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ABSTRAKT

Tématem této diplomové prace je syntéza derivatli oxadiazolu a jejich prekurzort jako
potencialnich 1é¢iv neurodegenerativnich chorob a jejich nasledné hodnoceni predevsim jako

potencialnich inhibitorti cholinesteraz (CHE).

Teoreticka Cast této prace se veénuje Alzheimerové chorobé, predevSim jeji patofyziologii,
diagnostice a 1écb¢. Dale se zabyva také inhibitory CHE, které jsou jiz klinicky vyuzivang,
inovym strukturdam s potencidlem mit v budoucnu klinické vyuziti. Také se vénuje

oxadiazolovému fragmentu, jeho chemickym i biologickym vlastnostem.

V ramci experimentalni prace byly nasyntetizovany derivaty 1,3,4- a 1,2,4-oxadiazolu, které se
lisily kromé typu oxadiazolu také jejich substituci. Tyto latky byly pfipravené pomoci cyklizace
prekurzora, které byly také pfipraveny a otestovany. U 1,3,4-oxadiazoli byla otestovana krome
jejich inhibi¢ni aktivity vii¢i acetylcholinesteraze (AChE) a butyrylcholinesteraze (BuChE)
také jejich moznd antimykobakteridlni, antibakteridlni a antifungalni aktivita. U 1,2,4-

oxadiazolll byla prozatim otestovana pouze jejich inhibi¢ni aktivita proti AChE a BuChE.

Celkem bylo syntetizovano dvacet dva latek a vytézky téchto syntéz byly v rozmezi 21-97 %.
Latkou, ktera méla nejnizsi hodnotu ICso pro AChE, byl 2-(3-nitrofenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,3,4-
oxadiazol, konkrétn€ bylo naméteno 6,68 uM. Nejnizsi ICso pro BuChE bylo naméteno u latky
5-(3,5-dinitrofenyl)-3-(pyridin-3-yl)-1,2,4-oxadiazol, a to 45,09 uM. Latka s nejnizsi hodnotou
minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) pro mykobakterie, bakterie 1 houby byl 2-(2,4-
dinitrofenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazol, konkrétn€ s hodnotami MIC od 2 puM pro
mykobakterie, 7,81 pM pro bakterie a 125 uM pro houby, pfi€emz vétSina zbyvajicich

slou€enin byla antimikrobialné netc¢inna.
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ABSTRACT

The topic of this thesis is the synthesis of oxadiazole derivatives and their precursors as
potential therapeutics for neurodegenerative diseases, and their evaluation primarily as potential

inhibitors of cholinesterases (CHE).

The theoretical part of this thesis focuses on Alzheimer's disease, particularly its
pathophysiology, diagnosis, and treatment. It also discusses CHE inhibitors that are already
clinically used, as well as new structures with potential for future clinical use. Additionally, it

addresses the oxadiazole fragment, its chemical and biological properties.

In the experimental work, derivatives of 1,3,4- and 1,2,4-oxadiazoles were synthesized, which
differed not only in the type of oxadiazole but also in their substitution. These substances were
prepared by the cyclization of precursors, which were also prepared and tested. For 1,3,4-
oxadiazoles, besides their inhibitory activity against acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BuChE), their potential antimycobacterial, antibacterial, and antifungal
activities were tested. For 1,2,4-oxadiazoles, so far, only their inhibitory activity against AChE

and BuChE has been tested.

A total of twenty-two substances were synthesized, and the yields of these syntheses ranged
from 21-97%. The compound with the lowest ICso value for AChE was 2-(3-nitrophenyl)-5-
(pyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazole, specifically measured at 6.68 uM. The lowest ICso for BuChE
was measured for the compound 5-(3,5-dinitrophenyl)-3-(pyridin-3-yl)-1,2,4-oxadiazole, at
45.09 uM. The compound with the lowest minimum inhibitory concentration (MIC) values for
mycobacteria, bacteria, and fungi was 2-(2,4-dinitrophenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazole,
with MIC values from 2 uM for mycobacteria, 7.81 uM for bacteria, and 125 uM for fungi,

while most of the remaining compounds were antimicrobial inactive.
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Acetylcholinesterase, Alzheimer's disease, butyrylcholinesterase, hydrazinecarboxamides,

chemical synthesis, cholinesterase inhibition, oxadiazoles.
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1 UVOD

Alzheimerova choroba (AD) je velmi zavazné a zdkeiné onemocnéni, které je nejcastéjsi
pricinou demence. Ukazuje se, ze do roku 2050 se pocet lidi, trpicich timto onemocnénim,
v Evrop¢ zdvojnasobi a celosvétove ztrojnasobi. V aktualni dobé nemame zadny kauzalni 1€k,
ktery by dokazal toto onemocnéni vylécit. Proto je dualezité 1épe poznat zdkladni patologii
tohoto onemocnéni a hledat kauzalni 1éky modifikujici toto onemocnéni. Zaroven je dulezité

zkoumat nové metody diagnostiky, které by zajistily v€asné odhaleni a 1é¢eni AD. [1]

V soucasné dob¢ se v 1é€bé AD vyuzivaji symptomaticka l1é¢iva upravujici cholinergni systém.
Hledaji se dalsi struktury, které by svym uc¢inkem mohly pfekonat aktualné pouzivané latky.
Oxadiazoly se v poslednich letech staly pfedmétem mnoha vyzkumi diky svym moznym
antibakterialnim, antifungalnim a antivirovym ucinktim a a¢inktim pfti 1é¢bé AD. Sviij vyznam

ve farmacii maji predevsim 1,3,4- a 1,2,4-oxadiazoly. [2], [3], [4]



2 TEORETICKA CAST

2.1 ALZHEIMEROVA CHOROBA

AD je progresivni neurodegenerativni onemocnéni spojené s tvorbou amyloidnich plakt

a neurofibrilarnich klubicek v mozku. [5]

2.1.1 Patofyziologie

Jesté pied samotnym projevem nemoci dochazi v preklinické ¢asti onemocnéni ke zménam
v neuronech, mikrogliich a astrogliich. Mezi hlavni patologické znaky spojené praveé s AD patii
vyskyt amyloidnich plakii a neurofibrildrnich klubicek. Tyto patologické procesy pfispivaji
k neurodegeneraci a nasledné ztraté spojeni mezi jednotlivymi neurony a také k ubytku az

k Gplné ztrat€ neuronti. [1], [6]

Amyloidni plaky, které¢ se kumuluji mimo nervovou bunku, jsou ptredev§im slozeny
z nerozpustného, abnormalné€ svinutého beta-amyloidu. Beta-amyloid je peptid, ktery je slozen
ze 40, ptipadné¢ 42 aminokyselin. Oba typy jsou produkty metabolismu amyloidového

prekurzorového proteinu. [6], [7]

Neurofibrilarni klubicka se tvoti uvniti nervovych bunék a tvoii je parové helikélni filamenty,
které se skladaji z hyperfosforylovaného tau-proteinu. Fyziologicky tau-protein v mozku
obsahuje na 1 mol proteinu 2 az 3 moly fosfatu ajeho funkce je stabilizace vazby
k mikrotubuliim, které se diky nému mohou pojit s dal§imi cytoskeletalnimi komponentami.
Zména mnozstvi 1 struktury fyziologického tau-proteinu mize vést k destabilizaci mikrotubull
a kezvySeni mnozstvi nenavdzaného tau-proteinu a kjeho hyperfosforylaci. Oproti
fyziologickému je hyperfosforylovany tau-protein v mozku lidi trpicich AD nejméné ttikrat az
ctytikrat vice fosforylovan. Stupen fosforylace podpoti rozvlaknéni proteinu a jeho spojeni do
jiz zminénych parové helikdlnich filament a mé tim padem vliv na jeho biologickou aktivitu.

[6], [7]

Kromé amyloidnich plakl a neurofibrildrnich klubi¢ek maji vliv na vznik AD také zanétlivé
procesy v mozku, zmény v cévach, starnuti a dysfunkce glymfatického systému, jehoz tkolem

je odstranovat odpadni latky z mozku. [1]

Zasadni vliv na patofyziologické procesy pii AD ma také oxidacni stres, ktery vznika
nerovnovahou mezi produkci reaktivnich kyslikovych radikald a schopnosti antioxidacnich

obrannych mechanismi. Vici oxidacnimu stresu jsou citlivé mozkové membranové fosfolipidy



sloZzené z nenasycenych mastnych kyselin, ale také proteiny. Oxidacni stres tak mize ovlivnit

enzymy, které jsou dilezité pro funkce neuront a glii. [8]

2.1.2 Rizikové faktory a genetika

Mezi hlavni rizikové faktory, které mohou ptispét k AD, patii pokroc€ily vek (osoby starsi nez
65 let), zenské pohlavi, nezdravy zivotni styl a kardiovaskularni rizikové faktory. Pii studii na
dvojcatech bylo zjisténo, Ze riziko AD je z 60-80 % zavisla na dédi¢nych faktorech. Jako druhy
nejdulezitéjsi rizikovy faktor pro AD je pritomnost alely pro apolipoprotein E4 (ApoE4). U lidi
nesoucich jednu alelu pro ApoE4 je riziko vzniku AD 29 % a u lidi, ktefi nesou ob¢ alely, je

riziko 83 %. [1], [7], [9]

Mezi dalsi rizikové faktory patii nizsi stupen dosazeného vzdélani v mladém veku, trazy hlavy
v minulosti nebo také perinatalni faktory, mezi které patii napiiklad porodni véha a prenatalni
vyziva. Vliv na vznik AD maji také faktory ovliviiujici vyvoj mozku v raném véku, jako jsou

rust hlavy a vyziva. [7], [10]

2.1.3 Pribéh AD

Pribéh AD se da rozdélit do Ctyt stadii. V pribéhu prvniho stadia, které je asymptomatické,
dochazi k nartistu mnozstvi amyloidu v mozku. Prvni klinické projevy se za¢inaji objevovat
ve druhém, tzv. lehkém stadiu onemocnéni, ke kterému dochazi piiblizné¢ po deseti letech od

zacatku onemocnéni. Projevuje se to mirnymi poruchami kognitivnich funkei. Nemocni jsou si

vvvvvv

[11]

Po asi ¢tyfech letech dochazi k progresi na tieti, sttedné té¢zké stadium. V prabehu tohoto stadia

dochazi k vyznamné ztraté sobéstacnosti a je potieba trvaly dohled nad nemocnym. [7], [11]

Po pfiblizn¢ tfech letech dochazi k poslednimu, téZkému stadiu nemoci, kdy nemocny
nepoznava své nejblizsi a ztraci schopnost komunikovat. Kvili vzniklé ztraté pohyblivosti
a inkontinenci je jiz potfeba trvald komplexni oSetfovatelska péce. Toto stadium trva obvykle

tfi roky. Jedna se o posledni stadium, které konci smrti pacienta. [7], [11]

2.1.4 Diagnosticky postup
Casna diagnostika miize vyznamné zpomalit progresi AD, a tim i oddalit pokro¢ilejsi stadia.
I proto by se mélo stat orientacni vysetieni kognitivnich funkci soucasti vSeobecné preventivni

prohlidky u lidi star§ich 65 let a lidi s rizikovymi faktory. [11]
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Pii vySeteni kognitivnich funkci u praktického 1ékare by mél byt proveden nejprve tzv.
MiniCOG test. Tento test se sklada ze 3 krokl. V prvnim i tfetim kroku je pozadovano po
pacientovi, aby zopakoval tfi slova, které mu jsou feCeny na zacatku testu v prubéhu kroku
jedna. Béhem kroku dva je pacient pozadan, aby nakreslil hodiny na list s pfednakreslenym
kruhem. Podle Gispé$nosti je pacient za kazdy krok obodovan, a pokud ziskd méné nez 3 body,

je potieba prejit na MMSE (Mini Mental State Exam) test. [11]

MMSE test se sklada z péti oblasti, kdy kazda testuje jinou kognitivni schopnost. Oblasti testuji
orientaci, pamét’, pozornost a pocitani, kratkodobou pamét’ a jako posledni fe¢, komunikaci
a konstrukéni schopnosti. Kazdé oblast je pfislusné obodovana a pacient po tomto testu ziska
bodové ohodnoceni, které odrazi jeho kognitivni funkce. Podle bodil test pacienty d€li na
pacienty s lehkou, stfedné¢ tézkou nebo tézkou kognitivni poruchou, piipadné na pacienty

v pasmu normalu. [11]

Pokud pacientovi MMSE test vyjde pozitivné (tzn. zisk mén€ nez 24 bodl, tedy lehka
kognitivni porucha), tak je Zzadouci nejdiive vyloucit sekundarni poruchu pomoci napft.
laboratorniho vysetfeni krve, elektrokardiogramu a Holteru. Pokud vysledky vylouci
sekundarni pfi¢inu, je potieba poslat pacienta k neurologovi, geriatrovi nebo psychiatrovi

k dosetfeni a pfipadnému zavedeni terapie. [11]

V posledni dobé ma vétsi vyznam v diagnostice AD také elektroencefalogram (EEG). Jedna se
o nakladoveé efektivni a neinvazivni pfistroj, ktery slouZi ke sledovéani elektrické aktivity

neurond. Sledovani EEG signalti napoméha rozpoznat, sledovat a predikovat pribéh AD. [12]

2.1.5 Terapie AD

V soucasné chvili neexistuje zddna v praxi vyuzivana kauzalni 1écba na AD. Cilem terapie je
zpomalit progresi a prodlouzit sobéstacnost pacienta, tim i oddalit nutnost trvalé komplexni
oSetfovatelské péce, kterd se poji se zménou prostiedi, a tim 1 se vznikem adapta¢niho syndromu

a s vyznamnym zhorSenim pacientova stavu. [7], [11]

Pti terapii AD je vyuzivana kombinace nefarmakologickych a farmakologickych ptistupti.
V ramci nefarmakologické 1é¢by jsou uzivany rehabilitaéni programy, jejichz cilem je cvicit
kognitivni 1 nekognitivni funkce pacienti. U pecujici rodiny je pak velmi dulezity piistup
k nemocnému. Pecujici rodina by méla byt dostate¢né trpé€liva a snazit se co nejdéle zapojovat

nemocného do chodu domacnosti. [7]
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Farmakologicka 1écba by se dala rozdélit na tfi kategorie: na 1écbu zlepSujici kognitivni funkce
u AD, na lé¢bu doprovodnych ptiznakd demence a na terapii modifikujici pritbéh AD, ktera je

v soucasné chvili hlavnim pfedmétem vyzkumu. [1], [11]

