Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontroly lecCiv

r~e

ko potencialni léCiva

[ 4

Ja

Oxadiazoly

Diplomova prace

Pavlina Dzamova

Hradec Kralové, 2016



Timto prohlasuji, Ze tato prace je mym piivodnim autorskym dilem. Veskera
pouczita literatura a dalsi zdroje, ze kterych jsem behem psani diplomové prace cerpala,
jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a radné citovany. Prdce nebyla vyuzita

K ziskani jiného ci stejného titulu.

Diplomova prace vznikla za podpory grantu SVV 260 291.



V prvé radeé bych chtéla podekovat PharmDr. M. Kucerové, Ph.D. za jeji vstricnost

a ochotu, velkou pomoc a cenné rady, které mi poskytla pri tvorbé této prdce.

Dale dekuji pani doc. RNDr. V. Opletalové, Ph.D. za odborné rady, pani
H. Hronové za provedeni elementdrnich analyz, pani I. Vencovské za zméreni IC spekter,
doc. PharmDr. J. Kunesovi, CSc. za zméreni a ndslednou interpretaci NMR spekter,
doc. RNDr. V. Buchtovi, CSc. a pani I. Dufkové za testovani biologické aktivity,
Mgr. O. Jandourkovi za testovani antituberkulotické aktivity proti Mycobacterium

smegmatis.



ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Kandidat: Dzamova Pavlina
Skolitel: PharmDr. Marta Kuéerova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Oxadiazoly jako potencialni 1é¢iva

Vzhledem ke  vzristajici rezistenci  mikroorganismi  proti  bézné
pouzivanym léCiviim, je pifimo nezbytné najit a vyvinout nova antibakterialni
a antifungalni 1é¢iva. V teoretické c¢asti této diplomové prace jsem se zamcéfila na
biologické ucinky 1,2,4-oxadiazold, které jsou znamy jako latky s velmi slibnou
budoucnosti. Jsou to vyznamné heterocyklické slouceniny s riznou biologickou

aktivitou. Mohou pusobit jako inhibitory tyrosin-kinasy, agonist¢ muskarinovych

rrrrr

vvvvvv

V experimentalni ¢asti této studie bylo syntetizovano Sest novych derivati 1,2,4-
oxadiazolu. Tyto derivaty byly ziskany cyklizaci odpovidajicich pyrazin-2-
karboximidamidut s acetanhydridem za vzniku 5-methyl-3-pyrazin-2-yl-1,2,4-oxadiazola
ruzné alkylovanych na pyrazinovém jadie v poloze 5. Vychozi latky pro cyklizaci byly
k dispozici, ev. byly pfipraveny radikalovou alkylaci pyrazinkarbonitrilu a pfevedenim

na piislusny amidoxim hydroxylamin-hydrochloridem.

Zadna z téchto slou¢enin dosud nebyla popsana. Byly charakterizovany teplotou tani,

IR a NMR spektry. Jejich Cistota byla zkontrolovana pomoci TLC a elementarni analyzy.

Latky byly testovany in vitro na antifungalni a antibakterialni aktivitu. Proti
vybranym kmentim hub a bakterii (véetné Mycobacterium smegmatis) byla aktivita zadna

nebo slaba.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Candidate: Pavlina Dzamova
Supervisor: PharmDr. Marta Kucerova, Ph. D.

Title of diploma thesis: Oxadiazoles as Potential Drugs

Due to the increasing resistence of bacteria and fungi against conventional drugs,
it is imperative to design and develop new antibacterial or antifungal agents. In the
theoretical part of this diploma thesis,I focused on the biological activities of 1,2,4-
oxadiazoles, that are known as the compounds with promising future in this direction.
They are very important heterocyclic compounds with various bioactivities, such as
tyrosine kinase inhibition, muscarinic agonism, histamine H3 antagonism, anti-

inflammatory, antitumoral, antimicrobal and monoamine oxidase inhibition.

Methodical part resumes the most important procedures for the preparation

of 1,2,4-oxadiazoles.

In the experimental part of this study, six new oxadiazole derivates have been
synthesized. 5-Methyl-3-pyrazin-2-yl-1,2,4-oxadiazoles variably alkylated in position 5
of the pyrazine ring resulted from cyclization of corresponding pyrazin-2-
karboximidamides with acetanhydride. Starting compounds for cyclization were
available in our laboratory. In case of absence, they were prepared by radical alkylation
of pyrazincarbonitrile and by subsequent transformation to corresponding amidoximes
with hydroxylamine hydrochloride.

None of these compounds have been reported yet. They have been characterized by
melting points, IR and NMR spectra. Their purity was checked by TLC and elemental

analysis.

