0,9535 g/ml).
Sumarny vzorec: CoH10N4O

Relativna molekulova hmotnost: 190,21
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Vzhlad: Zlta olejovita latka, pri niz8ej teplote netuhne

Vytazok reakcie: 1,73 g (90 %)

Elementarnou analyzou nie je mozné overit’ Cistotu latky, nakolko sa jedna o kvapalnu
vzorku. Latka bola vy€istena na flash chromatografe. Na overenie Cistoty bola vyuZita
HPLC analyza, ktora potvrdila 98% C€istotu latky. Absorbancia bola merana pri vinovej

dizke 273 nm, pricom sa jedna o absorb&né maximum hlavného piku.

Zaznam ziskany HPLC analyzou znazorfiuje Obr. 35 a retenéné Casy tychto pikov

vratane ploéch pod nimi su uvedené v Tab. 1.
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Obr. 35 Zaznam HPLC analyzy latky OX-0e

Tab. 1 Retencné Casy a plochy pod krivkou jednotlivych pikov z HPLC analyzy latky OX-0Oe

Peak# | Ret. Time| Area |Area%
1 1,787 25922 | 0,078
2 2,041 30050 0,09
3 4,52 47264 | 0,142
4 9,15 59821 0,179
5 12,682 |32767003 | 98,268
6 14,352 15177 | 0,046
7 19,832 125508 | 0,376
8 19,976 | 256318 | 0,769
9 26,559 17500 | 0,052

Total 33344561, 100

IC spektrum: 2977, 2937, 2877 (alif.), 1585, 1568 (C=N), 1162, 1149 (C=N pyrazin),
1136 (C-O), 1049 (C=C pyrazin), 906 (N-O)
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"H NMR (500 MHz, DMSO) § 9.22 (1H, d, J=1,5 Hz, Ar), 8.86-8.83 (2H, m, Ar), 3.44-3.35
(1H, m, CH), 1.39 (6H, d, J=6,9 Hz, CHs)

3C, NMR (125 MHz, DMSO) § 185.0, 166.1, 147.2, 145.4, 143.9, 141.9, 27.0, 19.9

3.1.2.4 Syntéza 5-fenyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OX-0f)

N—0O
/
N
=
N

Na pripravu sa pouzilo 2,26 g anhydridu kyseliny benzoove;.

Iny postup syntézy je uvedeny v ¢asti 3.1.5.1.

Sumarny vzorec: C12HsN+O

Relativna molekulova hmotnost: 224,22

Vzhlad: biele ihliCkovité krystaly

Vytazok reakcie: 1,21 g (54 %)

Teplota topenia: 148,3 °C (ref. 143—-145 °C [53]; 160-163 °C [54])

Elementarna analyza:

% C % H % N
Vypocitané 64,28 3,60 24,99
Zistené 64,11 3,49 24,87

IC spektrum: 1610, 1560 (C=N), 1161 (C=N pyrazin), 1148 (C-O), 1048 (C=C pyrazin),
915 (N-O)

"H NMR (500 MHz, CDCls) § 9.46 (1H, d, J= 1.5 Hz, H3), 8.80 (1H, dd, J= 2.4 Hz, J=1,5
Hz, H5), 8.75 (1H, d, J= 2.4 Hz, H6), 8.30-8.26 (2H, m, H2", H6"), 7.66-7.62 (1H, m, H4"),
7.60-7,54 (2H, m, H3", H5")

3C, NMR (125 MHz, CDCls) § 176.9, 167.0, 146.4, 144.8, 144.4, 142.4, 133.2, 129.1,
128.4, 123.6

Latka je nerozpustna v DMSO.
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3.1.2.5 Syntéza 5-chlormethyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OX-0g)

o
SN

Na pripravu sa pouzilo 1,71 g anhydridu kyseliny 2-chléroctove;.
Sumarny vzorec: C7HsCIN,O

Relativna molekulova hmotnost: 196,59

Vzhlad: svetlozlta praskovita latka

Vytazok reakcie: 1,17 g (60 %)

Teplota topenia: 76,7-79,8 °C (ref. 73—74 °C [54]; 101-103 °C [55])

Elementarna analyza:

% C % H %N
Vypocitané 42,77 2,56 28,50
Zistené 43,07 2,45 28,71

Produkt bol dvakrat rekrystalizovany z bezvodého ethanolu. Po prvej rekrystalizacii

elementarna analyza ukazala pritomnost necistot.

IC spektrum: 2970 (alif.), 1591, 1571 (C=N), 1168 (C=N pyrazin), 1138 (C-O), 1050
(C=C pyrazin), 904 (N-O)

'H NMR (500 MHz, DMSO) § 9.26 (1H, s, Ar), 8.90-8.86 (2H, m, Ar), 5.24 (2H, s, CHy)
13C, NMR (125 MHz, DMSO) § 176.5, 166.6, 147.5, 145.5, 144.0, 141.4, 33.9

3.1.2.6 Syntéza 5-terc-butyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OX-0b)

N—C

w M

|\ N
=
N

Na pripravu sa pouzilo 1,70 ml anhydridu kyseliny pivalovej (1,86 g; p= 0,918 g/ml).
Sumarny vzorec: C1oH12N4O
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Relativna molekulova hmotnost: 204,23

Vzhlad: svetloZIta olejovita latka, pri nizSej teplote netuhne

VytaZzok reakcie: 1,83 g (89 %)

Elementarnou analyzou nie je mozné overit’ Cistotu latky, nakolko sa jedna o kvapalnu
vzorku. Latka bola vy€istena na flash chromatografe. Na overenie Cistoty bola vyuZita
HPLC analyza, ktora potvrdila 98% Cistotu latky. Absorbancia bola merana pri vinove;j

dizke 273 nm, pritom sa jedna o absorb&né maximum hlavného piku.

Zaznam ziskany HPLC analyzou znazorfiuje Obr. 36 aretenéné Casy tychto pikov

vratane pléch pod nimi su uvedené v Tab. 2.

mAU

Tab. 2 Retenc¢né Easy a plochy pod krivkou jednotlivych pikov z HPLC analyzy latky OX-0b

I spektrum: 2976, 2874 (alif.), 1570, 1555 (C=N), 1162, 1151 (C=N pyrazin), 1130

Obr. 36 Zaznam HPLC analyzy latky OX-0b

Peak#|Ret. Time| Area |Area%
1 4,527 520611 | 1,229
2 11,588 35547 | 0,084
3 15,495 |41789204 | 98,625
4 19,774 26365 | 0,062

Total 42371727| 100

(C-0), 1050 (C=C pyrazin), 904 (N-O)

'"H NMR (500 MHz, DMSO) § 9.23 (1H, d, J=1,5 Hz, Ar), 8.86-8.83 (2H, m, Ar), 1.46

(9H, s, CH3)

3C, NMR (125 MHz, DMSO) & 187.2, 166.0, 147.2, 145.3, 143.9, 141.9, 33.6, 28.1
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3.1.3 Syntéza 1,2,4-oxadiazolov z karboximidamidu a karboxylovych

kyselin
VSeobecny postup:
N’OYO NEo)

1. CDI, DMF,30 min CDI, DMF
R/COOH > N | R ————> N ’ />'\R

2.25°C,4h [ X NH, 115°C, 6 h E A N

7 =
N N

NI.OH
ENJ)\NHQ
N

K 3 ml 0,5 M roztoku prislusnej karboxylovej kyseliny (1,5 mmol) v DMF bolo pridanych
1,65 ml 1,0 M roztoku CDI (1,65 mmol) v DMF. Zmes bola mieSana po dobu 30 minut za
laboratornej teploty a nasledne boli pridané 3 ml 0,565 M roztoku N'-hydroxypyrazin-
2-karboximidamidu (1,65 mmol; 0,23 g) v DMF a zmes bola mieSana po dobu 4 hodin
pri teplote 25 °C. Nasledne bolo pridanych 1,65 ml 1,0 M roztoku CDI (1,65 mmol) v DMF

a reakcia bola zahrievana pri teplote 115 °C pod spatnym chladi€¢om po dobu 6 hodin.

Po ochladeni na laboratérnu teplotu bolo pridanych 9 ml vody a 21 ml ethyl-acetatu.
Po 10 minutach mieSania boli kvapalné fazy oddelené. Organicka vrstva bola premyta
9 ml vody, 9 ml 1 M HCI, 9 ml nasyteného roztoku NaHCO3, 9 ml nasyteného roztoku
chloridu sodného a nasledne bola vysusena bezvodym siranom sodnym. Vodna vrstva
bola nasledne druhykrat vytrepana 21 ml ethyl-acetatu, postup premyvania organickej
vrstvy bol rovnaky. Organické frakcie boli spojené. Na TLC doske boli viditefné minoritné

necistosty, preto boli latky podrobené deleniu na flash chromatografe.
3.1.3.1 Syntéza 3-(pyrazin-2-yl)-5-(pyridin-4-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OXDI-0v)

N/O

| ) y
X N \ Vi
=
N
Na pripravu sa pouzilo 0,19 g kyseliny isonikotinove;.
Iny postup syntézy je uvedeny v Casti 3.1.4.2.