K 1é¢b¢ kognitivnich funkci se pouzivaji dvé skupiny 1é¢iv. Prvni skupinou jsou inhibitory
CHE, kter¢ ptsobi na pribéhem nemoci poskozeny acetylcholinergni systém. Ten je potiebny
pro spravné fungovani mechanismi paméti i dalSich kognitivnich funkci a chovani. Tyto
blokatory jsou indikovany pro lehka az stiedné tézka stadia demence dle MMSE. V praxi se
z této skupiny pouziva donepezil, rivastigmin a galantamin. Vice budou rozebrany v kapitole
2.2. Do druh¢ skupiny patii antagonisté N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptord, které
zasahuji do glutamatového ptenosu v centralnim nervovém systému. Z této skupiny ma v praxi
vyuziti memantin, ktery je nekompetitivni antagonista NMDA receptoru a je indikovan k 1écbé

stiedné té¢zké az tézké formy demence dle MMSE. [7], [11]

Mezi latky, které pozitivné ovliviiuji metabolismus centrdlni nervové soustavy a které mohou
byt podavany béhem AD, patii extrakt Ginkgo biloba EGb 761 a cerebrolysin. Tyto latky patfi
do skupiny nootropnich farmak, jejichz ukolem je podpofit kognitivni funkce pacienta. Tyto
latky prokazaly pozitivni vliv na kognitivni poruchy u lehké a sttedné tézké AD. Jejich presny

mechanismus G¢inku neni znam. [13], [14], [15]

Extrakt z Ginkgo biloba obsahuje smés aktivnich latek, mezi které patii flavonoidy, terpenové
laktony, jejichZ soucasti jsou bilobalidy a ginkgolidy A, B, a C, dale jsou zde obsaZeny
organické kyseliny a proanthokyanidiny. Extrakt mé& upraveny obsah toxické kyseliny
ginkgolidové, které je v extraktu obsaZzeno méné nez 5 ppm. Extrakt je pouZivan pro svoje
antioxidaéni a neuroprotektivni G€inky. Také slabé inhibuje acetylcholinesterazu (AChE), ¢imz

napomaha cholinergnimu pfenosu v mozku. [13], [14]

Cerebrolysin je smés aminokyselin a neuropeptidii ve vodném prostiedi, ktera vznikla
hydrolyzou vepfovych mozkl. Podava se parenteralné a piisobi jako endogenni nervové riistové
faktory, které maji vliv na vznik, rist, diferenciaci a také preziti neuronll. Zasadné ovliviluji
tedy prakticky vSechny funkce v mozku. Klinické studie ukazuji, Ze podavani cerebrolysinu

ptispiva k oddaleni nastupu a progrese AD. [13], [15]

Jako doprovodné piiznaky se u AD objevuji uzkostné stavy, deprese, poruchy spanku,
psychotické poruchy a poruchy osobnosti a chovani. Psychotické projevy se 1é¢i za pomoci

antipsychotik. Podavaji se neuroleptika druhé generace, napt. tiaprid, risperidon nebo
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olanzapin. Pfi 1écb¢ depresi se postupuje stejné jako u starSich pacientli bez organického
mozkového onemocnéni, ale je potfeba vyvarovat se 1éklim se sedativnim a anticholinergnim
pusobenim, které by mohly zhorsit kognitivni funkce. Pii spankovych poruchéch je mozné

podat melatonin. [7], [11], [16]

Jak jiz bylo uvedeno, v posledni dob¢ je vétSina vyvoje 1ékti na AD soustiedéna na hledani
1éCby, ktera by modifikovala toto onemocnéni. Vyzkumy casto cili na beta-amyloid a vytvareni
amyloidnich plakt, jejichz mnozstvi se snazi snizit pomoci napt. monoklonalnich protilatek.
Ve vyvoji jsou také vakciny proti beta-amyloidu. Déle jsou ve vyzkumu latky cilici na tau
protein, napiiklad monoklonalni protilatky interagujici s extracelularnim tau proteinem nebo
malé molekuly, které cili na jeho agregaci a tvorbu neurofibrilarnich klubicek. Daéle jsou
zkoumdény léky cilici na zanétlivé procesy v mozku ana infekce zplisobené viry nebo

bakteriemi. [1]

Monoklonélni protilatky adukanumab a lekanemab byly schvdleny Food and Drug
Administration (Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv). Adukanumab byl schvalen pro 1é¢bu
prodromalni faze a lehké demence u AD a lekanemab pro 1é¢bu lehké kognitivni poruchy
alehké demence u AD. Obé protilatky ziskaly urychlené schvéaleni ve zrychleném

schvalovacim procesu. [17]

Adukanumab je imunoglobulin G1 (IgG1), lidska protilatka, ktera cili na amyloidni plaky, které
pomaha redukovat. Uginkuje navazanim se na N-konec beta-amyloidu a specificky tak plisobi
na jeho rozpustné i nerozpustné agregaty. Kromé redukce amyloidnich plakli vykazuje také

neuroprotektivni ucinek. [1], [17], [18]

V ptipad¢ lekanemabu se jednd o IgGl, humanizovanou protilatku, kterd také plisobi na
amyloidni plaky. Konkrétné cili pfednostné na rozpustné agregaty beta-amyloidu. Nejvyssi
pokles beta-amyloidu byl zaznamendan, piti uzivani davky 10 mg/kg jednou za dva tydny. [17],
[18]

2.2 INHIBITORY CHOLINESTERAZ

Inhibitory cholinesteraz (CHE) lze rozdé€lit na dvé skupiny: na inhibitory AChE
a butyrylcholinesterdzy (BuChE). Ob¢ skupiny blokuji enzym, ktery odbourava acetylcholin
(ACh), ¢imz dochéazi ke zvySeni koncentrace ACh v synapsich a k naslednému zlepSeni

acetylcholinergni transmise. [7], [19]
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2.2.1 Acetylcholinesteraza

AChE je kli¢ovy enzym cholinergniho nervového systému, jehoz ukolem je katalyza hydrolyzy
ACh na cholin a acetat (Obr. 1). Aktivni misto AChE je velka hydrofobni dutina a sklada se ze
dvou mist, aniontového a esterazového. Esterazové misto obsahuje katalytickou triadu, ktera se
sklada ze tifech aminokyselin (serin, glutamova kyselina a histidin), které¢ jsou potiebné pro
katalytickou aktivitu enzymu. Aniontové misto interaguje skladné¢ nabitou kvartérni
amoniovou skupinou cholinové ¢asti ACh. Zarovenn AChE obsahuje periferni aniontové misto
(PAS), které je odlisné od aniontového mista vazajiciho cholin v aktivnim misté. Do tohoto
mista se ACh vaze jako prvni krok v katalytické draze, to mé vliv na rychlost hydrolyzy. [19],
[20], [21]

Obrdzek 1 Hydrolyza acetylcholinu
2.2.2 Butyrylcholinesteraza
BuChE je pseudocholinesterdza nachéazejici se v centralnim i perifernim nervovém systému, ale
také naptiklad v jatrech. Pfestoze muze byt ACh rozkladan jak AChE, tak BuChE, za
normalnich podminek je rozkladan primarné¢ pomoci AChE a BuChE ma tak vedlejsi roli
v regulaci jeho hladiny v mozku. Pfi progresi AD se vSak hladina BuChE zvySuje na 120 %
fyziologickych hodnot, coZ znali, Ze se v pozdnich fazich AD zvySuje jeji vyznam pfi

hydrolyze ACh. [22], [23]

Struktura BuChE je velmi podobnd struktufe AChE. Ob¢ struktury obsahuji téméet 65 %
homolognich aminokyselinovych sekvenci a ob&é maji aromatické hrdlo, PAS a katalytické
aktivni misto, které lezi na dné hluboké kavity. V piipadé AChE do aromatického hrdla
vy¢nivaji aromatické ¢asti AMK, tim zabiraji prostor a zplisobuji vyssi selektivitu pro malé
molekuly. BuChE ma v tomto prostoru mensi zbytky AMK, coz umoZiluje navazani vétSich

substratl a diky tomu je mozné navrhnout jeji selektivni inhibitory. [22]

2.2.3 Zastupci klinicky vyuzZivani v terapii AD
Mezi inhibitory CHE, které jsou v soucasnosti schvéleny regula¢nimi organy pro lécbu
kognitivniho deficitu pfi AD, patfi donepezil, rivastigmin a galantamin. Jako prvni z inhibitor

CHE byl pro 1é€bu AD schvélen v roce 1993 takrin (Obr. 2). Od jeho pouzivani vSak bylo
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upusténo kvili velkému mnozstvi nezddoucich ucinkl, mezi které patii kromé prijmu,

nevolnosti a zvraceni také hepatotoxicita. [20], [23]

N

~

|
NH,

Obrazek 2 Struktura takrinu

2.2.3.1 Donepezil
Donepezil (Obr. 3) je reverzibilni inhibitor s vysokou selektivitou pro AChE ve srovnani

s BuChE. Jeho tucinek spociva v interakci s PAS. Neinteraguje tedy piimo s katalytickou
triddou. Puisobi nejen inhibici CHE, ale také ma vliv na snizeni exprese zanétlivych cytokint
a snizeni U¢inkd vyvolanych oxida¢nim stresem. Mé také kauzalni G¢inky, nebot’ zpomaluje
ukladani amyloidniho plaku. Vyuziva se pti lé¢be lehké az sttedné t€zké AD. Na zacatku 1écby
je podéavan v denni davce 5 mg. Ta mize byt ndsledn€ navysSena na 10 mg za den, coz je davka,
ktera v klinickych studiich pfinasela nejvétsi vyhody. Z divodu jeho dlouhého biologického
polocasu, ktery je ptiblizn¢ 70 hodin, je mozné ho uzivat jedenkrat denné. [19], [20], [23]

0

N C
Obrazek 3 Struktura donepezilu

2.2.3.2 Rivastigmin
Rivastigmin (Obr. 4) je silny, reversibilni karbamatovy inhibitor jak AChE, tak BuChE.

Ucinkuje pomoci interakce karbaméatové ¢asti s esterdzovym mistem v aktivnim misté enzymu.
Karbamatova ¢ast interaguje s enzymem snaze nez acetylova c¢ast ACh, ¢imz je jeho hydrolyza
zpomalena. Pouzivé se k 1écbé lehké az stfedné tézké AD. Je podavan v pocatecni denni davce

3 mg. Tuto davku lze navysit az na ¢tyinasobek. [19], [20], [23]

/\ITIJJ\O N\

Obrazek 4 Struktura rivastigminu
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2.2.3.3 Galantamin
Galantamin (Obr. 5) je kompetitivni, rychly reversibilni inhibitor selektivni pro AChE. Jedna

se o alkaloid izolovany z cibuli rostliny Galanthus woronowii. Jeho ucinek spociva v interakci
s aniontovym mistem aktivniho mista AChE. Krom¢ interakci s AChE funguje také jako
alostericky ligand na nikotinovych receptorech. Je vyuzivan k 1écb¢ lehké az stiedné tézké AD.

Obvykle je podavan v denni davce 16 az 24 mg za den. [19], [20], [23]

Obrazek 5 Struktura galantaminu

2.2.4 Prirodni inhibitory

2.2.4.1 Huperzin A
Huperzin A (Obr. 6) je alkaloid, ktery je ziskavan extrakci z rostliny Huperzia serrata. Jedna se

o reversibilni inhibitor AChE. V porovnani s jinymi inhibitory AChE prochédzi snaze skrz
hematoencefalickou bariéru, coz zvysuje jeho biologickou dostupnost. Klinické testy ukazaly

jeho pozitivni vliv pii 1é¢bé kognitivniho deficitu pti AD. [19], [23]

NH
/ O

NH2 —

Y

Obrazek 6 Struktura huperzinu A

2.2.4.2 Derivaty fyzostigminu
Fyzostigmin (Obr. 7) je sekundarni metabolit rostliny Physostigma venenosum. Nepouziva se

v terapii z divodu kratkého polocasu rozpadu a velkého poc¢tu nezddoucich ucinkt. Mezi jeho
derivaty patfi tolserin, eserolin a fenserin (Obr. 7). Klinicky testovan byl pouze fenserin. Jedna
se o nekompetitivni, selektivni inhibitor AChE. Kromé jeho plisobeni na cholinergni systém,
pusobi také jako inhibitor agregace beta-amyloidu. Diky tomu se jedna o latku, ktera ptisobi na

vice cilii. Klinické testy prokazaly jeho mozny ucinek pfi 1€cbé symptomit AD. [19], [20], [23]
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Obrazek 7 Struktura fyzostigminu a jeho derivatii

2.2.4.3 Kardanolové derivaty
Kardanolové derivaty vznikaji pfidanim funk¢nich skupin na slouceninu kardanol. Jeden

z ptikladi jejich struktury lze vidét na Obr. 8. Kardanol je neisoprenoidni fenolicky lipid, ktery
je obsazen v rostlin€ Anacardium orientale. Mezi funkéni skupiny, které 1ze pouzit ke zvySeni
ucinku kardanolu, patii acetyl, methyl a N,N-dimethylkarbamoyl, které se vaZzou na fenolickou
skupinu, a dale také piperidin, pyrrolidin, N,N-dimethylbenzylamin, N,N-dimethylamin a N,N-
diethylamin, které se vazou na o uhlik alifatického fetézce vici aromatickému jadru. Takto
vzniklé derivaty jsou potencidlni slouc¢eniny pro testovani jejich ti¢inku pii 1€cbé AD diky jejich

inhibici AChE. [19], [24]

HO N

=

Obrdzek 8 Priklad struktury kardanolu
2.2.5 Analoga takrinu
Z dtvodu hepatotoxického ti¢inku takrinu byla snaha syntetizovat jeho derivat s nizsi toxicitou.
To se povedlo syntézou 7-methoxytakrinu (Obr. 9), ktery je silnym inhibitorem aniontového
aktivniho mista AChE a ktery vykazuje niZsi toxicitu a vyssi inhibi¢ni schopnost nez takrin. Od

n¢j byly utvoreny dalsi derivaty pomoci alkylace primarni aminoskupiny. [20], [25]
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Obrazek 9 Struktura 7-methoxytakrinu
2.2.6 Inhibitory cholinesteraz u¢inkujici na vice cili

V posledni dobé se zaCinaji syntetizovat slouceniny, které by kromé inhibice AChE mohly

pusobit také na jiné cile pii lécbé AD. [19]

Mezi takovéto latky patii ladostigil (Obr. 10), ktery kromé inhibice ChE inhibuje také
monoaminooxidazu A a B (MAO-A/B) a ma antioxida¢ni G€inky. Je to hybrid rivastigminu
arasagilinu. Ddle jsou vyvijeny také tzv. hybridni molekuldrni struktury, jejichz cilem je
pusobit na vice mist AChE nebo inhibovat agregaci beta-amyloidu. Piikladem toho je hybrid
zaloZzeny na kombinaci donepezilu a takrinu, ktery inhibuje AChE, BuChE i agregaci beta-
amyloidu. [19]