The compounds were tested in vitro for their antifungal and antibacterial activity.
They have weak or no inhibition effect against the selected strains of fungi and bacteria

including Mycobacterium smegmatis.
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1. Uvod a cil prace

Na Katedife farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové ma vyzkum sloucenin S pyrazinovym jadrem bohatou historii [1].
V roce 2011 popsala a syntetizovala Horka ve své diplomové praci fadu derivati pyrazin-
amidoximl. Tyto slouceniny byly poté testovany na potencialni antibakterialni
a antifungalni G¢inky [2]. VySe uvedené amidoximy jsou intermediaty pro syntézu 1,2.4-
oxadiazold [3]. Dale jsou derivaty pyrazinkarbonitrilu, potencialniho antituberkulotika
ptipraveného jiz v 50. letech 20. stoleti [4] a jeho odpovidajici 5-alkylované derivaty
vyuzivany k ptipravé odpovidajicich 1-pyrazin-2-yl-ethanont [5,6], chalkont [7-10],

thiosemikarbazont [11] a dalSich.

V této diplomové praci jsem se vénovala syntéze 1,2,4-oxadiazoll, které¢ maji
velmi slibnou budoucnost v oblasti farmaceutické chemie. Tento heterocykl obsahuji jiz
znama4, klinicky pouzivana lé¢iva. Jedna se napf. o antitusikum prenoxdiazin, ktery

momentalné neni na trhu v CR registrovan [12].
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Prenoxdiazin

U latek s timto heterocyklem byly zjiStény velmi rozmanité biologické tcinky.
Mezi tyto aktivity patii napf. U¢inek analgeticky, antirhinoviralni, antioxidacni,

protizanétlivy, anti-astmaticky, protirakovinny, antifungalni, antimykobakterialni,

antiprotozoalni, antibakterialni aj. [13].

Cilem mé diplomové prace byla syntéza 3,5-disubstituovanych-1,2,4-oxadiazolu
pomoci cyklizace ptislusnych N’-hydroxy-5-alkylpyrazin-2-karboximidamidu. Po Gspésné
syntéze a identifikaci byly tyto latky podrobeny in vitro testovani na antifungalni

a antibakterialni G¢inky vici vybranym druht hub a bakterii.



2. Teoreticka cast

2.1 Antimikrobni u¢inky oxadiazoli

Alarmujici rychlosti ptibyva ptipadt multilékové rezistence raznych druhti patogenti,
napf. v nemocni¢nim prostiedi, vlivem migrace aj. Proto je velmi dulezit¢ zaméfit se na
vyzkum a syntézu novych uéinnych 1é¢iv. Napt. mezi 1éty 1940 a 1970 byla objevena
Vv ramci farmaceutického primyslu fada novych latek s rozdilnym mechanismem uc¢inku.

Bohuzel i u¢innost téchto latek v dnesni dobé rapidné klesa.

Nabizi se vice feSeni problému lékové rezistence. Jednim z nich je objeveni novych,
dosud nepopsanych 1éCiv s novym mechanismem uc¢inku. Jako druhé feSeni se nabizi
synteticka obména 1é¢iv stavajicich. Druhym piistupem se zabyvali Piccionello a kolektiv
[18]. Syntetizovali fadu oxadiazolovych derivatti znamé antibakterialni latky linezolidu.
Toto antibakteridlni agens bylo v roce 2000 schvaleno FDA pro 1é¢bu nozokomialni
pneumonie, komplikovanych i nekomplikovanych infekei kiize a mékkych tkani, infekci
zpusobenych methicilin-rezistentnim Staphylococcus aureus (MRSA) [14-16]. Tato latka
70S nutného pro syntézu bilkovin [17]. Bohuzel i na tuto latku se zacala objevovat
rezistence. Vyzkum ukazal, Ze pfitomnost oxazolidinonu neni nezbytna pro antibiotickou
aktivitu linezolidu, proto bylo moZné provést strukturni modifikace 1 v této Casti
molekuly. Bohuzel se tyto rizné strukturalni modifikace ukazaly jako neucinné
a testovani téchto sloucenin proti gram-pozitivnim a gram-negativnim bakteridlnim
patogenim potvrdilo jejich slaby nebo zadny antibakterialni G¢inek proti testovanym
kmenim. I pfes znamou skutecnost, Ze 1,2,4-oxadiazolovy kruh je izostericky
s oxazolidinonem, se muizeme domnivat, Ze slabd aktivita téchto latek muze byt
zpusobena prave heteroaromatickym kruhem, ktery miize ovliviiovat bunéénou absorpci
[18].
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Linezolid

Dalsi strukturalni modifikace linezolidu se objevily 1 ve vyzkumu, ktery provadéli
Fortuna a spol. Syntetizovali fadu derivatti vyménou morfolinového nebo piperazinového
kruhu za 1,2,4-oxadiazol. Timto krokem dosSlo dokonce ke zvySeni antibakterialni
aktivity a to konkrétn¢ proti gram-pozitivnim multirezistentnim patogentim. Byly in vitro
testovany enantiomery R a S. Ve vysledku byla aktivita (S)-1-((3-(4-(3-methyl-1,2,4-
oxadiazol-5-yl)fenyl)-oxazolidin-2-on-5-yl)methyl)-3-methylthiourey a (S)-1-((3-(3-
fluor-4-(3-methyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)fenyl)-oxazolidin-2-on-5-yl)methyl)-3-
methylthiourey dokonce vys$i nez u samotného linezolidu a cytotoxicita byla naopak
niz$i [19].