Vo vodnej vrstve vznikol precipitat, ktory bol odfiltrovany a poslany na analyzu.
Z organickej vrstvy bol ziskany len 1 mg latky, pravdepodobne sa jednalo o vedlajsi

produkt vznikajuci danou reakciou. Produkt precipitoval vo vodnej faze.
Sumarny vzorec: C11H7NsO
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Relativna molekulova hmotnost: 225,21
Vzhlad: Zlta praskovita latka

Vytazok reakcie: 20,3 mg (6 %)
Teplota topenia: 197-201,5 °C

Podla '"H NMR spektra sa pravdepodobne jedna o Strukturu syntetizovanej latky,

no niektore signaly mézu odpovedat pritomnym necistotam.

Ziskané mnozstvo latky nebolo dostato¢né pre realizaciu skusok Cistoty. Latka bude

opatovne syntetizovana za ucelom jej charakterizacie.

3.1.3.2 Syntéza 5-benzyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OX-15)

N/O

w My

‘\ N
=
N

Na pripravu sa pouzilo 0,20 g kyseliny fenyloctovej. Na zaklade sledovania reakcie

pomocou TLC sa zahrievanie s roztokom CDI ukoncilo uz po piatich hodinach.
Sumarny vzorec: C13H1oN4O

Relativna molekulova hmotnost: 238,25

Vzhlad: béZova krystalicka latka

Vytazok reakcie: 0,14 g (39 %)

Teplota topenia: 92,8-94,7 °C

Elementarna analyza:

%C %H %N
Vypocitané 65,54 4,23 23,52
Zistené 65,74 4,23 23,41

IC spektrum: 2921, 2851 (alif.), 1565 (C=N), 1155 (C=N pyrazin), 1149 (C-O), 1049
(C=C pyrazin), 908 (N-O)

"H NMR (500 MHz, DMSO) § 9.22 (1H, d, J=1,5 Hz, Ar), 8.86-8.83 (2H, m, Ar), 7.43-7.35
(4H, m, Ar), 7.33-7.29 (1H, m, Ar), 4.49 (2H, s, CH,)
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3C, NMR (125 MHz, DMSO) § 179.9, 166.4, 147.2, 145.4, 144.0, 141.8, 134.0, 129.3,
129.0, 127.6, 32.2

3.1.3.3 Syntéza 5-(4-methoxybenzyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OX-17)

OCH,

N—C

w A

‘\ N
Z
N

Na pripravu sa pouzilo 0,25 g kyseliny 4-methoxyfenyloctove;.
Sumarny vzorec: C14H12N4O2

Relativna molekulova hmotnost’: 268,28

Vzhlad: svetlozZIta krystalicka latka

Vytazok reakcie: 0,19 g (47 %)

Teplota topenia: 94,5-98,5 °C

Elementarna analyza:

% C % H % N
Vypocitané 62,68 4,51 20,88
Zistené 62,32 4,45 20,58

IC spektrum: 2939, 2843 (alif.), 1572 (C=N), 1155 (C=N pyrazin), 1149 (C-0), 1049
(C=C pyrazin), 916 (N-O)

"H NMR (500 MHz, DMSO) 6 9.22 (1H, d, J=1,5 Hz, Ar), 8.86-8.82 (2H, m, Ar), 7.35-7.31
(2H, m, AA’, BB, Ar), 6.95-6.91 (2H, m, AA’, BB’, Ar), 4.41 (2H, s, CH>), 3.73 (3H, s,
CHs)

3C, NMR (125 MHz, DMSO) & 180.2, 166.3, 158.8, 147.2, 145.4, 144.0, 141.8, 130.5,
125.8, 114.4,55.3, 31.4
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3.1.3.4 Syntéza 5-(4-brombenzyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OX-18)

N—C
W Ay
XX N

Na pripravu sa pouzilo 0,32 g kyseliny 4-brémfenyloctovej.
Sumarny vzorec: C13HgBrN4+O

Relativna molekulova hmotnost: 317,15

Vzhlad: bézova praskovita tuha latka

Vytazok reakcie: 0,15 g (32 %)

Teplota topenia: 108,6-111,8 °C

Elementarna analyza:

Br

% C % H % N
Vypocitané 49,23 2,86 17,67
Zistené 49,55 2,78 17,60

IC spektrum: 2939 (alif.), 1565 (C=N), 1155 (C=N pyrazin), 1140 (C-O), 1054
(C=C pyrazin), 916 (N-O)

"H NMR (500 MHz, DMSO) § 9.22 (1H, bs, Ar), 8.86-8.83 (2H, m, Ar), 7.60-7.56 (2H,
m, AA", BB', Ar), 7.41-7.38 (2H, m, AA", BB’, Ar), 4.50 (2H, s, CHo)

3C, NMR (125 MHz, DMSO) § 179.5, 166.4, 147.3, 145.4, 144.0, 141.7, 133.5, 131.8,

131.7,120.9, 31.5
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3.1.4 Syntéza 1,2,4-oxadiazolov z karbimidoylchloridu a karbonitrilov
VSeobecny postup:

OH
N

N/O
N )=
X cl TEA X N
‘ . R—CN S ‘
toluen
= A =
N N

Zmes 1,5 mmol (0,24 g) N'-hydroxypyrazin-2-karboximidoylchloridu a 1,5 mmol

prislusného aromatického karbonitrilu bola rozpustena v5 ml toluénu. Roztok
triethylaminu (1,5 mmol; 0,21 ml) v 2 ml toluénu bol za mieSania pridany po kvapkach.
Zmes bola zahrievana pri teplote 110 °C pod spatnym chladi€¢om po dobu 5 hodin.
Po ukonceni reakcie bol prefiltrovany vzniknuty triethylaminhydrochlorid a z filtratu bol

ziskany produkt. Reakéna zmes bola podrobena deleniu na flash chromatografe.
3.1.4.1 Syntéza 3,5-di(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OX-0p)

Na pripravu sa pouzilo 0,13 ml pyrazin-2-karbonitrilu (0,157 g; p= 1,174 g/ml).
Sumarny vzorec: C1oHsNsO
Relativna molekulova hmotnost: 226,20

'H NMR (500 MHz, DMSO) § 9.18-9.15 (2H, m, Ar), 8.86 (1H, d, J=2,2 Hz, Ar), 8.78 (1H,
d, J=2,2 Hz, Ar), 8.72-8.68 (2H, m, Ar)

3C, NMR (125 MHz, DMSO) & 154.3, 146.9, 146.2, 145.1, 144.8, 144.6, 144.5, 142.0,
139.6, 113.1

Po deleni na flash chromatografe boli ziskané 2 frakcie. Pomocou TLC bolo zistené, ze
minoritna frakcia zodpoveda svojim retenénym faktorom vychodzej latke. Z majoritnej
frakcie bolo ziskanych 130 mg svetlozltej kryStalickej latky s teplotou topenia
157,6—159,5 °C. NMR spektrum odpovedalo Strukture produktu, elementarna analyza

nie.
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Latka bola dvakrat rekrystalizovana z bezvodého ethanolu, elementarna analyza nebola
ani raz v tolerovanych hodnotach (Tab. 3). Po rekrystalizacii vznikol praSok smotanovej
farby s teplotou topenia 155,5-156,2 °C.

Tab. 3 Vysledky elementarnej analyzy OX-Op pred rekryS$talizaciou a po nej

Pred rekrystalizaciou Po rekrystalizacii

%C | %H| %N %C | %H | %N

Vypocitané | 53,10 | 2,67 | 37,15 | Vypocitané | 53,10 | 2,67 | 37,15
Zistené | 50,86 | 2,67 | 33,64 | Zistené | 49,46 |34,59 | 2,15
Rozdiel | -2,24 | 0,00 | -3,51 Rozdiel | -3,64 | -0,53 | -2,56

3.1.4.2 Syntéza 3-(pyrazin-2-yl)-5-(pyridin-4-yl)-1,2,4-oxadiazolu (OXDI-Ov 2)
N—O

N / /

\ \ \ / \

\

=
N

Na pripravu sa pouzilo 0,16 g pyridin-4-karbonitrilu. Reakéna zmes bola zahrievana
o hodinu dlhsie, tzn. celkovo 6 hodin, nakolko po piatich hodinach bola na TLC doske

pritomna nezreagovana vychodzia latka.
Sumarny vzorec: C11H7NsO
Relativna molekulova hmotnost: 225,21

Delenie tejto latky bolo naroénejsie, pretoze TLC analyza ukazala vzniknuté 4 produkty,
pricom 2 mali pomerne blizke retenéné faktory. Po deleni na flash chromatografe boli

ziskané 2 hlavné frakcie, ktoré boli eluované tesne za sebou (Tab. 4).