Dalsi skupina latek, ktera ptisobi na vice cilt AD, jsou flavonoidy. Flavonoidy jsou piirodni
latky ziskdvané z rostlin, které maji schopnost pohlcovat volné radikaly. Ptikladem je latka

galangin, kterd byla ziskana z oddenk rostliny Alpiniae officinarum. [19]

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2.4.2 do této skupiny latek patii také fenserin. [19]

w1

a antioxida¢nim vlastnostem. Prikladem metabolita fas, které jsou schopny inhibovat CHE, je
fukoxanthin (Obr. 10). Jedna se o karotenoid, ktery se nekompetitivné vdze na aniontové misto

AChE. [19]

Jako posledni skupinu zde uvedu chalkonové derivaty, jejichz klicovou strukturu tvoii prave
chalkonové uskupeni. Ptikladem je liquiritigenin, ktery byl izolovan z rostliny Glycyrrhizae
uralensis, a je jiz uzivan k 1é€bé kasle a pro detoxikaci. Bylo zji$téno, Ze by mohl mit vliv na

zlepseni kognitivnich schopnosti diky inhibici AChE a MAO a regulaci volnych radikala. [19]
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Fukoxanthin

Obrazek 10 Struktura ladostigilu a fukoxanthinu

2.3 OXADIAZOLY

2.3.1 Chemie oxadiazoli

Oxadiazoly jsou slouceniny sloZené z péti¢lenného heterocyklického kruhu, ktery obsahuje
jeden atom kysliku a dva atomy dusiku. Tyto heteroatomy mohou byt odlisn€ uspofadany, a tim
vytvaii rozdilné izomerni formy oxadiazold. Tti izomerni struktury oxadiazoli jsou
termodynamicky stabilni: 1,3,4-oxadiazoly, 1,2,4-oxadiazoly a 1,2,5-oxadiazoly. 1,2,3-
Oxadiazoly jsou diky ptitomnosti otevieného kruhu v jejich tautomeru velmi nestabilni. Jejich

struktury 1ze vidét na Obr. 11. [4]

(0] (0] e -0
N N~ N
Nlr\N/> i LN N

1,3,4-Oxadiazol 1,2,4-Oxadiazol 1,2,5-Oxadiazol 1,2,3-Oxadiazol

Obrazek 11 Izomerni struktury oxadiazoli
Reaktivita oxadiazoli je zavisla na jejich aromaticité. NiZ§i aromaticita znamena niz8i odolnost
vici presmyku kruhu, jako je tomu u 1,2,4-oxadiazold. 1,2,5-Oxadiazolovy kruh je nachylny
k jeho rozstépeni, k cemuz dochézi v ptitomnosti NaOH ve vodném roztoku. Nejvyssi stabilitu

vykazuji 1,3,4-oxadiazoly. [4]

2.3.2 Vyuziti oxadiazoli ve farmacii
Jak jiz bylo psdno v tvodu, sviij vyznam ve farmacii maji predevsim slouc¢eniny odvozené od

1,3,4- a 1,2,4-oxadiazold. Derivaty 1,2,5-oxadiazolu se diky své vysoké energetické hustoté
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staly perspektivnimi materidly pii vyrobé vysokoenergetickych a vybusnych latek, které jsou
ekologicky nezavadné. [3], [4], [26]

2.3.2.1 1,3.4-oxadiazoly

Derivaty 1,3,4-oxadiazolu jsou latky studované ve farmacii, diky svému antibakterialnimu,

schopnosti snizit krevni tlak. Zaroven jsou pfedmétem vyzkumu jejich antimykobakterialni

ginky. [4], [27]

Piikladem schvélené a uznavané latky s 1,3,4-oxadiazolovym fragmentem je raltegravir
(Obr. 12). Jedna se o 1é¢ivou latku vyuzivanou jako primarni 1€k pii 1écbé HIV. Jeho ucinek
spo¢iva v inhibici enzymu integrdza, kterd napomdha zaclenit virovy geneticky material

do lidského chromozomu. Napomaha tak snizit Sifeni viru v lidském téle. [4]
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Obrdazek 12 Struktura raltegraviru
Dalsim ptikladem latky obsahujici 1,3,4-oxadiazolovy fragment je latka zibotentan (Obr. 13).

Jedna se testovanou slouceninu pro jeji protirakovinovou aktivitu a pro jeji mozné vyuziti pii

1é¢be tézkych nadori prostaty, rakoviny vajecnik a prsu. [4]
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Obrazek 13 Struktura zibotentanu
Mezi latky znamé pro svij ucinek v kardiovaskularnim systému patii nesapidil a tiodazosin
(Obr. 14). Nesapidil je blokator vapnikovych kanal, diky ¢emuz ovlivituje korondrni
vazokonstrikci, a tim ma vliv na celkovy prutok krve, zaroven zpomaluje AV vedeni vzruchu,
diky tomu mé své antiarytmické plisobeni. Sloucenina tiodazosin blokuje adrenergni aktivitu

(selektivni a1 blokator), coZ zplisobuje jeji antihypertenzni aktivitu. [4], [28]
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Obrazek 14 Struktury nesapidilu a tiodazosinu
Poslednim ptikladem slouceniny s 1,3,4-oxadiazolovym fragmentem je furamizol (Obr. 15).
Jedna se o latku odvozenou kromé 1,3,4-oxadiazolu také od nitrofuranu. Je to latka se silnou

antibakterialni aktivitou. [4], [28]
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Obrazek 15 Struktura furamizolu

Mimo své vyuziti ve farmacii jsou jejich derivaty vyuzivany také v zemédé€lstvi pro sviij
antibakterialni, fungicidni, herbicidni a insekticidni Gi¢inek. [4]

2.3.2.2 1,2,4-oxadiazoly

V dnes$ni dobé je jiz pouzivdno nckolik komercné dostupnych latek, které obsahuji
1,2,4-oxadiazolovy fragment. Mezi né patii 1éCiva s protizdnétlivym, protiinfekénim nebo
vasodilataénim G¢inkem, nebo také molekuly, které se vyuZzivaji k tlumeni kasle nebo pii 1é¢bé
svalové dystrofie. Ddéle jsou slouceniny 1,2,4-oxadiazolu spojené s protirakovinovym,
analgetickym a antioxida¢nim ucinkem. Také jsou studovany jako latky ucinné proti AD
a tuberkuldze. Prvni komer¢ni 1é¢ivo obsahujici 1,2,4-oxadiazolovy fragment, které bylo
uvedeno na trh, byl oxolamin, ktery byl pfedepisovan na tlumeni kasle. Dalsi uzivané latky
s timto fragmentem jsou napf. butalamin (vasodilatator), plekonaril (antivirotikum), ataluren

(1€k na 1écbu svalové dystrofie) nebo fasiplon (anxiolytikum) (Obr. 16). [3], [29]
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Obrazek 16 Struktury oxolaminu, butalaminu, plekonarilu, atalurenu a fasiplonu
Derivaty 1,2,4-oxadiazoll se kromé 1é€iv poZzivaji také jako scintilaéni materidly a v primyslu

barviv. [3]
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3 CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti této prace je shrnout informace tykajici se AD, klinicky pouzivanych

inhibitori CHE a biologickych a chemickych ucinka oxadiazol.

Cilem experimentalni ¢asti je syntetizovat a poté otestovat latky odvozené od 1,3,4-oxadiazolt,
1,2,4-oxadiazolt a jejich prekurzorti (Obr. 17). Tyto struktury byly vybrany z divodu jejich
potencidlu mit antimykobakteridlni, antibakteridlni, antimykoticky ucinek a pfedevSim mit
schopnost inhibovat CHE. Tyto aktivity budou stanoveny a na jejich zdkladé dojde k vyvozeni

vztahll mezi strukturou a biologickou aktivitou.

1,3,4-oxadiazoly 1,2,4-oxadiazoly

o) N
v A
N—N N-O

Rl: Rz: R3,R4:
7 X Y NO,
|
=
O,N
N
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=

Obrazek 17 Schéma cilovych sloucenin pripravovanych v ramci diplomové prdce
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 CHEMIE

4.1.1 Obecna metodika

VSechny chemikalie, které byly pii syntézach pouzity, byly zakoupené od firem Merck
(Darmstadt, Némecko), VWR/Avantor (St¥ibrna Skalice, Ceska republika), Apollo Scientific
Ltd (Stockport, Velka Britanie), Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika) a byly pouzZity bez

dalsich uprav.

Pribé¢hy reakci byly monitorovany a retencni faktory (Ry) pfipravenych sloucenin byly zjistény
pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC). Jako stacionarni faze, kterd byla zakoupena od
firmy Merck Millipore (Darmstadt, Némecko), byly pouzity desti¢cky potazené 0,2mm vrstvou
silikagelu Merck 60 F254. Jako mobilni faze (MF) pro TLC i pro kolonovou chromatografii
byla pouzita smés dichlormethanu (DCM) a MeOH v objemovych pomérech 93:7 pro
N’-acylnikotinohydrazidy, N’-acylchinolin-5-karbohydrazidy a pro amidoximy a 97:3 pro
1,3,4- i1,2,4-oxadiazoly. Jako staciondrni fiaze pro kolonovou chromatografii byl pouzit
silikagel Merck Kieselgel 60 A (0.040-0.063 mm), ktery byl zakoupen od firmy Merck
(Darmstadt, Némecko).

Struktura vSech piipravenych sloucenin byla potvrzena pomoci nuklearni magnetické
rezonance (NMR), kdy bylo zméfeno vodikové i uhlikové spektrum. NMR spektra byla
naméfena pii  laboratorni teplot¢ anebo pi1 teplot¢ 60 °C v deuterovaném
dimethylsulfoxidu (DMSO-ds) na pfistrojich Varian VNMR S500 (500 MHz pro 'H a 126 MHz
pro 13C; Varian Comp., Palo Alto, USA) a JEOL JNM-ECZ 600R (600 MHz pro 'Ha 151 MHz
pro 13C; JEOL, Tokio, Japonsko). Mé&feni bylo provadéno na Katedfe organické a bioorganické
chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové doc. PharmDr. Jifim
Kunesem, CSc. Hodnoty chemickych posuni (J) jsou vyjadieny v partes per million (ppm)
a v protonovych spektrech jsou neptimo vztazeny k tetramethylsilanu, v uhlikovych spektrech
byly urCeny podle centralni linie rozpoustédla (DMSO-ds pii 6 = 39,5 ppm). Hodnoty
interak¢énich konstant (J) jsou vyjadieny v Hz. Vyhodnoceni NMR spekter bylo provedeno

pomoci programu MestReNova (Mestrelab Research, Santiago de Compostela, Spanélsko).

Teploty tani byly naméfeny pomoci oteviené sklenéné kapiléry, vlozené do pfistroje Melting
Point Machine B-540 (Biichi, Flawil, Svycarsko). Vysledné hodnoty jsou vyjadiené jako

interval a nejsou korigovany.
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Infracervend spektra byla naméfena na spektrofotometru Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) v rozmezi 650-4000 cm™'. Mé&feni byl provedeno technikou
ATR (attenuated total reflectance) na germaniovém krystalu. VSechna spektra byla zméfena na
Katedie organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci

Kralové pani Ivou Vencovskou. Uvedené hodnoty vino&ti jsou v em™.

Elementarni analyza byla provedena pomoci piistroje Vario MICRO Cube Element Analyzer
(Elementar Analysensysteme, Hanau, Némecko) na Katedie farmaceutické chemie
a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Vypoctené i zmétené hodnoty jsou uvedeny v procentech.

Chemické vzorce, reakéni schémata a chemické nazvy byly vytvofeny a nasledné
zkontrolovany pomoci programu ChemDraw Ultra 20.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA,

USA). Tento program byl také pouZit pro vypocet o¢ekavanych vysledki elementarni analyzy.

Cistota pripravenych slou¢enin byla ovéfena pomoci TLC, NMR spektroskopie, teploty tani

a elementarni analyzy.

4.1.2 Syntéza prekurzoru 1,3,4-oxadiazolii a jejich charakterizace

4.1.2.1 Syntéza N’-acylnikotinohydrazidi
Syntéza probihala pomoci dvou metod (Obr. 18).

Metoda 1
0 Cl o NO
K,CO3
H . H
Sy NO, THF, 0°C,2h N 0
Metoda 2
o o}
HOBt, EDC.HCI )J\ H R
)J\ _NH, + R,—COOH R N~ \n/ 2
Ry N . ]
H DMF, 0 °C - RT, on o

Obrazek 18 Metoda 1 — Schéma pripravy slouceniny EF01, THF — tetrahydrofuran; Metoda 2 — Schéma pripravy sloucenin
EF03, EF04, EF05; HOBt — 1-hydroxybenzotriazol hydrat; EDC.HCI — N-(3-dimethylaminopropyl)-N “-ethylkarbodiimid
hydrochlorid; DMF — N,N-dimethylformamid; on — over night (pres noc)

4.1.2.1.1 Metoda 1 (EF01)
1 mmol nikotinohydrazidu (137 mg) byl suspendovan s 2 ekvivalenty uhli¢itanu draselného

(2 mmol, 276 mg) v 15 ml bezvodého tetrahydrofuranu (THF). Smés byla michéna za
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soucasného chlazeni na 0 °C v ledové lazni, poté byl do ni postupné piidany 1,1 ekvivalentu
4-nitrobenzoylchloridu (1,1 mmol, 204 mg). Reak¢éni smés byla ponechana reagovat do
piijatelné konverze (indikace pomoci TLC) a po dvou hodinach byl THF odpafen na rotacni
vakuové odparce (RVO). Po odpaieni byl produkt rozpustén v demineralizované vod¢, jehoz
pH bylo upraveno pomoci ptidani 0,5 M kyseliny chlorovodikové na hodnotu pfiblizn¢ 6. Byla
provedena extrakce pomoci ethyl-acetatu. Po prvnim protiepani doslo k vysrazeni produktu
v organické vrstvé. Nasledné¢ byla vodni faze odpusSténa a ethyl-acetdtova frakce byla

prefiltrovana a vysledny produkt byl vysusen proudem vzduchu.