Tab. 4 Hlavné frakcie po separacii na flash chromatografe, OXDI-0Qv 2

1. frakcia Zltohnedé inhlicovité krystaly 180 mg t. t. 79,1-82,0 °C

2. frakcia Zlta praskovita latka 110 mg t. t. 142,0-147,0 °C

U oboch frakcii bola totoznost' latky zistovand NMR analyzou, ani u jednej zdznam
neodpovedal navrhnutej Strukture. Latky nevyhovovali elementarnej analyze, ani po
rekrystalizacii z bezvodého ethanolu. Analyza sa nezhoduje ani s vychodzou latkou, ani

nezacyklenym medziproduktom.

Iny postup syntézy je uvedeny v Casti 3.1.3.1.
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3.1.5 Syntéza 1,2,4-oxadiazolov z karbonitrilu a aldehydov

3.1.5.1 Syntéza 5-fenyl-3-pyrazinyl-1,2,4-oxadiazolu (OXD0-B4)

NH»,
N\ CN NhoH N\ \N/OH
| CH3COOH (kat.) |
P MW, 5 min o =
N N

benzaldehyd
X MW, 5 min

Y
X N
(.

Pyrazinkarbonitril (0,50 g; 4,75 mmol) a hydroxylamin (0,33 g; 4,75 mmol) boli spolu
s 5 kvapkami 99% kyseliny octovej pridané do reakénej skiumavky. Reakcia prebiehala
v CEM mikrovinnom reaktore pri teplote 150 °C, tlaku 200 Psi a vykone 300 W po dobu
5 minut. Nasledne bol do reakénej zmesi pridany benzaldehyd (0,50 g; 4,75 mmol)
a zmes bola zahrievana po dobu 5 minut za rovnakych reakénych podmienok. Reakcia
bola ukonena na zaklade TLC analyzy, ktora potvrdila nepritomnost’ vychodzej latky.

Reakéna zmes bola vycCistena na flash chromatografe.

Majoritna frakcia (Tab. 5) bola poslana na NMR analyzu, ktora nepotvrdila totoZznost
oCakavaného produktu. Elementarna analyza taktiez neodpovedala Ziadanému
produktu. Z toho dévodu boli na NMR analyzu odoslané aj dalSie dve minoritné frakcie
ziskané pri chromatografickom deleni, ani u jednej nebola totoznost danej latky

potvrdena. Tretia minoritna frakcia nebola v mnozstve postacujucom pre identifikaciu.

Struktirne je latka OXD0-B4 zhodna s latkou OX-Of, ktora bola Uspe$ne pripravena

postupom uvedenym v Casti 3.1.2.4.

Tab. 5 Frakcie po separacii na flash chromatografe, OXDI-B4

majoritna frakcia ZIta krystalicka latka 60 mg | t. t. nebola merana

1. minoritna frakcia | ZItohneda krystalicka latka | 50 mg | t. t. nebola merana

2. minoritna frakcia | hneda krystalicka latka | 50 mg | t. t. nebola merana
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3.1.6 Syntéza methanon-oximov z karbimidoylchloridu a nasytenych

heterocyklov

3.1.6.1 Syntéza morfolin(pyrazin-2-yl)methanon-oximu (MOR-2)

OH
N
N N |
‘ \ Cl morfolin, terc-butanol ‘ \ N/ﬁ
P MW, 10 min P k/o
N

N

N'-hydroxypyrazin-2-karboximidoylchlorid (0,20 g; 1,27 mmol) a morfolin (0,33 ml;
3,81 mmol) boli pridané do reakénej skamavky s 3 ml terc-butanolu. Reakcia prebiehala
v CEM mikrovinnom reaktore pri teplote 110 °C, tlaku 300 Psi a vykone 200 W. Reakcia
bola ukon&ena po 10 minutach na zaklade TLC analyzy, ktora potvrdila nepritomnost
vychodzej latky. Nasledne bol terc-butanol odpareny a reakéna zmes bola vy€istena na

flash chromatografe.

Za majoritnu frakciu bola vybrana najvyraznejSie viditelna zlozka na TLC doske.
Majoritna frakcia bola poslana na NMR analyzu, ktora nepotvrdila totoznost
oCakavaného produktu. Elementarna analyza taktiez neodpovedala Ziadanému
produktu. Z toho dévodu boli na NMR analyzu odoslané aj dalSie dve minoritné frakcie
ziskané pri chromatografickom deleni (Tab. 6), ani u jednej frakcie nebola na zaklade

NMR potvrdena totoZnost danej latky.

Tab. 6 Ziskané frakcie po separacii na flash chromatografe, MOR-2

maioritna t. t. za postupného
f Jortt zlta krystalicka latka 70 mg rozkladu od 118,1 °C do
rakcia o
167,6 °C

1. m|n0|:|tna svetlozlta’ kryStalicka 20 mg t t nebola merana
frakcia latka

2. mmor:ltna zItooranzgva polotuha 110 mg t t nebola merana
frakcia latka
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3.1.6.2 Syntéza (4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl)(pyrazin-2-yl)methanon-oximu
(HEP-0)

OH OH
N/ N/
N\ | 1-(2-hydroxyethyl)piperazin N\ |
[ Cl terc-butanol | N
> MW, 15 min = K/N
N N \/\

N'-hydroxypyrazin-2-karboximidoylchlorid (0,20 g; 1,27 mmol) a 1-(2-hyroxyethyl)

OH

piperazin (0,47 ml; 3,81 mmol) boli pridané do reakénej skimavky s 3 ml terc-butanolu.
Reakcia prebiehala v CEM mikrovinnom reaktore pri teplote 110 °C, tlaku 300 Psi
a vykone 200 W. Reakcia bola ukonéena po 15 minutach na zaklade TLC analyzy, ktora
potvrdila nepritomnost’ vychodzej latky. Nasledne bol terc-butanol odpareny a reak¢éna

zmes bola vyc€istena na flash chromatografe.

Maijoritna frakcia (Tab. 7) bola poslana na NMR analyzu, ktora nepotvrdila totoznost
oCakavaného produktu. Elementarna analyza taktieZz neodpovedala Ziadanému
produktu. Z toho dévodu bola na NMR analyzu odoslana aj dalSia minoritna frakcia
ziskana pri chromatografickom deleni, u ktorej nebola na zaklade NMR potvrdena

totoznost danej latky.

Tab. 7 Frakcie po separacii na flash chromatografe, HEP-0

majoritna svetloZlta 0. o
frakcia kryStalicka latka 40 mg|t. t. 178,0-180,2 °C; tmavne od 158 °C

minoritna biela krystalicka 30m t. t. 185,0 — 187,0 °C, Zltne od 160 °C,
frakcia latka 9 hnedne od 175 °C
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3.2 Biologicka cast’

VSetky UspeSne syntetizované latky boli podrobené testovaniu na ich
antibakterialnu, antimykobakterialnu a antifungalnu aktivitu.
Testované zlu€eniny:
3.1.2.1. 5-ethyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0c)
3.1.2.2. 5-propyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0d)
3.1.2.3. 5-isopropyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0e)
3.1.2.4. 5-fenyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0f)
3.1.2.5. 5-chlérmethyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0g)
3.1.2.6. 5-terc-butyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0b)
3.1.3.2. 5-benzyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-15)
3.1.3.3. 5-(4-methoxybenzyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-17)
3.1.3.4. 5-(4-brémbenzyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-18)
3.2.1 Vyhodnotenie antimykobakterialnej aktivity

Aktivita vSetkych syntetizovanych latok bola otestovana in vitro proti

nasledujucim kmernom:

o MS Mycobacterium smegmatis DSM 43465 (ATCC 607)

o MA Mycobacterium aurum DSM 43999 (ATCC 23366)

e MTa Mycobacterium tuberculosis H37Ra ITM-M006710 (ATCC 9431)

e MTv Mycobacterium tuberculosis H37Rv CNCTC My 331/88 (ATCC 27294)

o MK Mycobacterium kansasii Hauduroy CNCTC My 235/80 (ATCC 12478)

o MAv Mycobacterium avium spp. avium Chester CNCTC My 80/72 (ATCC
15769)

Kmene M. smegmatis a M. aurum boli ziskané z Nemeckej zbierky
mikroorganizmov a bunkovych kultdr (Braunschweig, Nemecko). Atenuovany kmen
M. tuberculosis H37Ra bol ziskany z Belgickej koordinovanej zbierky mikroorganizmov
(BCCM). Kmene M. tuberculosis H37Rv, M. kansasii a M. avium boli ziskané z Ceskej
narodnej zbierky typovych kultur (CNCTC), Statny zdravotny astav (SZU), Praha, Ceska
republika.
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Antimykobakteridlna aktivita proti M. smegmatis, M. aurum a M. tuberculosis
H37Ra:

Test antimykobakterialnej aktivity bol realizovany na Katedre biologickych
a lekarskych vied. Na stanovenie aktivity bola pouzita mikrodilucna bujonova panelova
metdda za pouzitia 96-jamkovej mikrotitracnej dostiCky. Ako kultivatné médium bol
pouzity bujon Middlebrook 7H9 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko) obohateny
0 0,4 % glycerolu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko) a o 10 % rastového dopinku
Middlebrook OADC (Himedia, Mumbai, India).

Mykobakterialne kmene boli kultivované na agare Middlebrook 7H9 a suspenzie
boli pripravené v bujone Middlebrook 7H9. Vysledna hustota bola upravena na hodnotu
1,0 na zaklade McFarlandovej stupnice a zriedena bujénom v pomere 1:20 pre rychlo

rastuce kmene M. smegmatis a M. aurum a 1:10 pre M. tuberculosis H37Ra.

Testované zlic¢eniny boli rozpustené v DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemecko) a nasledne bol k nim pridany bujon Middlebrook za uUcelom ziskania
koncentracie 2000 ug/ml. Ako Standarty na stanovenie aktivity danych latok boli pouzité
isoniazid (INH), rifampicin (RIF) a ciprofloxacin (CPX) (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Nemecko).
¢ Hodnoty pre testovanie latok OX-0b, OX-0c, OX-0d, OX-0e, OX-0f, OX-0g:

Findlne koncentracie boli dosiahnuté binarnym riedenim a pridanim
mykobakterialnej suspenzie. Tieto koncentracie boli stanovené na hodnoty 500 — 250 —
125-62,5-31,25-15,625 - 7,81 — 3,91 ug/ml pre isoniazid; na hodnoty 12,5 — 6,25 —
3,125 -1,56 — 0,78 — 0,39 — 0,195 — 0,098 ug/ml pre rifampicin a na hodnoty 1 — 0,5 —
0,25-0,125-0,0625-0,0313 — 0,0156 — 0,0078 ug/ml pre ciprofloxacin.

¢ Hodnoty pre testovanie latok OX-15, OX-17, OX-18:

Finalne koncentracie boli dosiahnuté binarnym riedenim a pridanim
mykobakterialnej suspenzie. Tieto koncentracie boli stanovené na hodnoty 500 — 250 —
125 — 62,5 — 31,25 — 15,625 — 7,81 — 3,91 pg/ml. Isoniazid bol zriedeny na hodnoty
v rozmedzi 500-3,91 ug/ml pre testovanie aktivity vo€i rychlorasticim kmeriom
mykobaktérii a na hodnoty vrozmedzi 1-0,0078 pg/ml pre testovanie aktivity voci
M. tuberculosis H37Ra. Rifampicin bol zriedeny na hodnoty v rozmedzi 50-0,39 pg/mi
pre testovanie aktivity vo€i rychlorastucim kmenom mykobaktérii a na hodnoty
v rozmedzi 1-0,0078 pg/ml pre testovanie aktivity voli M. tuberculosis H37Ra.
Ciprofloxacin bol pouZity na testovanie v koncentraciach 1 — 0,5 - 0,25 - 0,125 — 0,0625
—0,0313 - 0,0156 — 0,0078 pg/ml.
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Finalna koncentracia DMSO neprekroCila 2,5 % (v/v) a neovplyvnila rast
M. smegmatis, M. aurum ani M. tuberculosis H37Ra. Do testovania boli zahrnuté aj

pozitivne (bujon, DMSO, baktérie) a negativne (bujon, DMSO) kontroly.

Dosticky boli zakryté polyesterovou adhezivnou foliou a inkubované v tme bez
mieSania pri teplote 37 °C. Po 48 hodinach inkubacie M. smegmatis, po 72 hodinach
inkubacie M. aurum a po 120 hodinach inkubacie M. tuberculosis H37Ra nasledovalo
pridanie 0,01% roztoku sodnej soli resazurinu. Roztok tohto farbiva bol pripraveny
rozpustenim sodnej soli resazurinu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
v deionizovanej vode tak, aby bol ziskany 0,02% roztok. Nasledne bol pripraveny 10%
vodny roztok Tweenu 80 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko). Obidva roztoky boli
zmieSané vrovnakom objemovom pomere a sfiltrované cez membranovy filter.
Mikrotitracné dosticky boli nasledne inkubované po dobu dalSich 2,5 hodin za ucelom
stanovenia aktivity proti M. smegmatis, 4 hodiny pre stanovenie aktivity proti M. aurum

a 24 hodin pre stanovenie aktivity proti M. tuberculosis H37Ra.

Antimykobakterialna aktivita bola vyjadrena ako minimalna inhibi¢na
koncentracia (MIC) a hodnoty boli od¢itané na zaklade farebnej zmeny farbiva (modra

farba — aktivna zlu€enina; ruzova farba — neaktivna zlu€enina).

e Hodnoty MIC pre standardy — latky OX-0b, OX-0c, OX-0d, OX-0e, OX-0f,
0OX-0g:

Hodnoty MIC pre Standardy boli v rozmedzi 7,81-15,625 jpg/ml pre INH;
12,5-25 ug/ml pre RIF a0,0625-0,125 pg/ml pre CPX proti M. smegmatis
a 1,95-3,91 ug/ml pre INH; 0,78-1,56 ug/ml pre RIF a 0,0078-0,0156 pg/ml pre CPX

proti M. aurum. VSetky stanovania boli realizované dvakrat.
e Hodnoty MIC pre standardy — latky OX-15, OX-17, OX-18:

Hodnoty MIC pre Standardy boli v rozmedzi 7,81-15,625 pg/ml pre INH;
12,5-25 pg/ml pre RIF a0,0625-0,125 pg/ml pre CPX proti M. smegmatis.
1,95-3,91 pg/ml pre INH; 0,39-0,78 ug/ml pre RIF a 0,0078-0,0156 ug/ml pre CPX proti
M. aurum. 0,125-0,25 pg/ml pre INH; 0,0039-0,0078 ug/ml pre RIF a 0,125-0,25 pg/ml

pre CPX proti M. tuberculosis H37Ra. VSetky stanovenia boli realizované dvakrat.

Vysledky testovanych zlucCenin su zhrnuté v Tab. 8. Aktivita voCi M. tuberculosis

H37Ra bude otestovana aj u ostatnych derivatov.
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Tab. 8 Minimélne inhibicné koncentracie (MIC) testovanych latok proti M. smegmatis (MS), M. aurum (MA)
a M. tuberculosis H37Ra (MTa)

Testovana latka [kéd] Kmen (kod)

MIC [pg/ml] MS MA MTa
OX-0b 62,5 31,25 n
OX-0c 2500 =500 n
OX-0d 2500 2500 n
OX-0e =500 =500 n
OX-0f =500 =500 n
OX-0g 125 15,63 n
OX-15 250 250 125
OX-17 250 2500 125
OX-18 62,5 125 31,25

INH 7,81-15,63 3,91 0,25
RIF 12,5-25 0,39-0,78 [0,0078
CPX 0,0623-0,125|0,0078-0,0156 | 0,125

n — netestované

Antimykobakteriadlna aktivita proti M. tuberculosis H37Rv, M. kansasii

a M. avium:

Test antimykobakterialnej aktivity bol realizovany vo Fakultnej nemocnici
v Hradci Kralové. Ako kultivaéné médium bol pouzity bujén Middlebrook 7H9 obohateny
o rastovy doplnok AODC (albumin, kyselina olejova, dextréza a kataladza), dodané firmou
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Deklarovana hodnota pH média bola 6,6. Bola
pouzita pozitivha kontrola inhibicie rastu s INH a negativna kontrola tvorena Zivnou
pddou a DMSO.

Testované zlu€eniny boli rozpustené v DMSO a nariedené dvojkovym riedenim.
Koncentracie skusanych latok boli 100 - 50 - 12,5 - 6,25 — 3,13 — 1,56 ug/ml. Vysledna
koncentracia DMSO neprekro€ila 1 % (v/v) a neovplyviiovala rast mykobaktérii.

Po piatich drfioch bol pridany roztok Almar Blue. Vysledky boli interpretované ako

sfarbenia na ruzové). VSetky stanovenia boli realizované dvakrat.

Vysledky testovanych zlu€enin su zhrnuté v Tab. 9. Aktivita latky OX-Ob bude
otestovana.
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Tab. 9 Minimalne inhibi¢né koncentracie (MIC) testovanych latok proti M. kansasii (MK), M. avium (MAv),
a M. tuberculosis H37Rv (MTv)

i Kmen (kod)
T'estova’na MIC [ug/ml]
latka [kod]

MK MAv MTv
OX-0b n n n
OX-0c >100 >100 >100
OX-0d >100 >100 >100
OX-0e >100 >100 >100
OX-0f >100 >100 >100
0OX-0g 25 25 25
0OX-15 >100 >100 >100
OX-17 >100 >100 100
0OX-18 >100 50 100

INH 12,5 |12,5-25(0,2-0,39

n — netestované
3.2.2 Vyhodnotenie antibakterialnej aktivity

Antibakterialna aktivita pripravenych latok bola testovana na Katedre
biologickych a lekarskych vied Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové. Boli pouzité
kmene z Ceskej zbierky mikroorganizmov (Pfirodovédecka fakulta, Masarykova

univerzita, Brno).