4.1.2.1.2 Metoda 2 (EF03, EF04, EF05)
2 mmoly pfislusné karboxylové kyseliny, 1 ekvivalent pfislusného hydrazidu (2 mmol)

a 1,1 ekvivalentu 1-hydroxybenzotriazol hydratu (HOBt; 2,2 mmol, 297 mg) byly spolecné
suspendovany ve 20 ml N,N-dimethylformamidu. Za soucasného michani byla reakéni smés
ochlazena na 0 °C v ledové lazni. Do takto ochlazené smési bylo pfidano 1,3 ekvivalentu
N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylkarbodiimid hydrochloridu (2,6 mmol, 498 mg). Prib¢h
reakce byl kontrolovan pomoci TLC a po piijatelné konverzi byla smés odpaiena na RVO.
Surovy produkt byl rozpustén v ethyl-acetatu a spolecné s demineralizovanou vodou preveden

do délici nalevky. Dal$i zpracovani se liSilo podle konkrétni latky.

V ptipadé EF03 a EF05 doslo po prvnim protifepani k vysrazeni produktu v organické fazi,
a proto byla vodni faze odpusténa a organickéd faze byla pfefiltrovana. Produkt byl vysusSen
pomoci proudu vzduchu a v pfipadé potfeby (EF05) byla provedena rekrystalizace pomoci
smési hexan:ethyl-acetat. V ptipadé EF04 k vysrazeni nedoslo. Byla provedena extrakce, a poté
byla ethyl-acetatova vrstva vysuSena pomoci siranu sodného. Krystalizace produktu byla
vyvoldna zahu$ténim ethyl-acetatové vrstvy na RVO. Vysledna suspenze byla odfiltrovana

a produkt byl vysuSen proudem vzduchu.
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4.1.2.1.3 Charakterizace N’ -acylnikotinohydrazidi
N'-(4-Nitrobenzoy)nikotinohydrazid (EF01)

/Nl O

§
) *Q
O
NO

Obrazek 19 N'-(4-Nitrobenzoyl)nikotinohydrazid (EF01)

2

Sumarni vzorec: C13H10N4O4

Relativni molekulova hmotnost: 286,25

Popis: Bil4 krystalicka latka

Vytezek: 76 %

Teplota tani: 275,5-277,0 °C (260,5-261 °C)[30]
Rs: 0,37

IH NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 10.93 (d, J= 1.3 Hz, 1H), 10.83 (d, /= 1.3 Hz, 1H), 9.06 —
9.04 (m, 1H), 8.75 (dd, J = 4.8, 1.7 Hz, 1H), 8.38 — 8.32 (m, 2H), 8.24 (ddd, J = 7.9, 2.3, 1.7
Hz, 1H), 8.15 — 8.09 (m, 2H), 7.55 (ddd, J = 7.9, 4.8, 0.9 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 164.95, 164.86, 153.18, 150.03, 148.98, 138.52, 135.81,
129.56, 128.58, 124.35, 124.29.

IR (ATR): 3203, 3036, 1704, 1698, 1660, 1610, 1588, 1508, 1487, 1463, 1418, 1350, 1287,
1191, 1105, 1026, 1014, 873, 833, 825, 768, 718, 702, 675, 663, 659, 642, 629, 623, 603 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 54.55; H, 3.52; N, 19.57

nalezeno C, 54.63; H, 3.41; N, 19.52
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N'-(3-Nitrobenzoyl)nikotinohydrazid (EF03) [31]

N
N N’
I/ @)

Obrazek 20 N'-(3-Nitrobenzoyl)nikotinohydrazid (EF03)

NO,

Sumarni vzorec: C13H10N4O4
Relativni molekulova hmotnost: 286,25

Popis: Bila krystalicka latka
Vytézek: 86 %

Teplota tani: 216,1-218,7 °C

Rs: 0,35

IH NMR (600 MHz, DMSO-d): 5 10.99 (s, 1H), 10.85 (s, 1H), 9.06 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 8.77
—8.74 (m, 1H), 8.72 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 8.45 — 8.40 (m, 1H), 8.33 (dt, J= 7.7, 1.3 Hz, 1H),
8.24 (dt, J= 8.0, 2.0 Hz, 1H), 7.83 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 7.57 — 7.53 (m, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 164.98, 164.38, 153.18, 149.00, 148.42, 135.82, 134.36,
134.26, 131.05, 128.58, 127.16, 124.28, 122.77.

IR (ATR): 3207, 2974, 2704, 1641, 1620, 1598, 1577, 1568, 1521, 1540, 1494, 1460, 1420,
1348, 1285, 1267, 1190, 1142, 1101, 1079, 1025, 1001, 968, 911, 880, 824, 725, 716, 702, 671,
656, 640, 621 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 54.55; H, 3.52; N, 19.57

nalezeno C, 54.62; H, 3.47; N, 19.66
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N*-(2-Nitrobenzovl)nikotinohydrazid (EF04)

O,N
N™ H/
I/ (@)

Obrazek 21 N*-(2-Nitrobenzoyl)nikotinohydrazid (EF04)

Sumarni vzorec: Ci13H10N4O4
Relativni molekulova hmotnost: 286,25

Popis: Bila krystalicka latka
Vytézek: 51 %

Teplota tani: 193,1-196,5 °C

Re: 0,33

TH NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 10.92 (s, 1H), 10.75 (s, 1H), 9.05 (dd, J= 2.3, 0.9 Hz, 1H),
8.74 (dd, J=4.8, 1.7 Hz, 1H), 8.25 (dt, J="7.9, 2.0 Hz, 1H), 8.08 (dd, J=8.5, 1.2 Hz, 1H), 7.85
(td, J=7.5, 1.2 Hz, 1H), 7.76 — 7.72 (m, 2H), 7.55 — 7.52 (m, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-d): 6 165.31, 164.79, 153.12, 149.10, 147.80, 135.85, 134.31,
132.14, 130.77, 130.12, 128.48, 124.91, 124.20.

IR (ATR): 3239, 3002, 2868, 1699, 1650, 1614, 1592, 1524, 1474, 1417, 1349, 1325, 1290,
1261, 1193, 1121, 1084, 1040 1029, 993,967,911, 856, 796, 760, 743, 702, 668, 655, 630 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 54.55; H, 3.52; N, 19.57

nalezeno C, 54.64; H, 3.47; N, 19.51
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N*-(2.4-Dinitrobenzoyl)nikotinohydrazid (EF05)

O,N NO,
N™ N~
| H

=

o)

Obrazek 22 N'-(2,4-Dinitrobenzoyl)nikotinohydrazid (EF05)

Sumarni vzorec: C13H9oN50¢

Relativni molekulova hmotnost: 331,24

Popis: Lehce nartizovéla krystalicka latka
Vytézek: 42 %

Teplota tani: 231,4-233,1 °C

Re: 0,33

IH NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 11.03 (s, 2H), 9.05 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 8.80 (d, J= 2.3 Hz,
1H), 8.76 — 8.74 (m, 1H), 8.67 (dd, J= 8.4, 2.3 Hz, 1H), 8.25 (dt, J= 7.9, 2.0 Hz, 1H), 7.99 (d,
J=28.4Hz, 1H),7.83 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 7.54 (dd, J = 8.0, 4.8 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): § 163.48, 163.47, 153.30, 148.87, 148.15, 135.04, 133.41,
131.89, 127.11, 125.24, 124.90, 121.85, 120.28.

IR (ATR): 3234, 3102, 3063, 1688, 1654, 1615, 1598, 1532, 1420, 1398, 1353, 1302, 1247,

1196, 1120, 1073, 1040, 1028, 931, 913, 893, 854, 836, 735, 707, 682, 671, 653, 638, 630, 612

cm.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 47.14; H, 2.74; N, 21.14

nalezeno C, 47.22; H, 2.85; N, 21.27
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4.1.2.2 Syntéza N’-acylchinolin-5-karbohydrazidu
Latky byly pfipravené obecné reakci chinolin-5-karboxylové kyseliny a piislusné nitrovaného

hydrazidu (latky EF09, EF10, EF14). Pro ptipravu latky EF20 nebyl pottebny hydrazid
komer¢né dostupny, proto bylo potieba ho piipravit.

4.1.2.2.1 Syntéza chinolin-5-karbohydrazidu

Syntéza spocivala v pfipravé methylesteru kyseliny chinolin-5-karboxylové a jeho nasledné

hydrazinolyze (Obr. 23).

| NH;
COOH Ox© O+_NH
H2SO, NH,NH,.H,0
N ' N ?
L MeOH » MeOH |
N o ~
70°C,12h N 70 °C, on N

Obrazek 23 Schéma syntézy chinolin-5-karbohydrazidu; on — over night (pies noc)

Syntéza methyl-chinolin-5-karboxylatu

3,5 mmol chinolin-5-karboxylové kyseliny (606 mg) bylo suspendovano ve 20 ml MeOH. Poté
byly do smési za stalého michani pfidany 2 ml koncentrované kyseliny sirové. Reakéni smés
byla zahiivana pod zpétnym chladi¢em pii teploté varu rozpoustédla po dobu 12 hodin.
Nasledné byla reakéni smés odpafena na RVO. Surovy produkt byl rozpustéen v DCM
a organickd faze byla extrahovana pomoci demineralizované vody, nasyceného roztoku
hydrogenuhli¢itanu a poté chloridu sodného. Organickd faze byla vysuSena pomoci siranu

sodného, poté odpafena na RVO a takto pfipraveny methylester byl pouzit pro dalsi reakci.

Syntéza chinolin-5-karbohydrazidu

3 mmol methyl-chinolin-5-karboxylatu (561 mg) bylo rozpuSténo ve 20 ml MeOH a do smési
bylo pfidano celkem 16 mmol hydrazin hydratu ve dvou ¢astech. Smés byla zahtivana na 70 °C
pod zpétnym chladi¢em ptes noc. Druhy den byla smés odparena na RVO. Surovy produkt byl
rozpus$tén v ethyl-acetatu a extrahovan pomoci demineralizované vody a nasyceného roztoku
chloridu sodného. Organicka faze byla vysuSena pomoci siranu sodného a poté byla odpatrena
na RVO. Produkt byl nésledné¢ suspendovan v hexanu, odfiltrovan a vysusen proudem vzduchu.
Takto pfipraveny hydrazid byl pouzit pro pfipravu latky EF20 dle Metody 3 (viz kapitola
4.1.2.2.2).

4.1.2.2.2 Metoda 3 (EF09, EF10, EF14, EF20)

Postup zalozeni reakce byl stejny jako v metodé¢ 2 (viz kapitola 4.1.2.1.2). Po dvou hodinach

byla smés odpaiena na RVO. Surové produkty (EF09, EF10, EF14 a EF20) byly rozpustény
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v DCM a spolecné s demineralizovanou vodou byly pfevedeny do délici nalevky. Po prvnim
protiepani doslo k vysrdzeni produktu v organické vrstvé. Organicka vrstva byla oddélena od
vodni vrstvy, zfiltrovana a surové produkty byly vysuseny pomoci proudu vzduchu. Latky EF09
a EF14 bylo potieba ptecistit. EF09 byl promyt acetonem, ve kterém byl produkt nerozpustny,
poté byl produkt vysusen. Latka EF14 byla pfecisténa pomoci sloupcové chromatografie (MF
— DCM:MeOH 93:7 V/y), spojené frakce byly odpafeny na RVO a produkt byl suspendovéan

v hexanu, odfiltrovan a vysusen.
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4.1.2.2.3 Charakterizace N -acylchinolin-5-karbohydrazidi
N'-(3-Nitrobenzoyl)chinolin-5-karbohydrazid (EF09)

\N)K©/2
H

X

»

N

Obrazek 24 N'-(3-Nitrobenzoyl)chinolin-5-karbohydrazid (EF09)

Sumarni vzorec: C17H12N404
Relativni molekulova hmotnost: 336,31

Popis: Bila krystalicka latka
Vytézek: 49 %

Teplota tani: 245,8-247,9 °C

Re: 0,40

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 11.08 (s, 1H), 10.72 (s, 1H), 8.98 — 8.94 (m, 1H), 8.83 —
8.76 (m, 2H), 8.45 (d, J= 8.3 Hz, 1H), 8.38 (d, /= 7.8 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.84
(d,J=7.7 Hz, 3H), 7.64 (dd, J= 8.7, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 167.51, 164.43, 151.61, 148.45, 148.05, 134.41, 134.22,
134.17, 133.15, 132.19, 131.07, 129.20, 127.20, 126.77, 125.86, 122.84, 122.79.

IR (ATR): 3188, 3083, 3019, 1662, 1612, 1600, 1585, 1568, 1534, 1505, 1489, 1459, 1410,
1394, 1348, 1319, 1268, 1141, 1116, 1094, 1075, 1052, 1001, 946, 903, 893, 847, 825, 814,
787,718, 663, 640, 629, 620, 613 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 60.71; H, 3.60; N, 16.66

nalezeno C, 60.88; H, 3.72; N, 16.53

33



N'-

(2-Nitrobenzoyl)chinolin-5-karbohydrazid (EF10)
L O NO,
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Obrdazek 25 N'-(2-Nitrobenzoyl)chinolin-5-karbohydrazid (EF10)

Sumarni vzorec: C17H12N404
Relativni molekulova hmotnost: 336,31

Popis: Bila krystalicka latka
Vytézek: 88 %

Teplota tani: 268,6-269,5 °C

Re: 0,43

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds): § 10.83 (s, 1H), 10.79 (s, 1H), 8.95 (dd, J=4.1, 1.7 Hz, 1H),
8.75 (ddd, J = 8.6, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 8.15 (ddd, J = 7.5, 2.3, 0.9 Hz, 1H), 8.09 (dd, J=8.1, 1.1
Hz, 1H), 7.88 — 7.85 (m, 1H), 7.82 — 7.78 (m, 4H), 7.62 (dd, J = 8.6, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 167.32, 165.41, 151.56, 148.06, 147.89, 134.30, 134.13,
132.95, 132.32, 130.71, 130.15, 129.14, 128.89, 126.90, 125.86, 124.93, 122.75.

IR (ATR): 3173, 3020, 2846, 1669, 1612, 1602, 1573, 1532, 1503, 1463, 1444, 1403, 1391,
1355,1315, 1269, 1139, 1053, 965, 934, 868, 851, 832, 802, 789, 756, 744, 731, 699, 640 cm™.