Testované kmene:
SA (Staphylococcus aureus spp.aureus, ATCC 29213, CCM 4223)
MRSA (Staphylococcus aureus spp.aureus, ATCC 43300, CCM 4750)
SE (Staphylococcus epidermidis, ATCC 12228, CCM 4418)
EF (Enterococcus faecalis, ATCC 29212, CCM 4224)
EC (Escherichia coli, ATCC 25922, CCM 3954)
KP (Klebsiella pneumoniae, ATCC 10031, CCM 4415)
ACI (Acinetobacter baumanii, ATCC 19606, DSM 30007 )
PA (Pseudomonas aeruginosa, ATCC 27853, CCM 3955)

Na otestovanie antibakterialnej aktivity bola pouzitd mikrodiluéna bujénova
metdda v dostiCkach (200 pyl média a 10 pl suspenzie inokula). V8etky kmene boli
kultivované na Mueller-Hintonovom bujone €. 2 (CAMHB, Difco/Becton Dickinson,
Detroit, MI, USA) pri teplote 35 °C a uchovavané v rovhakom médiu pri teplote 4 °C.
Bakterialne inokula boli pripravené suspendovanim v 0,85% sterilnom fyziologickom
roztoku. Hustota suspenzie bola upravena na 0,5 stupria McFarlandovej stupnice,
tzn. 1,5x108 CFU.mI"'. Testované latky boli rozpustené v DMSO (Sigma-Aldrich,
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Steinheim, Némecko). Antibakterialna aktivita zlu€enin bola nasledne stanovena
v Mueller-Hintonovom bujéne (Difco/Becton Dickinson, Detroit, Ml, USA) pri pH 7,0.
Kontroly obsahovali len médium a DMSO. Inkubacia prebiehala staticky, vtme

a v humidnej atmosfére pri teplote 35 °C.

Konec€na koncentracia DMSO v testovacom meédium neprekro€ila 2,5 % (v/v)
a neovplyvhovala prirodzeny rast baktérii. Hodnoty MIC boli odc&itané
po 24 a 48 hodinach, v pripade Pseudomonas aeruginosa po 72 a 120 hodinach.
Hodnota MIC je vyjadrena ako koncentracia v umol/l, ktora vyvola 95% inhibiciu rastu
v porovnani s kontrolou. Ako Standardy boli pouzité ciprofloxacin (CPX) a gentamicin

(GEN). MIC oboch standardov bola od¢&itana po 24 hodinach a taktiez vyjadrena ako

svove

Vysledky testovania su zhrnuté v Tab. 10. MIC S§tandardov uvadza Tab. 11.

Tab. 10 MIC testovanych latok proti uvedenym bakterialnym kmeriom

Y Testovana latka [kod] - MIC/1C95 [umol/1]

Kmen (kod)

OX-0b | OX-0c | OX-0d | OX-0e | OX-0f | OX-0g | OX-15| OX-17 | OX-18

SA 24 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

MRSA 24 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

SE 24 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

EF 24 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

EC 24 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

KP 24 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

ACI 24 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

PA 72 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

120 h| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
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Tab. 11 MIC sStandardov (ciprofloxacin a gentamicin) od¢itané po 24 hodinach

Kmeit (kd) Standard - MIC [umol/l]
CPX GEN
SA 0,128-0,256 1
MRSA 0,128 16-32
SE >1,024 >8
EF 0,512 8
EC 0,008 1-2
KP >1,024 >8
ACI n.a. n.a.
PA 0,128 0,5

n.a.— nedostupny udaj (not availabe)
3.2.3 Vyhodnotenie antifungalnej aktivity

Antifungalna aktivita pripravenych latok bola testovana na Katedre biologickych

a lekarskych vied Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové.

Testované kmene:
CA (Candida albicans, ATCC 24433, CCM 8320)
CK (Candida krusei, ATCC 6258, CCM 8271)
CP (Candida parapsilosis, ATCC 22019, CCM 8260)
CT (Candida tropicalis, ATCC 750, CCM 8264)
AF (Aspergillus fumigatus, ATCC 204305)
AFla (Asperqgillus flavus, CCM 8363)
AC (Absidia corymbifera, CCM 8077 )
TI (Trichophyton interdigitale, ATCC 9533, CCM 8377)

Na otestovanie antifungalnej aktivity bola pouzita mikrodiluéna bujénova metdda
v dostickach (200 pl média a 10 pl suspenzie inokula). Kultivacia prebiehala
v tkanivovom kultivatnom médiu RPMI 1640 s glutamanom a 2% glukézou, pH tohto
média bolo upravené na hodnotu 7,0 pomocou 3-(N-morfolinyl)propansulfonove;j
latky boli

Nemecko). Hustota vyslednej inokulaénej suspenzie bola 0,5-2x10% CFU.ml'. Inkubacia

kyseliny. Testované rozpustené v DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim,

prebiehala staticky, v tme a v humidnej atmosfére pri teplote 35 °C.

Koneéna koncentracia DMSO v testovacom médium neprekro€ila 2,5 % (v/v)
a neovplyviovala rast hub. Hodnoty MIC boli vyjadrené v umol/l a boli odCitané
po 24 a 48
po 72 a 120 hodinach. Ako Standardy boli pouzité amfotericin B (AMF-B), flukonazol
(FLU)

koncentracia, ktora inhibovala 90 % rastu v porovnani s kontrolou, MIC flukonazolu

hodinach kultivacie, v pripade Trichophyton interdigitale

a vorikonazol (VOR). MIC amfotericinu B bola od¢itana ako najniz3ia
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v porovnani s kontrolou. Vysledky boli od¢itané po 24 hodinach pre kvasinky (vSetky

kmene Candida) a po 48 hodinach pre ostatné kmene hub.

Vysledky testovania su zhrnuté v Tab. 12. MIC Standardov uvadza Tab. 13.

Tab. 12 MIC testovanych latok proti uvedenym kmeriom mikroskopickych hib

., Testovana latka [kod] - MIC [umol/I]

Kmen (kéd)

OX-0b | OX-0c | OX-0d | OX-0e | OX-0f | OX-0g | OX-15| OX-17 | OX-18

CA 24 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500

CK 24 h | >500 | >500 | >500 | 125 | >500 | 62,5 | 500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | 62,5 | >500 | >500 | >500

CcP 24 h | >500 | >500 | >500 | 500 | >500| 62,5 | 500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500

CT 24 h | >500 | >500 | >500 | 500 | >500| 62,5 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500

AF 24 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | >500 | >500

AFla 24 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500

AC 24 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 31,25 | >500 | >500 | >500

48 h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 62,5 | >500 | >500 | >500

- 72h | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 62,5 | >500 | >500 | >500

120 h| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 62,5 | >500 | >500 | >500

Tab. 13 MIC Standardov (amfotericin B, flukonazol, vorikonazol) od¢itané po 24 hodinach pre kmene
Candida a po 48 hodinach pre ostatné kmene hub

Kme (kod) Standard - MIC [umol/l]
AMF-B | FLU | VOR
CA 0,5 >32 | >16
CK 1 >32 | 05
CP 0,5 16 8
CT 1 16 | >16
AF 1 >32 1
AFla 8 >32 | >16
AC 0,5 >32 | >16
TI 2 32 | >16
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4 DISKUSIA

Tato diplomova praca je zamerana syntézu 5-substituovanych 3-(pyrazin-2-yl)-
1,2,4-oxadiazolov. Tuberkulostaticku aktivitu u pyrazin-2-yl-1,2,4-oxadiazolov ako prvi
popisali Pancechowska-Ksepko a kol. [54]. Okrem tychto syntéz boli realizované reakcie

na pripravu methanon-oximov.

Pre syntézu substituovanych oxadiazolov boli vyuzité nasledujice reakcie:

1. Reakcie karboximidamidu s anhydridmi karboxylovych kyselin

Ako medziprodukt pre syntézu danych derivatov bol pouzity N-hydroxypyrazin-
2-karboximidamid, ktory bol pripraveny postupom uvedenym v diplomovej praci Katirtzi
[4]. Tieto syntézy navazuju na diplomovu pracu Dzamovej [7], ktora pripravila sériu
3-(5-alkylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazolov s réoznymi alifatickymi retazcami
na pyrazinovom jadre. V tejto praci boli pripravené derivaty s nesubstituovanym
pyrazinom a naopak, alifatické alebo aromatické retazce boli naviazané

na 1,2,4-oxadiazolové jadro.

Cyklizacia amidoximu s anhydridom karboxylovych kyselin prebiehala v xyléne
patentovanym postupom podla Fanshawe a Safira [52]. Tymto postupom bolo UspesSne
pripravenych pat derivatov (OX-0b, OX-Oc, OX-0e, OX-0f, OX-0g) v dobrych az
vybornych vytazkoch (54—93 %). Jedinou vynimkou bol derivat Ox-0d, ktory sa danym
postupom nepodarilo pripravit. Reakciou vznikla zmes Styroch latok, ktoré boli
separované pomocou flash chromatografu. Z hlavnej frakcie bolo ziskanych 1,75 g Zltej
olejovitej latky, ktora v chlade vykrystalizovala, no NMR analyza nepotvrdila totoZnost
danej latky. Na zaklade porovnania retenénych faktorov na TLC sa zistilo, Ze jednu
frakciu tvorilo zbytkové mnozstvo vychodzej latky (0,18 g N™-hydroxypyrazin-
2-karboximidamidu). Ostatné frakcie boli v malom mnozZstve, ktoré neumozrovalo ich
identifikaciu. Syntéza bola preto opakovana, ale za inych reakénych podmienok — bez
pritomnosti rozpustadla a v nadbytku kvapalného anhydridu. Bol pouZity postup podla
Clarka [56]. Nezreagovany anhydrid bol odstraneny pridanim vodného roztoku amoniaku

do neutralneho pH. Na odstranenie vody z reakénej zmesi bol pridany toluen.

VSetky pevné nasyntetizované latky boli po chromatografickej separacii
rekrystalizované z bezvodého ethanolu. OX-0d a OX-0g boli rekryStalizované dvakrat,
pretoZze elementarna analyza ukazala pritomnost necistét po prvej rekrystalizacii.
Kvapalné latky OX-Ob a OX-Oe boli Cistené len flash chromatografiou, nasledne
s vyuzitim HPLC bola potvrdena 98% Cistota u oboch latok.
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Derivaty s postrannym alifatickym retazcom OX-0b, OX-Oc, OX-0d, OX-Oe
a OX-0g mali po odpareni rozpustadla charakter olejovitych latok. Po ulozeni
do chladni¢ky dosSlo u OX-Oc, OX-0d a OX-0g ku krystalizacii. Tieto derivaty mali
nerozvetveny postranny retazec (ethyl, propyl, chlérmethyl). Derivaty OX-0b a OX-0e
ostali aj pri zniZeni teploty v kvapalnom stave. Je mozné, Ze za ich kvapalné skupenstvo
zodpoveda postranny rozvetveny alifaticky retazec (OX-0b terc-butyl, OX-0e isopropyl),
ktory je ich spolo¢nym Struktirnym znakom. Pre overenie tejto hypotézy by bolo vhodné
pripravit aj iné derivaty s rozvetvenym retazcom. Derivat s postrannym aromatickym
retazcom OX-0f jediny nemal charakter olejovitej latky, ale kryStalizoval hned
po odpareni rozpusStadla. Za tieto vlastnosti su pravdepodobne zodpovedné rdzne

postranné retazce derivatov.

Lipofilita latok bola charakterizovana pomocou hodnét rozdelovacieho
koeficientu (log P), vypoditanych v programe ChemDraw 17.1. Hodnoty log P tychto
OX-0c s ethylovym zvySkom, hodnoty log P sa zvy$uju s predizujicou sa dizkou
alifatického retazca alebo jeho rozvetvenim, so zavedenim halogénu a aromatu, ¢o
vyobrazuje Tab. 14. V$etky derivaty svojou hodnotou log P spifiaju Lipinského pravidlo
piatich [57].

2. Reakcie karboximidamidu s karboxylovymi kyselinami

Ako medziprodukt pre syntézu danych derivatov bol pouZity N'-hydroxypyrazin-
2-karboximidamid, ktory bol pripraveny znamym postupom [4]. Tieto syntézy navazuju
na diplomovu pracu Koléarkovej [6], ktora realizovala jednu reakciu s alifatickou a jednu
s aromatickou karboxylovou kyselinou. U reakcie s kyselinou propiénovou bolo z NMR
spektra zistené, Ze sa jedna o zmes obsahujucu prevazne alifatické zlu¢eniny. Reakciou
s kyselinou 3-nitrobenzoovou vznikol oc€akavany produkt, ktory bol nasledne
charakterizovany NMR spektrom a teplotou topenia. Z tohto dévodu boli v tejto praci

pouzité len aromatické karboxylové kyseliny.

Derivaty OXDI-0v, OX-15, OX-17 a OX-18 boli syntetizované postupom podla
Deeganovej [58]. Boli pouzité trojnasobné latkové mnozstva reaktantov a trojnasobné
mnozstva roztokov na premyvanie organickej vrstvy oproti mnozstvam uvedenym
v danom postupe. Syntéza vyuziva CDI na aktivaciu karboxylovych kyselin, ktoré
nasledne reaguju s prislusnym amidoximom v prostredi DMF. Zahrievanim vzniknutych

acyl amidoximov dochadza k dehydratacii a vytvoreniu 1,2,4-oxadiazolového cyklu.

Latky OX-15, OX-17 a OX-18 sa podarilo pripravit v nizSich vytazkoch

(32—47 %). Tieto latky boli vyCistené na flash chromatografe, z dévodu nizSich
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praktickych vytazkov neboli rekryStalizované. Elementarnou analyzou bolo preukazané,

Ze chromatograficka separacia bola pre poZzadovanu Cistotu postacujuca.

ProblematickejSia bola syntéza latky OXDI-Ov. V pdvodnom postupe [58] autori
uvadzaju ako spdsob ziskania produktu z DMF pridanie vody a vytrepanie produktu
do organickej fazy a jej nasledné precistenie vodou a roztokmi kyseliny chlorovodikovej,
hydrogenuhli¢itanu sodného a chloridu sodného, v uvedenom poradi. Tymto sp6sobom
bol z organickej vrstvy ziskany 1 mg latky. Z takého mnozstva nebolo mozné realizovat
NMR ani elementarnu analyzu, ktoré by zistili totoznost latky, pravdepodobne sa vSak
jednalo o vedlajsSi produkt. Hned po pridani vody do DMF doslo k precipitacii latky v tejto
vodnej vrstve. Po prefiltrovani bolo ziskanych 20,3 mg (vytazok 6 %) latky, ¢o bolo
mnozstvo postacujice na zmeranie teploty topenia a NMR analyzu. Podla '"H NMR
spektra sa pravdepodobne jedna o syntetizovanu latku, no niektoré signaly mohli

odpovedat pritomnym necistotam.

KedZe uvedeny postup nebol pre tuto reakciu Uspesny, boli hfadané iné spbsoby
odstranenia DMF z reakénej zmesi. Na sieti Research Gate [59] popisuje Shailesh
Natvarbhai Mistry postup pre izolovanie vzniknutého produktu z DMF. Pre menSie
objemy DMF staci toto rozpustadlo zriedit vodou a mieSat na magnetickej mieSacke
po dobu 15 minut. Vzniknuty produkt bud precipituje ako krystalicka latka vo vodnej faze,
z ktorej sa odfiltruje a premyje vodou, alebo ostava vo forme oleja, ktory je nutné
vytrepat do organického rozpustadla. Na odstranenie rezidui DMF je nutné organicku
fazu premyt vodou a nasytenym roztokom chloridu sodného. DalSie pripravené latky
OX-15, OX-17 a OX-18 neprecipitovali vo vodnej zlozke, a preto boli vytrepané
do ethyl-acetatu, ktory bol precisteny vodou, roztokmi kyseliny chlorovodikovej
a hydrogénuhliitanu sodného a nasytenym roztokom chloridu sodného, ako uvadza

v postupe syntézy Degaanova [58].

Syntéza OXDI-Ov bude opakovana za uUc€elom ziskania produktu s vy$Sim
praktickym vytazkom, aby bolo mozné otestovat' aj jeho biologicku aktivitu. Je mozne,
Ze produkt bol nespravne izolovany, nakolko bol o¢akavany jeho vyskyt v organicke;j
faze. Mistry vo svojom postupe na Research Gate [59] zaroven uvadza, ze DMF je
vhodné zriedit' 10-nasobnym mnozstvom vody, ¢o nebolo dodrzané. Dodrzanie tychto

podmienok by mohlo viest k lepSiemu vysledku.

Lipofilita latok bola charakterizovana pomocou hodnét rozdelovacieho

koeficientu. NajnizS§iu hodnotu log P=0,79 ma latka OXDI-Ov s pyridinovym
substituentom. Derivaty OX-15, OX-17, OX-18 su lipofilnejSie, ich hodnoty log P sa
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pohybuji v rozmedzi 2,38-3,34 (Tab. 14). VSetky derivaty svojou hodnotou log P spifiaju
Lipinského pravidlo piatich [57].

Tab. 14 Hodnoty log P vypocitané programom ChemDraw 17.1 Zoradené vzostupne podla hodnoty log P

Latka Struktura R log P
OXDI-0v pyridin 0,79
OX-0c ethyl 1,32
OX-0g chlérmethyl | 1,38
OX-0d N-O propyl 1,74
OX-0e | N M )—R isopropyl 1,8
OX-0f [ j/kN fenyl 213
OX-17 N methoxybenzyl | 2,38
OX-0b terc-butyl 2,43
OX-15 benzyl 2,51
OX-18 brémbenzyl 3,34

3. Reakcie karbimidoylchloridu s karbonitrilmi

Medziproduktom pre tieto reakcie bol N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid,
ktory bol pripraveny postupom uvedenym v diplomovej praci Harikovej [5]. Pripraveny
chlorid mal vy38iu teplotu topenia ako uvadza vo svojej praci Harikova (160 °C,
ref. 130 °C), no jeho totoZnost’ bola potvrdena elementarnou analyzou a porovnanim
retencnych faktorov so Standardom na TLC. Rozdiel v teplotdch mohol byt spésobeny
pritomnostou zbytkového mnoZstva vody alebo nedistoty, ktoré mézu znizit' teplotu

topenia.