Elementarni analyza:

vypocteno C, 60.71; H, 3.60; N, 16.66

nalezeno C, 60.82; H, 3.73; N, 16.56
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N'-(4-Nitrobenzovyl)chinolin-5-karbohydrazid (EF 14)

b O
N
H
|\ NO,
s

Obrdazek 26 N'-(4-Nitrobenzoyl)chinolin-5-karbohydrazid (EF14)

Sumarni vzorec: C17H12N404
Relativni molekulova hmotnost: 336,31

Popis: Bila krystalicka latka
Vytézek: 46 %

Teplota tani: 258,9-260,7 °C

Rs: 0,55

TH NMR (600 MHz, DMSO-de): & 11.01 (s, 1H), 10.70 (s, 1H), 8.96 (dd, J=4.1, 1.7 Hz, 1H),
8.80 (ddd, J = 8.6, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 8.39 — 8.34 (m, 2H), 8.20 — 8.12 (m, 3H), 7.87 — 7.80 (m,
2H), 7.64 (dd, J = 8.6, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 167.49, 164.89, 151.62, 150.06, 148.07, 138.48, 134.15,
133.14, 132.21, 129.62, 129.19, 126.75, 125.86, 124.37, 122.79.

IR (ATR): 3193, 1616, 1598, 1574, 1531, 1504, 1474, 1464, 1404, 1392, 1351, 1319, 1267,
1136, 1117, 1055, 1016, 933, 873, 849, 833, 802, 788, 778, 713, 668, 618 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 60.71; H, 3.60; N, 16.66

nalezeno C, 60.85; H, 3.68; N, 16.51
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N'-(2.4-Dinitrobenzovyl)chinolin-5-karbohydrazid (EF20)

O NO,
O Ny,
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N

Obrazek 27 N'-(2,4-Dinitrobenzoyl)chinolin-5-karbohydrazid (EF20)

Sumarni vzorec: C17H11N506

Relativni molekulova hmotnost: 381,30

Popis: Cervena krystalicka latka
Vytezek: 78 %

Teplota tani: 271,8-273,5 °C

Re: 0,39

H NMR (600 MHz, DMSO-de): d 11.11 (s, 1H), 10.91 (s, 1H), 8.95 (dd, J=4.1, 1.7 Hz, 1H),
8.81 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.77 — 8.65 (m, 2H), 8.21 — 8.13 (m, 1H), 8.03 (d, /= 8.3 Hz, 1H),
7.86 — 7.80 (m, 2H), 7.66 — 7.55 (m, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): § 167.24, 164.01, 151.60, 149.01, 148.04, 147.83, 135.66,
134.03, 132.63, 132.33, 131.82, 129.17, 128.98, 127.01, 125.83, 122.82, 120.54.

IR (ATR): 3176, 3080, 2978, 1690, 1655, 1602, 1551, 1532, 1503, 1471, 1404, 1350, 1318,
1288, 1226, 1178, 1138,1124, 1054, 1003, 918, 890, 856, 836, 810, 728, 664, 652, 623,
612 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 53.55; H, 2.91; N, 18.37

nalezeno C, 53.63; H, 2.85; N, 18.45

36



4.1.3 Syntéza 1,3,4-oxadiazoli a jejich charakterizace
Syntéza nikotinovych a chinolinovych derivati 1,3,4-oxadiazolu probihala podle shodného

postupu — schéma uvadi Obr. 28.

X N
9 (e wms (e,
R™ "N° R—<;
H \

DCM, RT, 3 h \-N

R:
Ny Ny

Obrazek 28 Schéma pripravy 1,3,4-oxadiazolit; TsCl — p-toluensulfonylchlorid; DCM — dichlormethan; RT — room
temperature (laboratorni teplota)

4.1.3.1 Syntéza 1,3,4-oxadiazoli
1 ekvivalent pfislusné¢ nitrovaného N’-acyl(hetero)arylhydrazidu (1 mmol) byl suspendovan

v50 ml DCM. Za soucasného michani byly do smési pifidany 3 ekvivalenty
p-toluensulfonylchloridu (3 mmol, 572 mg) a potom bylo pfikapano 5 ekvivalentl
triethylaminu (5 mmol, 697 pul). Reakéni smés byla ponechdna reagovat do pfijatelné konverze

dle TLC. Dalsi postup zpracovani se u nikotinovych a chinolinovych derivatu lisil.

V ptipadé¢ EF02, EF06, EF07, EF13 byl DCM odpafen na RVO. Surové produkty byly
suspendovany v ethyl-acetatu a vysraZeny triethylamonium-chlorid byl odfiltrovan a filtrat byl
odpafen do sucha na RVO. Surové produkty pak byly vyciStény pomoci sloupcové
chromatografie (gradientovéa eluce MF — DCM — DCM:MeOH 97:3 V/v). Spojené frakce byly
odpatreny na RVO a produkty byly suspendovany pomoci ptidavku hexanu. Vysledné produkty

byly odfiltrovany a vysuseny pomoci proudu vzduchu.

V ptipadé EF11, EF12, EF15 a EF21 byla reakéni smés prevedena do d€lici nalevky a byla
extrahovdna pomoci demineralizované vody, nasyceného roztoku chloridu amonného
a chloridu sodného. Organicka faze byla vysuSena siranem sodnym a odpafena na RVO.
Sloudeniny byly pie¢isténé pomoci sloupcové chromatografie (MF — DCM:MeOH 97:3 V/y).
Spojené frakce byly odpateny na RVO a produkty byly suspendovany pomoci pfidavku hexanu.
Vysledné produkty byly odfiltrovany a vysuSeny pomoci proudu vzduchu.
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4.1.3.2 Charakterizace 1,3,4-oxadiazoli
2-(4-Nitrofenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,3.4-oxadiazol (EF02)

Obrazek 29 2-(4-Nitrofenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazol (EF02)

Sumarni vzorec: C13HsN4O3

Relativni molekulova hmotnost: 268,23

Popis: Bila krystalicka latka

Vytézek: 46 %

Teplota tani: 212,8-215,3 °C (222-224 °C) [32]
Rs: 0,6

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 9.30 (dd, J = 2.2, 0.9 Hz, 1H), 8.81 (dd, /= 4.8, 1.7 Hz,
1H), 8.50 (ddd, J= 7.9, 2.3, 1.7 Hz, 1H), 8.44 — 8.41 (m, 2H), 8.40 — 8.37 (m, 2H), 7.65 (ddd,
J=17.9,438,0.9 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 163.70, 163.64, 153.36, 149.87, 148.15, 135.04, 129.29,
128.74, 125.16, 124.93, 120.29.

IR (ATR): 1601, 1575, 1553, 1543, 1515, 1484, 1464, 1434, 1411, 1340, 1318, 1298, 1276,
1164, 1110, 1077, 1025, 1012, 994, 965, 859, 817, 762, 724, 704, 683, 642, 620 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 58.21; H, 3.01; N, 20.89

nalezeno C, 58.33; H, 3.14; N, 20.94
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2-(3-Nitrofenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,3.4-oxadiazol (EF06)

NO,

Obrazek 30 2-(3-Nitrofenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazol (EF06)

Sumarni vzorec: C13HsN4O3

Relativni molekulova hmotnost: 268,23

Popis: Bila krystalicka latka
Vytézek: 31 %

Teplota tani: 185,7-187,4 °C (192 °C) [33]
R 0,52

TH NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 9.33 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.84 — 8.79 (m, 2H), 8.54 (ddt, J
=14.9, 8.0, 1.6 Hz, 2H), 8.45 (ddd, J= 8.3, 2.4, 1.0 Hz, 1H), 7.91 (t, J= 8.0 Hz, 1H), 7.65 (dd,
J=8.0, 4.8 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): § 163.49, 163.47, 153.30, 148.88, 148.15, 135.06, 133.42,
131.89, 127.12, 125.25, 124.91, 121.86, 120.29.

IR (ATR): 3083, 1596, 1550, 1523, 1480, 1461, 1435, 1354, 1331, 1312, 1290, 1264, 1089,
1068, 1040, 1024, 1002, 976, 962, 910, 872, 820, 745, 722, 703, 671, 636, 621 cm™.

Elementarni analyza:

vypocteno C, 58.21; H, 3.01; N, 20.89

nalezeno C, 58.35; H, 3.12; N, 20.97
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2-(2-Nitrofenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,3.4-oxadiazol (EF07)

Obrazek 31 2-(2-Nitrofenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazol (EF07)

Sumarni vzorec: C13HsN4O3

Relativni molekulova hmotnost: 268,23

Popis: Bilozluté krystalicka latka
Vytézek: 41 %

Teplota tani: 116,4-118,1 °C (89 °C) [34]
Re: 0,43

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 9.20 (dd, J = 2.3, 0.9 Hz, 1H), 8.81 (dd, J=4.8, 1.7 Hz,
1H), 8.40 (ddd, J = 8.0, 2.3, 1.6 Hz, 1H), 8.18 (m, 2H), 7.98 — 7.89 (m, 2H), 7.65 (ddd, J = 8.0,
4.8,0.9 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 163.61, 161.51, 153.45, 148.50, 147.94, 134.98, 134.22,
134.19, 131.91, 125.33, 125.04, 120.06, 117.21.

IR (ATR): 3100, 2926, 2804, 1603, 1577, 1557, 1524, 1468, 1447, 1433, 1412, 1351, 1315,
1285, 1255, 1192, 1118, 1068, 1026, 991, 966, 856, 814, 787, 756, 730, 709, 701, 649, 622 cm™".

Elementarni analyza:
vypocteno C, 58.21; H, 3.01; N, 20.89

nalezeno C, 58.35; H, 3.16; N, 20.95
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2-(2.4-Dinitrofenyl)-5-(pyridin-3-vl)-1.3.4-oxadiazol (EF13)

O,N NO,
\_/ ’

\
N-N

Obrazek 32 2-(2,4-Dinitrofenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazol (EF13)

Sumarni vzorec: Ci13H7NsOs

Relativni molekulova hmotnost: 313,23

Popis: Zluté krystalicka latka
Vytézek: 42 %

Teplota tani: 178,5-181,3 °C

Rs: 0,53

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 9.26 (dd, J=2.2, 0.9 Hz, 1H), 9.02 (d, J=2.3 Hz, 1H), 8.86
(dd, J=4.9, 1.7 Hz, 1H), 8.74 (ddd, J = 8.6, 2.3, 0.9 Hz, 1H), 8.55 — 8.50 (m, 1H), 8.49 — 8.41
(m, 1H), 7.70 (ddt, J = 8.0, 4.8, 0.9 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 6 164.06, 160.02, 153.63, 149.96, 148.36, 148.07, 135.09,
133.02, 128.11, 124.99, 121.51, 120.59, 119.79.

IR (ATR): 3063, 1601, 1576, 1543, 1524, 1482, 1420, 1371, 1352, 1341, 1267, 1195, 1115,
1094, 1057, 1025, 1002, 965, 937, 917, 907, 862, 833, 824, 743, 729, 706, 662, 636 cm".

Elementarni analyza:
vypocteno C, 49.85; H, 2.25; N, 22.36

nalezeno C, 49.92; H, 2.11; N, 22.47
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2-(3-Nitrofenyl)-5-(chinolin-5-yl)-1.3.4-oxadiazol (EF11)

O,N

N/

0 |
\
N-N

Obrazek 33 2-(3-Nitrofenyl)-5-(chinolin-5-yl)-1,3,4-oxadiazol (EF11)

Sumarni vzorec: C17H10N4Os3
Relativni molekulova hmotnost: 318,29

Popis: Bil4 krystalicka latka
Vytézek: 62 %

Teplota tani: 230,9-232,6 °C

R 0,52

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 9.55 (ddd, J = 8.6, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 9.04 (dd, J=4.1, 1.7
Hz, 1H), 8.86 (td, J = 1.8, 0.9 Hz, 1H), 8.60 (ddd, J= 7.7, 1.7, 1.0 Hz, 1H), 8.55 (dd, J = 7.3,
1.2 Hz, 1H), 8.48 (ddd, J = 8.3, 2.4, 1.0 Hz, 1H), 8.30 (dt, J = 8.5, 1.1 Hz, 1H), 7.99 (dd, J =
8.5,7.3 Hz, 1H), 7.94 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 7.77 (dd, J = 8.7, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 164.46, 163.02, 151.86, 149.11, 148.45, 134.34, 134.32,
133.49, 131.86, 129.82, 129.52, 126.95, 125.61, 125.51, 123.63, 121.96, 120.57.

IR (ATR): 3063, 1625, 1524, 1504, 1466, 1414, 1351, 1318, 1266, 1133, 1116, 1071, 1046,
985, 947, 912, 875, 833, 806, 741, 728, 706, 672, 649, 630 cm".

Elementarni analyza:
vypocteno C, 64.15; H, 3.17; N, 17.60

nalezeno C, 64.26; H, 3.04; N, 17.68
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2-(2-Nitrofenyl)-5-(chinolin-5-vl1)-1.3.4-oxadiazol (EF12)

Obrazek 34 2-(2-Nitrofenyl)-5-(chinolin-5-yl)-1,3,4-oxadiazol (EF'12)

Sumarni vzorec: C17H10N4Os3

Relativni molekulova hmotnost: 318,29

Popis: Nazloutla krystalické latka
Vytezek: 75 %

Teplota tani: 174,8-176,0 °C

Rs: 0,52

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 9.47 (dd, J = 8.7, 1.7 Hz, 1H), 9.07 (dd, J = 4.2, 1.7 Hz,
1H), 8.32 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 8.25 (ddd, J= 7.9, 3.8, 1.5 Hz, 2H), 8.04 — 7.93 (m, 3H), 7.78
(dd, J=8.7, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 164.44, 160.95, 151.96, 148.48, 148.20, 134.43, 134.19,
134.15, 134.11, 131.93, 129.63, 129.55, 125.28, 125.27, 123.76, 120.11, 117.25.

IR (ATR): 3081, 1578, 1557, 1537, 1522, 1506, 1466, 1416, 1349, 1316, 1307, 1276, 1249,
1198, 1130, 1067, 1046, 1012, 968, 947, 856, 807, 788, 760, 743, 729, 719, 690, 646 cm'.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 64.15; H, 3.17; N, 17.60

nalezeno C, 64.23; H, 3.08; N, 17.71
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2-(4-Nitrofenyl)-5-(chinolin-5-vl1)-1.3.4-oxadiazol (EF15)

Ny 7 o\(©/
\l

N/N

NO,

Obrazek 35 2-(4-Nitrofenyl)-5-(chinolin-5-yl)-1,3,4-oxadiazol (EF'15)

Sumarni vzorec: C17H10N4O3

Relativni molekulova hmotnost: 318,29

Popis: Nazloutla krystalické latka
Vytézek: 26 %

Teplota tani: 222,2-224.4 °C

Rs: 0,52

TH NMR (600 MHz, DMSO-de): 6 9.52 — 9.47 (m, 1H), 9.01 (dd, J = 4.1, 1.7 Hz, 1H), 8.46
(dd, J=17.3, 1.2 Hz, 1H), 8.44 (s, OH), 8.43 — 8.40 (m, 2H), 8.38 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 8.27 (dt,
J=8.4,1.1 Hz, 1H),7.95 (dd, J= 8.4, 7.3 Hz, 1H), 7.74 (dd, J = 8.7, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 164.56, 162.97, 151.92, 149.82, 148.26, 134.41, 134.38,
129.82, 129.60, 129.33, 128.78, 125.39, 125.12, 123.75, 120.36.

IR (ATR): 3104, 1607, 1553, 1531, 1518, 1504, 1466, 1420, 1409, 1362, 1339, 1317, 1267,

1211, 1200, 1130, 1106, 1091, 1075, 1042, 1011, 946, 855, 828, 806, 761, 729, 706, 652, 640

cm.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 64.15; H, 3.17; N, 17.60

nalezeno C, 64.29; H, 3.07; N, 17.73
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2-(2.4-Dinitrofenyl)-5-(chinolin-5-y1)-1.3.4-oxadiazol (EF21)

— O,N

N

N/ o
L

N/N

NO,

Obrazek 36 2-(2,4-Dinitrofenyl)-5-(chinolin-5-yl)-1,3,4-oxadiazol (EF21)

Sumarni vzorec: C17H9oNs0s5

Relativni molekulova hmotnost: 363,29

Popis: Nazloutla krystalické latka
Vytézek: 36 %

Teplota tani: 206,4-207,9 °C

Rs: 0,35

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds): 6 9.39 (ddd, J = 8.7, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 9.03 (dd, J=4.1, 1.6
Hz, 1H), 8.95 (d,J=2.3 Hz, 1H), 8.70 (dd, J= 8.6, 2.3 Hz, 1H), 8.53 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.31
(td, J=7.4, 1.1 Hz, 2H), 7.96 (dd, J= 8.5, 7.3 Hz, 1H), 7.74 (dd, J = 8.7, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): § 165.09, 159.76, 152.00, 150.13, 148.60, 148.38, 134.77,
134.08, 133.37, 129.86, 129.57, 128.19, 125.49, 123.76, 122.06, 120.66, 120.05.

IR (ATR): 3101, 1604, 1556, 1545, 1532, 1505, 1465, 1422,1405, 1377, 1353, 1345, 1304,
1271, 1210, 1155, 1127, 1060, 1040, 1015, 976, 947, 915, 906, 847, 833, 808, 758, 736, 694,
662, 638, 612 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 56.21; H, 2.50; N, 19.28

nalezeno C, 56.29; H, 2.58; N, 19.35
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4.1.4 Syntéza 1,2,4-oxadiazoli a jejich charakterizace
Pro ptipravu 1,2,4-oxadizolii bylo potfeba nejdiive pripravit vybrané imidamidy (synonymum

amidoximy). Schéma syntézy amidoximu a 1,2,4-oxadiazoll je uvedeno na Obr. 37.

Syntéza amidoximu Syntéza 1,2,4-oxadiazoll
1) CDI, 30 min
HO.
|
2) ,on
R1)\NH2
NH,OH . HCI HO.
DIPEA )lN\ i 3)NaOH, 2 h . [\f—0>\
R,—=N > - 2~—R
1 e Ri” “NH, R;” “OH DMSO, RT R1/kN ?

Obrazek 37 Syntéza amidoximui (EE1, EE2) a 1,2,4-oxadiazolu (EE3, EE4, EES, EE6); DIPEA — N,N-diisopropylethylamin,
THF — tetrahydrofuran; CDI — 1,1"-karbonyldiimidazol; DMSO — dimethylsulfoxid; RT — room temperature (laboratorni
teplota)

4.1.4.1 Syntéza amidoximi
1 mmol ptislusného nitrilu byl rozpustén v 10 ml THF. Ke vzniklému roztoku bylo pfidano 1,7

ekvivalentu N,N-diisopropylethylaminu (DIPEA; 296 ul) a 1,5 ekvivalentu hydroxylamin
hydrochloridu (104 mg). Reakéni smés byla po dobu 3 hodin zahtivéna pod zpétnym chladicem
pii teploté 70 °C. Nasledné bylo rozpoustédlo odpateno na RVO. Surovy produkt byl rozpustén
v ethyl-acetatu a byl extrahovan pomoci nasyceného roztoku chloridu amonného a chloridu
sodného. Organickd faze byla vysuSena siranem sodnym a odpafena na RVO do sucha.
V ptipad¢ potieby (EE2) byl produkt dale piecistén pomoci sloupcové chromatografie
(gradientovéa eluce MF — DCM — DCM:MeOH 97:3 V/y — &isty MeOH).

4.1.4.2 Syntéza 1,2,4 oxadiazoli [35]
K roztoku pfislusné karboxylové kyseliny (1,4 mmol) v 5 ml dimethylsulfoxidu (DMSO) se

ptidalo 1,2 ekvivalentu 1,1'-karbonyldiimidazolu (1,68 mmol, 272 mg). Po 30 minutach byl do
reak¢ni smési piidan 1 ekvivalent (vztazen vici karboxylové kyseling) ptisluSného amidoximu
areakce byla ponechana pies noc na magnetické michacce pii laboratorni teploté. Poté bylo do
reakéni smési rychle ptfidano 1,2 ekvivalentu (vztazen ke karboxylové kyselin€) pfedem
rozdrceného NaOH. Po dvou hodinach bylo do reakce pfidano 30 ml studené demineralizované
vody. Vznikla suspenze byla odfiltrovana a pevny podil byl vysuSen nejprve proudem vzduchu,
poté v exsikatoru pod vakuem. Surovy produkt byl rozpustén v MeOH, odpaten s pfidavkem
silikagelu a ptecistén pomoci kolonové chromatografie (MF — DCM:MeOH 97:3 V/v).
V ptipad¢ latky EE6 byla k ptecisténi pouzita sloupcova chromatografie s gradientovou eluci

MF hexan — hexan:ethyl-acetat 7:3 V/v.
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4.1.4.3 Charakterizace amidoximi a 1,2,4-oxadiazoli
N’ -Hydroxy-3,5-dinitrobenzimidamid (EE1)

HO.
L
O,N
2 NH,
NO,

Obrazek 38 N'-Hydroxy-3,5-dinitrobenzimidamid (EE1)

Sumarni vzorec: C7H6N4Os

Relativni molekulova hmotnost: 226,15

Popis: Zluta krystalicka latka

Vytezek: 97 %

Teplota tani: 181,8-183,7 °C (199-201 °C) [36]
Re: 0,63

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 10.30 (s, 1H), 8.88 (d, /= 2.1 Hz, 2H), 8.80 (t, J=2.1 Hz,
1H), 6.37 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 148.29, 147.91, 136.46, 125.29, 118.54.

IR (ATR): 3473, 3379, 3107, 2922, 2360, 2342, 1660, 1608, 1589, 1483, 1458, 1395, 1344,
1325, 1250, 1159, 1120, 1080, 955, 916, 903, 862, 815, 760, 731, 703, 644 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 37.18; H, 2.67; N, 24.77

nalezeno C, 37.25; H, 2.73; N, 24.65
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N'-Hydroxychinolin-5-karboximidamid (EE2) [37]

OH
H,N__N
%
NS
N

Obrazek 39 N'-Hydroxychinolin-5-karboximidamid (EE2)

Sumarni vzorec: Ci10HoN3O

Relativni molekulova hmotnost: 187,2

Popis: Seda krystalicka latka
Vytezek: 56 %

Teplota tani: 184,1-185,6 °C

Rs: 0,35

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds): 5 9.75 (s, 1H), 8.90 — 8.86 (m, 1H), 8.71 — 8.68 (m, 1H), 8.02
—8.00 (m, 1H), 7.75 — 7.73 (m, 1H), 7.66 — 7.64 (m, 1H), 7.54 — 7.51 (m, 1H), 6.10 (s, 2H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 151.03, 148.23, 134.85, 132.67, 131.58, 130.46, 129.26,
127.30, 126.63, 122.04.

IR (ATR): 3452, 3346, 3158, 3046, 1656, 1608, 1589, 1506, 1476, 1402, 1316, 1212, 1137,
1120, 1050, 1001, 955, 917, 873, 830, 803, 769, 651, 642, 617 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 64.16; H, 4.85; N, 22.45

nalezeno C, 64.23; H, 4.73; N, 22.61
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3-(3.5-Dinitrofenyl)-5-(pyridin-3-y1)-1.2.4-oxadiazol (EE3)

O,N N—-0

Obrazek 40 3-(3,5-Dinitrofenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,2,4-oxadiazol (EE3)

Sumarni vzorec: C13H7N505

Relativni molekulova hmotnost: 313,23

Popis: Zluta krystalicka latka
Vytézek: 51 %

Teplota tani: 163,9-165,4 °C

Re: 0,46

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds): 8 9.39 — 9.35 (m, 1H), 9.06 — 9.04 (m, 2H), 9.00 — 8.98 (m,
1H), 8.90 — 8.87 (m, 1H), 8.61 — 8.58 (m, 1H), 7.71 — 7.67 (m, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 175.49, 166.39, 154.63, 149.35, 149.23, 136.41, 129.19,
127.45, 125.10, 121.69, 120.13.

IR (ATR): 3102, 1680, 1659, 1639,1608, 1596, 1582, 1554, 1543, 1519, 1454, 1430, 1415,
1346, 1319, 176, 1114, 1075, 1025, 922,912, 824, 762, 757, 730, 711, 700, 663, 652, 621 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 49.85; H, 2.25; N, 22.36

nalezeno C, 49.92; H, 2.38; N, 22.49
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5-(3.5-Dinitrofenyl)-3-(pyridin-3-y1)-1.2.4-oxadiazol (EE4)

NO,
7\ N
N \ N
N-O NO,

Obrazek 41 5-(3,5-Dinitrofenyl)-3-(pyridin-3-yl)-1,2,4-oxadiazol (EE4)

Sumarni vzorec: C13H7N505

Relativni molekulova hmotnost: 313,23

Popis: Bézova krystalicka latka
Vytézek: 45 %

Teplota tani: 158,1-160,9 °C (137-139 °C) [38]
Rs: 0,35

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds): 3 9.27 — 9.25 (m, 1H), 9.15 — 9.12 (m, 2H), 9.08 — 9.05 (m,
1H4), 8.81 — 8.78 (m, 1H), 8.47 — 8.44 (m, 1H), 7.64 — 7.61 (m, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): 6 173.31, 167.63, 153.25, 149.41, 148.48, 135.39, 128.38,
126.53, 124.88, 122.84, 122.50.

IR (ATR): 3097, 2985, 2887, 1634, 1537, 1600, 1537, 1448, 1429, 1347, 1318, 1166, 1106,
1093, 1029, 966, 920, 821, 764, 756, 728, 705, 655, 624 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 49.85; H, 2.25; N, 22.36

nalezeno C, 49.98; H, 2.37; N, 22.46
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3-(3.5-Dinitrofenyl)-5-(chinolin-5-y1)-1.2.4-oxadiazol (EE5)

Obrazek 42 3-(3,5-Dinitrofenyl)-5-(chinolin-5-yl)-1,2,4-oxadiazol (EE5)

Sumarni vzorec: C17H9oNs0s5

Relativni molekulova hmotnost: 363,29

Popis: Zluté krystalicka latka
Vytézek: 41 %

Teplota tani: 204,4-206,4 °C

Ry 0,38

TH NMR (600 MHz, DMSO-ds): J 9.53 — 9.49 (m, 1H), 9.13 — 9.10 (m, 2H), 9.07 — 9.05 (m,
1H), 9.02 — 8.99 (m, 1H), 8.58 — 8.55 (m, 1H), 8.40 — 8.36 (m, 1H), 8.02 — 7.97 (m, 1H), 7.85
~7.81 (m, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-ds): § 176.06, 166.34, 152.17, 149.37, 148.21, 135.87, 134.06,
131.34, 129.67, 129.45, 127.56, 125.61, 124.14, 121.68, 120.20.

IR (ATR): 3094, 2921, 2851, 1633, 1594, 1550, 1541, 1519, 1506, 1457, 1411, 1396, 1343,
1322, 1297, 1271, 1213, 1172, 1131, 1104, 1076, 1051, 1043, 1019, 991, 949, 924, 913, 839,
821, 768,752, 731, 707, 654, 648, 630, 612 cm™..

Elementarni analyza:
vypocteno C, 56.21; H, 2.50; N, 19.28

nalezeno C, 56.29; H, 2.62; N, 19.20
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5-(3.5-Dinitrofenyl)-3-(chinolin-5-y1)-1.2.4-oxadiazol (EE6)

NO,

+Q

\
N’ N-0O NO,
Y

Obrazek 43 5-(3,5-Dinitrofenyl)-3-(chinolin-5-yl)-1,2,4-oxadiazol (EEG6)

Sumarni vzorec: C17H9oNs0s5

Relativni molekulova hmotnost: 363,29

Popis: Svétle Zluta krystalicka latka
Vytézek: 21 %

Teplota tani: 246,8-248.,8 °C

Ry 0,36

IH NMR (600 MHz, DMSO-ds): ¢ 9.20 (ddd, J = 8.7, 1.7, 0.9 Hz, 1H), 9.16 (d, J = 2.1 Hz,
2H), 9.07 (t,J = 2.1 Hz, 1H), 9.00 (dd, J=4.1, 1.7 Hz, 1H), 8.42 (dd, J=7.3, 1.2 Hz, 1H), 8.26
(dt, J=8.4, 1.1 Hz, 1H), 7.94 (dd, J= 8.4, 7.2 Hz, 1H), 7.69 (dd, J = 8.7, 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-d): 6 172.43, 168.98, 151.64, 149.50, 148.61, 134.25, 133.91,
130.28, 129.49, 128.37, 126.77, 125.97, 123.46, 123.31, 122.73.

IR (ATR): 3084, 1633, 1601, 1568, 1541, 1508, 1464, 1400, 1342, 1335, 1311, 1291, 1208,
1162, 1136, 1103, 1075, 1049, 998, 946, 918, 863, 838, 813, 766, 752, 731, 712, 675, 656, 649,
645, 623 cm™.

Elementarni analyza:
vypocteno C, 56.21; H, 2.50; N, 19.28

nalezeno C, 56.27; H, 2.65; N, 19.19
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4.2 BIOCHEMIE
4.2.1 Metodika stanoveni inhibi¢ni aktivity AChE a BuChE [39]

Uginnost viech pfipravenych slou¢enin byla vyjadiena pomoci hodnoty ICso, ktera popisuje
jejich inhibi¢ni aktivitu. Je to takova koncentrace inhibitoru, kterd je potfebna pro pokles
aktivity enzymu na 50 %. Tato veli¢ina byla stanovena pomoci spektrofotometrické
modifikované Ellmanovy metody, kterd kvantifikuje mnozstvi -SH nebo S-S skupin. Princip
metody spoCivd v meétfeni rychlosti vzniku thiocholinu, jakozto produktu hydrolyzy
acetylthiocholinu (ATCh), potazmo butyrylthiocholinu (BTCh), pfislusnou CHE ve vodném
prostiedi. Vznikly thiocholin reaguje s Ellmanovym ¢inidlem (5,5 -dithiobis(2-nitrobenzoova
kyselina), DTNB) za vzniku zlutého produktu, ktery je spektrofotometricky detekovan pfti

vlnové délce 412 nm.