Pripraveny N'-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid bol pouzity na reakcie
s alkylovanymi pyrazinkarbonitrilmi s vyuZzitim postupu podla Sangepu [60]. Autori ako
rozpustadlo pouZili benzén, ten bol v tejto praci z dévodu kancerogenity nahradeny
za toluén. Nie je vylu€ené, ze zmena rozpustadla modze byt pricinou vzniku inych, ako
oCakavanych produktov. Pre porovnanie je mozné uviest reakcie N'-hydroxypyrazin-
2-karboximidamidu s anhydridmi karboxylovych kyselin v prostredi toluénu v praci
Katirtzi [4] a v prostredi xylénu v tejto praci (3.1.2). V toluéne nedoslo k zacykleniu
na 1,2,4-oxadiazol, zatial ¢o v xyléne ano. Pre overenie tejto hypotézy by bolo vhodné

reakcie zopakovat' v inom rozpustadle.
4. Reakcie karbonitrilu s aldehydmi

Dvojstupfiovi syntézu 1,2,4-oxadiazolov v mikrovinnom reaktore realizovala
Kolcarkova [6] vo svojej praci, ktorej danou reakciou vznikali Schiffove bazy. V tejto praci
bol pouzity rovnaky postup podfa Adiba [61], ktorého hlavnou vyhodou je kratka reakéna
doba (1 minuta prvy krok premeny nitrilu na karboximidamid, 3 minuty druhy krok

premeny karboximidamidu na 1,2,4-oxadiazol). Kol¢arkova upravila reakéné podmienky
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v pévodnom postupe — jednu reakciu realizovala ako jednostupnovu syntézu s vyuzitim
karboximidamidu ako vychodzej latky, dalSie reakcie realizovala pri inej teplote a po inu
dobu. Cielom tejto prace bolo realizovat syntézu za rovnakych podmienok, ako su

uvedné v praci od Adiba a kol.

Reakcia bola opakovana celkom trikrat — prvykrat sa nepodarilo vzniknutd zmes
latok odseparovat’ na flash chromatografe z dévodu pristrojovej chyby a druhykrat
reakéna doba a teplota podfa pévodného postupu od Adiba (1 min, 100 °C pre vznik
medziproduktu; 3 min, 150 °C pre vznik finalneho produktu) nebola dostacujuca, TLC
analyzou bola zistena pritomnost nezreagovanej vychodzej latky a nezreagovaného
medziproduktu. Tretikrat bola reakéna doba zvySena na 5 minut a teplota na 150 °C
u oboch reakcii, pretoze pouzity mikrovinny reaktor s fokusovanym polom dosahoval

maximalny vykon 300 W, naproti tomu autori pouZili reaktor s vykonom 600 W.

Jednotlivé kroky syntézy boli kontrolované TLC. V prvom kroku syntézy bola
porovnanim so Standardom na TLC doske potvrdena pritomnost N'-hydroxypyrazin-
2-karboximidamidu, ktory vznikol reakciou pyrazinkarbonitrilu s hydroxylaminom.
K tomuto medziproduktu bol v druhom kroku syntézy pridany benzaldehyd, priCom
dals§im zahrievanim malo ddjst k zacykleniu na 1,2,4-oxadiazol. Po deleni zmesi na flash
chromatografe boli ziskané Styri frakcie vo velmi malych vytazkoch (60 mg, 20 mg,

50 mg, 50 mg), u ktorych NMR spektrum neodpovedalo hladanej latke.

Pre syntézu methanon-oximov boli vyuzité nasledujice reakcie:

Reakcie navazuju na pracu Harikovej [5]. Ako vychodzia latka bol pouZity
pripraveny N-hydroxypyrazin-2-karbimidoylchlorid. Ciefom reakcii bolo pripravit rézne
substituované methanon-oximy (MOR-2, HEP-0) jednostupfiovou syntézou podla
Andrs$a [62] v mikrovinnom reaktore. Latku MOR-2 UspeSne pripravila Harikova [5]
odliSnym postupom, v inertnom prostredi a v bezvodom dioxane. Jedna sa o laboratérne
naro¢nu syntézu, preto cielom tychto reakcii bolo najst fungujucu jednoduchsiu metddu

syntézy, ktorou by bolo mozné pripravit dalSiu sériu derivatov.

Reakcie prebiehali v prostredi terc-butanolu a ako reaktanty boli pouzité morfolin
(MOR-2) a 1-(2-hydroxyethyl)piperazin (HEP-0). Andr§ vo svojom postupe uvadza
zahrievanie v mikrovinnom reaktore po dobu 1 hodiny, tato doba bola skratena
na 10 minut. Ihned po pridani morfolinu do reakénej zmesi doSlo k prudkej reakcii
sprevadzanej unikom plynu a s€ernanim zmesi. Z toho dévodu bol reakény Cas skrateny
a reakcia bola ukon¢ena na zéklade TLC, ktora potvrdila nepritomnost vychodzej latky.
Po vycisteni na flash chromatografe boli ziskané tri frakcie, NMR analyza nepotvrdila

totoznost  oCakdvaného  produktu v Ziadnej ztychto frakcii. U reakcie

59



s 1-(2-hydroxyethyl)piperazinom nedoslo k tak burlivej reakcii ako u morfolinu, napriek
tomu bola reakcia ukonéena po 15 minutach na zaklade TLC, ktora opat potvrdila
nepritomnost vychodzej latky. VyCistenim zmesi na flash chromatografe boli ziskané dve

frakcie, no NMR analyza nepotvrdila totoZnost’ o€akavanej latky ani v tomto pripade.

Zhodnotenie biologickej aktivity:

VSetky pripravené zlu€eniny boli testované na antibakterialnu, antifungalnu
a antimykobakterialnu aktivitu proti M. smegmatis a M. aurum a M. tuberculosis H37Ra,
ktora bola vyhodnotena na Katedre biologickych a lekarskych vied. Antimykobakterialna
aktivita proti M. tuberculosis H37Rv, M. avium a M. kansasii bola vyhodnotena

vo Fakultnej nemocnici v Hradci Kralové.

5-Chlérmethyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0g) vykazoval stredne dobru
az slabu antimykobakterialnu aktivitu v porovnani so Standardmi. NajvyraznejSie
inhiboval rast M. kansasii (OX-0g 25 ug/ml; INH 12,5 ug/ml), M. avium (OX-0g 25 ug/ml;
INH 12,5 pg/ml) a M. aurum (OX-Og 15,63 ug/ml; INH 3,91 pg/ml). Aktivita vocCi
M. smegmatis (OX-0g 125 pg/ml; INH 15,63 ug/ml) a M. tuberculosis H37Rv (OX-0g
25 pg/ml; INH 0,2 pg/ml) bola slaba. Aktivita voCi atenuovanému kmenu M. tuberculosis
bude testovana. V porovnani s rifampicinom a ciprofloxacinom bol inhibiCny efekt

na M. aurum a M. smegmatis eSte niZSi ako v porovnani s isoniazidom.

Tato latka vykazovala zaroven antifungalny ucinok na niektoré testované kmene
hab. V porovnani s amfotericinom-B je tato aktivita slaba, no v porovnani s flukonazolom
a vorikonazolom je pomerne dobra. NajvyraznejSie inhibovala latka rast C. krusei
(OX-0g 62,5 pmol/l; FLU >32 pmol/l), A. corymbifera (OX-0g 31,25 pmolll,
po 48 hodinach zvySenie na 62,5 pmol/l; FLU >32 pmol/l;, VOR >16 pumol/l)
a T. interdigitale (OX-0g 62,5 ymol/l; FLU 32 pmol/l; VOR >16 pmol/l). Naopak,
zanedbatelnu aktivitu mala voci C. albicans (500 pymol/l) a A. flavus (500 pmol/l) a velmi
slabu aktivitu voc&i A. fumigatus (250 pmol/l). Hodnota MIC voci C. parapsilosis
a C. tropicalis bola po 24 hodinach 62,5 uymol/l, no po 48 hodinach aktivita poklesla
(250 pmol/).

5-Terc-butyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0b) vykazoval stredne dobru
aktivitu na M. smegmatis (OX-0b 62,5 ug/ml; INH 15,63 pg/ml; RIF 12,5 pg/ml) a slabSiu
na M. aurum (OX-0b 31,25 pg/ml; INH 3,91 yg/ml; RIF 0,39 pg/ml). Aktivita voci ostatnym

kmenom mykobaktérii bude otestovana.