Reakéni smés, ktera byla pouzita pro stanoveni enzymatické aktivity, méla objem 2000 ul
a obsahovala 40 uM ATCh, potazmo BTCh, s aktivitou 0,2 U/ml a DTNB o koncentraci
100 uM pro vSechny reakce. Na veskeré fedéni byla pouzita demineralizovana voda. Testované
latky jakozto potencidlni inhibitory byly testovany v osmi riiznych koncentracich. Zarovein byl
pfipraven srovnavaci roztok, ve kterém nebyla obsazena ani testovana latka, ani CHE. Pomoci
zméfené absorbance bylo vypocitano procento inhibice pro konkrétni koncentrace. Vysledné
hodnoty procent inhibice pak byly zaneseny do grafu proti molarni koncentraci inhibitoru. Tam,
kde se kiivka, kterd vznikla propojenim vzniklych bodi, protne s hodnotou 50 % inhibice
enzymu, je hodnota ICso. Jako referen¢ni latka byl pouzit rivastigmin. Jeho hodnoty 1Cso pro

AChE 1 BuChE byly ziskany z [39].

Testovani bylo provedeno na Katedfe biologickych a biochemickych véd na Fakulté

chemicko-technologické Univerzity Pardubice Mgr. Sarkou Stépankovou, Ph.D.
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4.3 BIOLOGIE
4.3.1 Metodika hodnoceni antimykobakterialni aktivity [40]

1,3,4-Oxadiazoly a jejich prekurzory byly hodnoceny in vitro jako potencialni slouceniny
ucinné proti mykobakteriim. Pfi testovdni potencidlni antimykobakteridlni aktivity byly
testovany kmeny Mycobacterium tuberculosis 331/88 viedéni 10° a dva kmeny
netuberkuldznich mykobakterii: Mycobacterium avium 330/88 v fedéni 107, které je rezistentni

na isoniazid, rifampicin, ofloxacin a ethambutol, dale Mycobacterium kansasii 235/80 v fedéni

10,

Stanoveni minimdalnich inhibi¢nich koncentraci bylo provadéno mikrometodou v padé
Middlebrook 7H9 Broth Base v plastikovych P-destickach. Testované slouceniny byly
nefedény roztokem DMSO tak, aby vysledné koncentrace ¢inily 1000, 500, 250, 125, 62,5, 32,
16, 8, 4,2 a 1 pM. Hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byly odecteny po 14 a 21

dnech inkubace pti 37 °C, u Mycobacterium kansasii navic uz po 7 dnech.

[RA4

mykobakterii. Jako referencni latka byl pouzit isoniazid jakozto antituberkulotikum 1. linie,
ktery byl pfed testovanim natfedén sterilni destilovanou vodou. Testovani bylo provedeno
externé ve Zdravotnim Ustavu se sidlem v Ostravé, laboratofi pro diagnostiku mykobakterii

a tuberkuldézy RNDr. Jifinou Stolafikovou a Mgr. Janou Korbielovou.
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4.3.2 Metodika hodnoceni antibakterialni aktivity [41], [42]

U 1,3,4-oxadiazolt a jejich prekurzort byla otestovana antibakteridlni aktivita proti jednomu
grampozitivnimu kmenu: Staphylococcus aureus (SA), subsp. aureus, ATCC (American Type
Culture Collection) 29213, CCM (Czech Collection of Microorganisms) 4223 a jednomu
gramnegativnimu kmenu: Escherichia coli (EC), ATCC 25922, CCM 2954,. V piipadé, ze latka
vykéazala aktivitu, byla pak dotestovana na ostatni klinicky vyznamné grampozitivni
a gramnegativni kmeny. Potencidlné tak byly testovany cCtyfi grampozitivni kmeny: SA,
methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), subsp. aureus ATCC 43300, CCM 4750,
Staphylococcus epidermidis (SE), ATCC 12228, CCM 4418, Enterococcus faecalis (EF), ATCC
29212, CCM 4224, a ¢tyti gramnegativni kmeny: EC, Klebsiella pneumoniae, ATCC 10031,
CCM 4415, Acinetobacter baumannii, ATCC 19606, DSM (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) 30007, a Pseudomonas aeruginosa, ATCC 27853, CCM
3955.

Stanoveni antibakteridlni aktivity byla provedeno pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody
v destickach podle standardu EUCAST (The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Kazda jamka v mikrodilu¢ni desti¢ce obsahovala 200 ul media a 10 pl
suspenze inokula. Jako medium byl pouzit Mueller Hintoniv bujon ¢. 2 (CAMHB) o pH 7,0.
Inokulum odpovidalo velikosti 0,5 dle stupnice McFarlanda (1,5x10® CFU (colony forming
units)/ml). Inkubace probihala pfi teploté 35°+ 2 °C po dobu 2448 h a byla staticka, ve tmé
a v humidni atmosféfe. Testované slouceniny byly rozpustetny v DMSO na vyslednou
koncentraci 0,49-500 uM. Po inkubaci testovanych sloucenin s osmi klinicky vyznamnymi
kmeny byla odectena MIC (uM), kterd odpovidd 95 % inhibovanych bakterii. Inhibice ristu
bakterii byla stanovena vizualné. Jako standard bylo pouzito beta-laktamové antibiotikum

piperacilin. Jeho hodnoty MIC byly ziskany z [43].

Testovani bylo provedeno Idou Dufkovou z Katedry biologickych a Iékafskych véd

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
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4.3.3 Metodika hodnoceni antifungalni aktivity [41]

U 1,3,4-oxadiazolt a jejich prekurzorti byla otestovana jejich antifungdlni aktivita proti
jednomu kmenu kvasinek: Candida albicans (CA) ATCC 24433 a jednomu kmenu vlaknitych
hub Trichophyton interdigitale (TT) ATCC 9533, CCM 8377. Pokud by latka vykazala dobry
biologicky ucinek, bylo v planu testovani na dalSich Sesti kmenech, ale vzhledem k nizké

udinnosti se tak nestalo.

Stanoveni antifungalni aktivity bylo opét provedeno pomoci mikrodilu¢ni bujéonové metody
v destickach podle standardd EUCAST. Kazd4 jamka obsahovala 200 ul média a 10 pl suspenze
inokula. Jako médium byl pouzit RPMI-1640 s glutaminem a 2 % glukézou a pH bylo upraveno
na 7,0 pomoci 3-(N-morfolino)propansulfonové kyseliny o 0,165M koncentraci. Vysledné
inokulum meélo velikost 0,5-2x103 CFU/ml. Inkubace probihala pfi teploté 35°+ 2 °C (v piipadé
TI 25-28 °C) a trvala 24-48 h (v ptipadé TI 5-7 dni), pfi statickych podminkéch, ve tmé& a pii
humidni atmosfére. Inhibice riistu hub byla odectena vizudlné. Jako standard bylo pouzito

triazolové antimykotikum flukonazol. Jeho hodnoty byly ziskany z [43].

Hodnoty MIC stanovila Ida Dufkova z Katedry biologickych a lékaiskych véd Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
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5 DISKUZE A VYSLEDKY

5.1 CHEMICKE HODNOCENI

Design sloucenin byl zaloZzen na nami dfive pfipravenych a zatim nepublikovanych derivéatech
zalozenych na molekularni hybridizaci 3,5-dinitrobenzoové kyseliny a nikotinohydrazidu, resp.
chinolin-5-karbohydrazidu. Ty se ukazaly byt t¢innymi inhibitory CHE 1 riistu mykobakterii,

proto jsme v této praci prikrocili k piipravé jejich analog.

V ramci experimentalni ¢asti prace bylo celkem nasyntetizovano dvacet dva sloucenin: osm
sloucenin vychazejicich z 1,3,4-oxadiazolu (EF02, EF06, EF07, EF13, EF11, EF12, EF15,
EF21), osm jejich prekurzorli — ¢tyfi N'-acylnikotinohydrazidy (EF01, EF03, EF04, EF0S5)
a Ctyfi N’-acylchinolin-5-karbohydrazidy (EF09, EF10, EF14, EF20), ¢tyii slouceniny
vychéazejici z 1,2,4-oxadiazolt (EE3, EE4, EES5, EE6) a dva jejich prekurzory
(N’-hydroxy-3,5-dinitrobenzimidamid EE1 a N'-hydroxychinolin-5-karboximidamid EE2).

Metoda 1 (viz kapitola 4.1.2.1.1) spocivala v reakci pfislusného hydrazidu s acyl chloridem
v pritomnosti baze (EF01). Jako dal$i moznost syntézy N’-acylnikotinohydrazidi byla reakce
karboxylové kyseliny s hydrazidem dle metody 2 (viz kapitola 4.1.2.1.2.). Stejny postup byl
pouzit také pii syntéze N'-acylchinolin-5-karbohydrazidi dle metody 3 (viz kapitola 4.1.2.2.2).
Metoda je zaloZena na karbodiimidovém couplingu v pfitomnosti HOBt. V ptipad¢ syntézy N'-
acylnikotinohydrazidii byla podle dostupnosti vychozich latek provedena reakce s kyselinou
nikotinovou a pfislusné nitrovanym benzhydrazidem (EF03, EF04), ale i v opacném designu,
tj. s nikotinohydrazidem a nitrovanou benzoovou kyselinou (EF05). V pfipadé syntézy N'-
acylchinolin-5-karbohydrazida byly latky EF09, EF10 a EF14 ptipraveny reakci chinolin-5-
karboxylové kyseliny a pfisluSné nitrovaného hydrazidu. Pii ptipravé EF20 nebyl hydrazid 2,4-
dinitrobenzoové kyseliny komeréné dostupny a nepovedlo se jej pfipravit, proto byl pfipraven
chinolin-5-karbohydrazid (viz kapitola 4.1.2.2.1) zvychozi kyseliny jeji esterifikaci
methanolem a naslednou hydrazinolyzou, a latka EF20 tak vznikla jeho reakci s kyselinou 2,4-

dinitrobenzoovou.

Princip cyklizace prekurzorti za vzniku 1,3,4-oxadiazolt byl u N’-acylnikotinohydrazid i N'-
acylchinolin-5-karbohydrazida stejny (reakci s p-toluensulfonylchloridem v pfitomnosti
terciarni baze) a je popsan v kapitole 4.1.3. VSechny vzniklé 1,3,4-oxadiazoly bylo potieba
procistit pomoci sloupcové chromatografie (EF02, EF06, EF07, EF13, EF11, EF12, EF15
a EF21).
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Izomerni 1,2,4-oxadiazoly, které byly navrzeny na zakladé biologické aktivity isomernich
1,3,4-oxadiazolli, vznikly reakci ptislusného amidoximu s piislusnou karboxylovou kyselinou
za podminek popsanych v kapitole 4.1.4. Vzhledem k asymetrické substituci na 1,2,4-
oxadiazolu bylo mozné ptipravit dva polohové izomery. V ptipad¢ EE3 a EE4 byly substituenty
na oxadiazolovém jadie 3,5-dinitrofenyl a pyridin-3-yl. Princip jejich syntézy spocival v reakci
nikotinové kyseliny a 3,5-dinitrobenzoamidoximu (EE3) nebo v reakci 3,5-dinitrobenzoové
kyseliny s N-hydroxynikotinimidamidem (EE4). V ptipad¢ EE5 a EE6 bylo oxadiazolové jadro
substituovano kromé 3,5-dinitrofenylem také chinolin-5-ylem. Latky pak vznikly reakci
chinolin-5-karboxylové  kyseliny a  3,5-dinitrobenzoamidoximu  (EE5)  nebo
3,5-dinitrobenzoové kyseliny s N-hydroxychinolin-5-karboximidamidem (EE6). VSechny

vzniklé oxadiazoly bylo nésledné potieba piecistit pomoci sloupcové chromatografie.

Prekurzorové amidoximy, které nebyly dostupné, bylo potieba piipravit (viz kapitola 4.1.4.1),
a to reakci pfislusného nitrilu s hydroxylamin hydrochloridem za pfitomnosti DIPEA, kdy
kondenzaci vznikly pfislusSné amidoximy. Syntéza slouc¢eniny EE1 probéhla s vytézkem 97 %
a nebylo jiz potieba ji ptecisStovat. V pripadé EE2 bylo nutné ptecistit latku pomoci sloupcové

chromatografie.

Zaznamenané vytézky byly v rozmezi 21-97 %. VyS§i vytézky se vyskytovaly pfi syntézach
prekurzord 1,3,4-, ale také 1,2,4-oxadiazoli. Nejvyssi zaznamenany vytézek byl 97 % a byl
zaznamenan pii vySe zminéné syntéze N’-hydroxy-3,5-dinitrobenzimidamidu (EE1). NiZsi
(3,5-dinitrofenyl)-3-(chinolin-5-yl)-1,2,4-oxadiazolu (EE6). Takto nizky vytézek byl zptisoben
pfedev§im opakovanim sloupcové chromatografie, kviili nevhodnému déleni smési a nutné
vymeéné MF. Konecné chromatografie byla provedena pomoci gradientové eluce MF hexan —

hexan:ethyl-acetat 7:3 V/v.

Vsechny slouceniny byly charakterizovany pomoci spektralnich (NMR, IR) a fyzikdlnich
(mé&feni teploty tani a Rf) metod. Elementarni analyza byla dale pouzita k ovéfeni Cistoty latek,

ktera byla dostate¢na pro testovani jejich biologické aktivity.
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5.2 BIOCHEMICKE HODNOCENI
U vSech nasyntetizovanych latek byla zmétena jejich schopnost inhibovat AChE a BuChE
a byla vyjadiena pomoci hodnoty ICso. Ziskané hodnoty jsou shrnuty v nésledujici tabulce

(Tabulka 1), kde byly nejlepsi hodnoty zvyraznény tucné.

Nejvyssi inhibi¢ni aktivitu proti AChE vykazovala sloucenina EF06 (6,68 pM). Nejnizsi
hodnotu ICso vii¢i BuChE vykazovala latka EE4 (45,09 uM). Hodnoty ICso se pohybovaly
v rozmezi 6,68 WM az 398,44 uM.