5-(4-Brémbenzyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-18) vykazoval stredne
dobru antimykobakterialnu aktivitu na M. avium (OX-18 50 pg/ml; INH 25 ug/ml) a slabu
na atenuovany kmen M. tuberculosis H37Ra (OX-18 31,25 pg/ml; INH 0,25 pg/ml),
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M. aurum (OX-18 125 pg/ml; INH 3,91 pg/ml) a M. smegmatis (OX-18 62,5 pg/ml;
INH 7,81 pg/ml).

Aktivne derivaty vykazuju selektivnu antimykobakterialnu aktivitu, Zziadna
pripravena latka nevykazovala inhibicnu aktivitu voCi ostatnym bakterialnym ani
fungalnym kmefiom. Vynimkou je derivat s chlormethylovym retacom (OX-0g), ktory mal
ako jediny zaroveh dobru antifungalnu aktivitu. Vyznamnu antimykobakterialnu aktivitu
mali celkovo tri latky, derivat s chlérmethylovym retazcom (OX-0g), s 4-brombenzylovym
retazom (OX-18) a s terc-butylovym retazcom (OX-0b).

Tab. 15 Prehlad latok pripravenych v ramci tejto prace a v pracach inych Studentov, u ktorych bola
testovana biologicka aktivita

Dzamova [7] Kolcarkova [6] Tato praca
N-Q N-O R N-O
JIN\]/QN% [Nj/’k,\%\@ [NjXN%R
Substituenty R Sustituenty R Sustituenty R
alkyl fenyl substituovany | alkyl aryl
e rozvetveny v réznych polohach | erozvetveny o fenyl
e nerozvetveny e CH3 e nerozvetveny e benzyl
*NO: e halogenovany » nesubstituovany
¢ OCHjs (Cl) = substituovany
o Cl (OCHes, Br)

Pripravené derivaty s nerozvetvenym alifatickym uhlovodikovym retazcom
naviazanym na 1,2,4-oxadiazolovom kruhu boli neaktivne. Derivaty, ktoré syntetizovala
Dzamova [7] boli substituované rézne dlhym alifatickym retazcom na pyrazinovom jadre
(Tab. 15). NajlipofilnejSie derivaty s najdlhdimi alkylovymi retazcami (pentyl, hexyl) boli
slabo aktivne len vo&i M. smegmatis (MIC 125 ug/ml). PrediZzenie retazca viedlo
k zvySeniu antimykobakterialnej aktivity, no v porovnani so Standardmi je aktivita tychto
derivatov slaba. PredlZzovanie retazca na pyrazinovom ani 1,2,4-oxadiazolovom kruhu

vyznamne nezvysuje antimykobakterialnu aktivitu latok.

Jeden pripraveny derivat s rozvetvenym retazcom (OX-Oe, isopropyl) bol
neaktivny, druhy (OX-0Ob, terc-butyl) mal dobru aktivitu voli M. smegmatis
(MIC 62,5 pg/ml), a M. aurum (MIC 31,25 pg/ml). Z tejto série latok je terc-butylovy
derivat najlipofilnejdi (Tab. 14), ¢o pravdepodobne zohrava ulohu v jeho aktivite.
Derivaty s rozvetvenymi alkylovymi retazcami na pyrazine (terc-butyl, isobutyl,
isopropyl), ktoré syntetizovala Dzamova [7], nemali vyznamnu aktivitu. Naproti tomu,

derivat s terc-butylom na 1,2,4-oxadiazolovom cykle (OX-Ob) mal dobru
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antimykobakterialnu aktivitu. Lokalizacia tohto retazca na 1,2,4-oxadiazolovom kruhu sa

z hladiska aktivity javi ako vyhodnejSia.

Halogenovany derivat (OX-0g, chlérmethyl) bol naju€innejsi z latok s postrannym

alifatickym retazcom. Zavedenie halogénu zvySuje antimykobakterialnu aktivitu.

Derivat s nesubstituovanym fenylom (OX-0f) na 1,2,4-oxadiazolovom jadre nebol
aktivny. KolCarkova [6] pripravila derivaty so substituovanym fenylom naviazanym
taktiez na 1,2,4-oxadiazolovom kruhu (Tab. 15). Substiticia chlérom v polohe 2 viedla
k derivatu aktivnemu proti M. smegmatis (MIC 62,5 ug/ml) a M. aurum (MIC 125 ug/ml).
Presun chléru do polohy 4 viedol k strate antimykobakterialnej aktivity. Derivaty
s methylom, methoxyskupinou a nitroskupinou na fenyle nemali antimykobakterialnu
aktivitu. Pre antimykobakterialnu aktivitu je opat dbélezita substitiucia halogénom, pricom
ulohu v aktivite zohrava aj jeho poloha. Derivat s methoxyskupinou bol uc€inny

na testované kmene kvasiniek porovnatelne s flukonazolom.

Derivaty s benzylom na 1,2,4-oxadiazolovom kruhu mali uréitu
antimykobakterialnu aktivitu. Derivat s nesubstituovanym benzylom (OX-15) a derivat
s benzylom substituovanym methoxyskupinou (OX-17) mali velmi slabu aktivitu vodi
M. smegmatis (MIC 250 pg/ml), methoxyderivat aj vo¢i M. aurum (MIC 250 pg/ml).
Substitucia methoxyskupinou neviedla k zvy3eniu antimykobakterialnej aktivity,
podobne ako u Kol¢arkovej [6]. Derivat s 4-methoxyfenylovym substituentom bol
antifungalne aktivny, naproti tomu derivat s 4-methoxybenzylovym nie. Zavedenim
brému na benzylovy zvy3ok v polohe 4 (OX-18) doslo k zvySeniu antimykobakterialnej
aktivity. Pre zhodnotenie vplyvu polohy halogénu na aktivitu by bolo vhodné syntetizovat

dalSie polohové izoméry.

NajaktivnejSie zlu€eniny mali vo svojej Struktire zavedeny halogén (OX-Og
chlérmethyl, OX-18 4-brombenzyl), podobne jediny antimykobakterialne aktivny derivat
u Kol¢arkovej bol halogenovany. Halogenacia molekuly zohrava doélezitu ulohu
v antimykobakterialnej aktivite, nezvySuje vSak antibakterialnu aktivitu na iné kmene
baktérii. Antifungalne bol aktivny len derivat OX-0g s postrannym alifatickym
halogenovanym retazcom. Derivaty s postrannym aromatickym halogenovanym

retazcom nemali antifungélnu aktivitu.
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5 ZAVER

Bolo pripravenych devat derivatov 1,2,4-oxadiazolu substituovaného v polohe 3
vzdy pyrazinom av polohe 5 réznymi substituentmi. Sest latok nebolo doteraz
popisanych v literature. Popisané boli OX-Oc [52], OX-0f [53, 54] a OX-0g [54, 55].
V&etky pripravené latky boli charakterizované teplotou topenia, NMR a IC spektrom a ich
Cistota bola overena elementarnou analyzou alebo vysokoucinnou kvapalinovou

chromatografiou.

e 5-ethyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0c)

o 5-propyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0d)

o 5-isopropyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0e)

o 5-fenyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0f)

e 5-chlormethyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0g)

o 5-terc-butyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0b)

e 5-benzyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-15)

o 5-(4-methoxybenzyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-17)
o 5-(4-brombenzyl)-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-18)

NajvysSie vytazky poskytovali reakcie s anhydridmi karboxylovych kyselin
v prostredi xylénu. O nieCo horsie praktické vytazky poskytovali reakcie s karboxylovymi
kyselinami s vyuzitim CDI. Ich nevyhodou bola aj naro¢nejSia extrakcia produktu z DMF
a pomerne dlha doba syntézy (10 hodin). Reakcie s karbonitrilmi a reakcia s aldehydom
prebiehajuca v mikrovinnom reaktore neviedli k vzniku o€akavanych 1,2,4-oxadiazolov.

Nepodarilo sa pripravit ani methanon-oximy.

Aktivne derivaty vykazovali selektivhu antimykobakterialnu aktivitu, neboli u¢inné
voCi ostatnym bakterialnym ani fungalnym kmerfiom. Vynimkou je derivat OX-0g, ktory

ako jediny vykazoval popri antimykobakterialnej aktivite aj dobry antifungalny ucinok.

Tri latky mali stredne dobru antimykobakterialnu aktivitu (OX-18, OX-0b, OX-0g)
na viaceré kmene mykobaktérii. NajucinnejSou latkou z pripravenych derivatov je
5-chlérmethyl-3-(pyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol (OX-0g), ktory je do ur€itej miery aktivny
na vSetky kmene mykobaktérii. NajvyraznejSi inhibicny efekt mal tento derivat
na M. kansasii a M. avium, ktory bol o polovicu nizsi oproti isoniazidu. OX-0g je jediny
derivat s antifungalnou aktivitou na niektoré testované kmene hub, na A. corymbifera

mal efekt ekvipotentny Standardnému flukonazolu.

Ostatné pripravené derivaty nemali vyznamnu antibakterialnu ani antifungalnu

aktivitu.
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