1,3,4-Oxadiazoly mély obecné vyssi inhibi¢ni aktivitu nez jejich prekurzory, piic¢emz vyssi
biologicky ucinek vykazovaly 1,3,4-oxadiazoly se substituovanym pyridin-3-ylem
(. nikotinové derivaty) oproti 1,3,4-oxadiazolim s chinolin-5-ylem. Nejvyssi inhibi¢ni

aktivitu viici AChE z nikotinovych derivati vykazovala jiz zminéna latka EE06. Jedna se tedy

L4

cvwr

derivati mély latky, jejichz fenyl byl nitrovan v polohdch 2 i 4. V piipad¢ nitrace pouze
v poloze 4 nebo v poloze 2 doslo u nikotinovych i chinolinovych derivati ke snizeni jejich
biologické aktivity vici AChE. NejvySs$i inhibi¢ni aktivitu proti BuChE vykazuje
z 1,3,4-oxadiazolil nikotinovy derivat EF02, ktery ma nitrovany fenyl v poloze 4.

vwr

viuci BuChE nez 1,3,4-oxadiazoly. V porovnani se svymi prekurzory vykazovaly vSak vyssi
schopnost inhibice AChE (jak latky substituované pyridin-3-ylem, tak chinolin-5-ylem) a jiz

cvwr

vykazovaly také dobrou inhibi¢ni schopnost vii¢i BuChE.

Z nov¢ nasyntetizovanych latek se celkoveé jako lepsi inhibitory AChE jevi 1,3,4-oxadiazoly

v e

prekurzory (EE1, EE2).

U vSech otestovanych latek byl vypocitan index selektivity, ktery je ziskan podilem ICso BuChE
a ICso AChE a jeho hodnota urcuje, zda se jedna o selektivni (index selektivity je vyS$i nez 10)
¢i neselektivni (index selektivity je niz§i nez 10) inhibici AChE. Diky této hodnoté se jako
selektivni inhibitory prokazaly tfi latky odvozené od 1,3,4-oxadiazoli (EF06, EF13, EF21)

ajedna latka odvozend od 1,2,4-oxadiazol (EES). V ptfipad¢ ostatnich latek se jedna
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o neselektivni inhibitory. Nejvyssi index selektivity méla latka EF13 a to konkrétné 45,1. Tato
sloucenina je odvozena od 1,3,4-oxadiazolu substituovaného 2,4-dinitrofenylem. Stejny
strukturni zédklad ma také latka EF21, ktera také vykazala selektivni inhibici. Proto se jevi
substituce 2,4-dinitrovanym fenylem jako substituce, kterd zvySuje selektivitu inhibitort vici

AChE.

Z4dna sloucenina nebyla in vitro lepSim inhibitorem BuChE neZ rivastigmin, ale fada z nich

byla G&inng&jsi vici AChE.

) AChE BuChE Index selektivity
Latky ICso (uM) ICsy (uM) | (ICso BuChE/ICs) AChE)
Prekurzory 1,3,4-oxadiazoli
EF01 50,16+1,13 170,27+6,82 3,4
EF03 41,18+1,56 200,67+3,07 4,9
EF04 69,41+3,96 179,45+6,63 2,6
EF05 53,40+1,83 380,63+7,08 7,1
EF09 58,88+4,09 230,90+4,40 3,9
EF10 50,01+1,02 197,08+7,78 3,9
EF14 62,67+2,27 288,91+5,29 4,6
EF20 92,00+5,26 398,44+8.,48 4,3
1,3,4-Oxadiazoly
EF02 12,13+0,23 85,86+1,83 7,1
EF06 6,68+0,12 101,68+2,06 15,2
EF07 19,46+0,12 137,73+£6,47 7,1
EF13 7,15+0,40 322,324+5,55 45,1
EF11 20,66+0,73 174,65+9,09 8,5
EF12 30,36+1,30 187,81+1,37 6,2
EF15 59,88+3,93 233,294+4,93 3,9
EF21 29,21+0,04 346,08+6,94 11,8
Prekurzory 1,2,4-oxadiazolt
EE1 26,37+0,09 65,05+3,42 2,5
EE2 63,26+2,82 60,93+3,25 1,0
1,2,4-Oxadiazoly
EE3 22,07+1,09 150,75+3,91 6,8
EE4 18,26+0,09 45,09+0,44 2,5
EE5 15,46+0,24 223,12+£11,75 14,4
EE6 33,72+2,00 123,03+9,89 3,6
Rivastigmin 56,10+1,41 38,40+1,97 0,7

Tabulka 1 Vysledky inhibice CHE
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5.3 BIOLOGICKE HODNOCENI
Biologické hodnoceni bylo provedeno pouze u 1,3,4-oxadiazolli a jejich prekurzort.

Hodnocena byla jejich potencidlni antimykobakteridlni, antibakteridlni a antifungalni aktivita.

5.3.1 Antimykobakterialni aktivita
Nasledujici tabulka (Tabulka 2) popisuje vysledky antimykobakterialni aktivity hodnocenych
latek. Biologickd aktivita byla vyjaddfena pomoci hodnoty MIC a vysledné hodnoty byly

porovnavany s isoniazidem, ktery byl zméten jako referencni latka.

Dle vysledkt mély biologicky uc¢inek pouze dvé latky, které vykazovaly ucinek pouze proti
1€kove plné citlivému kmenu Mycobacterium tuberculosis 331/88. Byla to latka EF13 a EF21.
Obé¢ latky obsahuji ve své struktufe 2,4-dinitrovany fenyl. Sloucenina EF13 je nikotinovy

Vv

MIC ¢inila 2 uM po 14121 dnech.

Vzhledem k vysledkiim Ize shrnout, ze ptitomnost 2,4-dinitrofenylu byla zasadni pro inhibi¢ni

aktivitu viici kmenu Mycobacterium tuberculosis 331/88.

Proti ostatnim testovanym kmentm netuberkuldéznich mykobakterii latky nevykazaly Zzadny
vyznamny biologicky ¢inek, kromé latek EF20 a EF07, které prokdzaly mirny Gc¢inek vici

kmenu Mycobacterium kansasii. V ptipadé obou latek hodnota MIC ¢inila 2500 pM.
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Latky MIC [uM]
Mtb. 331/88 M. avium 330/88 M.kansasii 235/80
14 dni 21 dni 14 dni ‘ 21 dni 7 dni 14 dni 21 dni
Prekurzory 1,3,4-oxadiazoli
EF01 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
EF03 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
EF04 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
EF05 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
EF09 | 500 nartst | 500 narist | 500 nartst | 500 nartst | 500 nardst | 500 nardst | 500 nardst
EF14 | 500 nartust | 500 narust | 500 nartst | 500 nartst | 500 nardst | 500 nartst | 500 nartst
EF20 1000 >1000 >1000 >1000 500 500 500
1,3,4-Oxadiazoly

EF02 | 500 nartst | 500 nartist | 500 nartst | 500 nartist | 500 nardast | 500 nartst | 500 nartst
EF06 250 500 narust | 500 narGst | 500 nartst | 500 nartist | 500 nardst | 500 nardst
EF07 1000 1000 >1000 >1000 500 1000 1000
pn |2 | 2 | o | o o
EF11 | 500 narast | 500 narist | 500 nartst | 500 nartst | 500 nartst | 500 nardst | 500 nardst
EF12 | 250 nartst | 250 nartist | 250 nartst | 250 nartst | 250 nardast | 250 nartst | 250 nartst
EF15 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
EF21 4 8 250 nartist | 250 narast | 250 nartst | 250 nartst | 250 nardst
INH 0,5 0,5 >250 >250 2 2 2

Tabulka 2 Vysledky antimykobakterialni aktivity

Zkratky pouZité v tabulce:

INH
MIC
M. avium

M. kansasii

Mitb.

Isoniazid

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Mycobacterium avium

Mycobacterium kansasii

Mycobacterium tuberculosis
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5.3.2 Antibakterialni aktivita

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4.3.2, latky byly testovany na jeden grampozitivni (SA) a na
jeden gramnegativni kmen (EC). V piipad¢, ze latka vykazala aktivitu, tak byla dotestovana na
zbylé kmeny. Latky EF11, EF12 a EF15 se nepodafilo otestovat z divodu jejich Spatné

rozpustnosti v DMSO nebo z divodu vysrazeni se v testovacim médiu (EF12).

Biologicky tcinek vykazal pouze 2-(2,4-dinitrofenyl)-5-(pyridin-3-yl)-1,3,4-oxadiazol (EF13).
Jeho hodnota MIC byla pro SA 125 uM, pro MRSA dokonce 15,62 uM, pro SE 7,81 uM a pro
EF 250 uM po 24 hodinach. Na EC latka EF13 netcinkovala, proto jiz na zbylé gramnegativni

kmeny nebyla otestovana.

Na nasledujici tabulce (Tabulka 3) jsou shrnuty vysledky jediné latky, kterd vykézala
biologicky ucinek, tedy EF13. Jeji antibakterialni aktivita byla vyjadfena pomoci hodnoty MIC.

Kmen (kéd) Testované latky — MIC [puM]
EF13 PIP
SA 24 h 125 37
48 h 250 ’
24 h 15,62
MRSA 29,6
48 h 31,25
24 h 7,81
SE - 0,23
48 h 15,62
24 h 250
EF 3,7
48 h 250

Tabulka 3 Vysledky antibakterialni aktivity

Zkratky pouZité v tabulce:

EF Enterococcus faecalis

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRSA Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
SA Staphylococcus aureus

SE Staphylococcus epidermidis

PIP Piperacilin
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5.3.3 Antifungalni aktivita

Jak bylo jiz popsano v kapitole 4.3.3, také zde byly latky testovany pouze proti jednomu kmenu
kvasinek (CA) a proti jednomu kmenu vldknitych hub (TI). V pfipadé¢ vykazani dobrého
biologického ucinku byla latka otestovana i na zbylé kmeny. Latky EF11, EF12 a EF15 se

nepodafilo otestovat ze stejnych diivodu, jako bylo uvedeno v kapitole 5.3.2.

Biologicky ucinek vykazala stejn¢ jako v pifipadé testovani antibakterialni aktivity pouze
sloucenina EF13. Vykazala ucinek pouze proti TI s hodnotou MIC 125 uM po 120 hodinéch.

Tato biologické aktivita nebyla dostate¢na, proto jiz nebyla testovana na zbylé kmeny. Ostatni

slouceniny antifungalni aktivitu neprokazaly.

Vysledky testovani antifungalni aktivity jsou vyjadieny pomoci hodnoty MIC na nasledujici

tabulce (Tabulka 4), kde je uvedena pouze jedina latka, kterd vykazala biologicky ucinek

(EF13).
Kmen (kéd) Testované latky — MIC [uM]
EF13 FLU
I 120 h 125 52,2
168 h 250 52,2

Tabulka 4 Vysledky antifungalni aktivity

Zkratky pouzité v tabulce:

FLU Flukonazol
MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace
TI Trichophyton interdigitale
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6 ZAVER

Celkové bylo nasyntetizovano dvacet dva sloucenin, z toho bylo deset prekurzori (osm pro
1,3,4-oxadiazoly a dva pro 1,2,4-oxadiazoly) a dvanict oxadiazolti (osm 1,3,4-oxadiazolil
a Ctyti 1,2,4-oxadiazoly). Slouceniny byly otestovany na jejich inhibicni aktivitu vici AChE
aBuChE. U 1,3,4-oxadiazoli a jejich prekurzori byla zéaroven otestovana jejich

antimykobakteridlni, antibakteridlni a antifungalni aktivita.

Byl odvozen vliv substituentd na biologicky ucinek. Celkové mély 1,3,4-oxadiazoly vyssi
inhibi¢ni aktivitu nez jejich prekurzory. 1,2,4-Oxadiazoly a jejich prekurzory vykazaly obecné
niZsi inhibi¢ni schopnost proti AChE, ale vyssi vi¢i BuChE. Latky prokéazaly urcitou inhibi¢ni
aktivitu CHE, ktera v nékterych ptipadech byla porovnatelna s rivastigminem, ktery je
vyuzivan v terapii AD. U vsech nasyntetizovanych latek byl vypocitan index selektivity. Bylo
zjisténo, ze oxadiazolovy fragment substituovany 2,4-dinitrovanym fenylem mutze mit vliv na

selektivitu inhibice.

Antimykobakteridlni aktivitu proti kmenu Mycobacterium tuberculosis prokazaly pouze EF13
a EF21. Tato aktivita vSak byla niz8§i nez aktivita referencni latky isoniazidu. Latky EF20
a EF07 vykézaly mirny uc¢inek vici kmenu Mycobacterium kansasii, ale i v tomto ptipadé byl
vykézany biologicky ucinek niz8i nez u referen¢ni latky isoniazidu. Mirnou antibakterialni
a antifungalni aktivitu vykézala pouze EF13, proto bude dal§im krokem testovani také 1,2,4-
oxadiazolli na jejich potencidlni antimykobakteridlni, antibakterialni a antifungélni aktivitu,
které stejné jako latka EF13 obsahuji ve své struktufe oxadiazolovy kruh substituovany
dinitrovanym fenylem. Déle vSechny latky podstoupi pldnované testovani jejich cytotoxicity.

Také u nich bude urcen typ inhibice a bude testovéana jejich antioxida¢ni aktivita.
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8 SEZNAM ZKRATEK

AD Alzheimerova choroba

ACh Acetylcholin

AChE Acetylcholinesteraza

ApoE4 Apolipoprotein E4

ATCC American Type Culture Collection

ATCh Acetylthiocholin

BTCh Butyrylthiocholin

BuChE Butyrylcholinesteraza

CA Candida albicans

CCM Czech Collection of Microorganisms (Ceska sbirka
mikroorganismil)

CFU Colony forming units (jednotky tvoftici kolonie)

DCM Dichlormethan

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin

DMSO Dimethylsulfoxid

DMSO-ds Deuterovany dimethylsulfoxid

DTNB 5,5 -Dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina)

EC Escherichia coli

EEG Elektroencefalogram

EF Enterococcus faecalis

EUCAST The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol hydrat
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CHE
IgG1
MAO
MF
MIC
MMSE
MRSA
NMDA
NMR

PAS

RVO
SA
SE
THF
TI

TLC

Cholinesterazy

Imunoglobulin G1

Monoaminooxidaza

Mobilni taze

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Mini Mental State Exam (kratky test kognitivnich funkci)
Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
N-methyl-D-aspartat

Nuklearni magneticka rezonance

Periferni aniontové misto

Reten¢ni faktor

Rotac¢ni vakuova odparka

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Tetrahydrofuran

Trichophyton interdigitale

Tenkovrstva chromatografie
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