O R!=H nebo R'=F
H,C N >\\O R2= NHC(=S)NH: nebo
m/ N N R2= NHC(=S)NHCHj
N—o
R R2

Derivaty linezolidu s oxadiazolem a methylthioureou



2.1.1 Antibakterialni G¢inky

Oxadiazolovy kruh je zndm jako vyznamny protimikrobni ¢initel, proto je mu
vénovana pozornost v mnoha studiich. Jadhav a kolektiv se rozhodli spojit protimikrobni
ucinek 1,2,4-oxadiazolt s fluorbenzimidazolem. In vivo farmakodynamicky ucinek
oxadiazolli je navySen diky jejich hydrolytické a metabolické stabilité. Autoii
syntetizovali nové derivaty difluorbenzimidazolu s rizné substituovanymi 5-fenyl-1,2,4-
oxadiazoly. Nasledn¢ byly tyto slouceniny testovany in vitro proti dvéma gram-
pozitivnim (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) a gram-negativnim ( E.
coli, Salmonella typhosa) bakteriim. Nékteré ze sloucenin vykazovaly lepsi aktivitu proti
vySe zminénym gram-pozitivnim, ne¢které byly G¢inné&js$i proti gram-negativnim. Pro

ptiklad jsou uvedeny Ctyfi latky, které mély stfedni protimikrobni aktivitu: [20]

R1=4-NO>
F R2= 3-furyl
N\ N Rs= naftyl
. N>_\_<\ = RLR*  Ra=4-OMe
H O

N.o—'—’

Derivaty 1,2,4-oxadiazolu substituované difluorbenzimidazolem

Jednou z modifikaci jiz stavajicich antibakterialnich latek je syntéza derivatd ze
skupiny  cefalosporini,  konkrétné¢  7f-[2-(5-amino-1,2,4-oxadiazol-3-yl)-2-Z-
methoximinoacetamido]cefalosporinu. Tyto latky byly poté testovany in vitro
agarovou dilu¢ni metodou. Jako referen¢ni latka byl pouzit cefotaxim. Vétsina latek byla
neaktivni proti Pseudomonas aeruginosa, pficemz cefotaxim ma proti nému mirnou
aktivitu. AvSak skvé€lou aktivitu maji latky proti Streptococcus pyogenes, S. pneumonia
a Haemophilus influenzae [21].

10
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Derivaty cefalosporinu s 1,2,4-oxadiazolem

Infekce zplsobené meticilin-rezistentnim Stahylococcus aureus jsou vaznym
globalnim problémem. Doslo ke zvyseni vyskytu MRSA infekei z 2% incidence v roce
1974 na 64% incidenci v roce 2004. Vzdy byly lékem volky B-laktamova antibiotika,
ackoliv jejich pouziti se jiz v roce Sedesatych letech dvacatého stoleti bralo v této indikaci
za obsolentni. V soucasn¢ dob¢ jsou jedinymi pouzivanymi léCivy vankomycin,
daptomycin a linezolid, z ¢ehoz pouze linezolid se da aplikovat peroralné. Je velmi nutné
objevit nové latky, které by mély po peroralnim podani dostatecny tc¢inek a nizkou
toxicitu. O'Daniel a kolektiv pfisli s fadou novych derivata 1,2,4-oxadiazolu, u nichz
zjistili vybornou biodostupnost po peroralnim podani. Domnivaji se, Ze mechanismus
ucinku téchto latek spociva v inhibici tzv. penicillin-binding proteinu 2a (PBP2a). Tudiz
zasahuji do syntézy peptidoglykanu v bunécné sténé bakterii. Nepodileji se na inhibici

transkripce, translace nebo replikace. VSechny slouceniny byly testovany in vitro proti

11



riznym bakteridlnim kmendm a i in vivo u mysi, kde byla zjisténa jejich 100%

oralni biodostupnost [22].

O. ™~
R=H nebo R2=CF3;
OfN
O. I
N o
OfN

Piiklady derivatu syntetizovanych O Danielem a kolektivem [22]

Karbapenemy jsou latky s antibakterialni aktivitou, které se uzivaji hlavné
U hospitalizovanych pacientii. Pouzivaji se pfedevsim proti multirezistentnim bakteriim.
Radi se mezi p-laktamova antibiotika, jejichz mechanismem w¢inku je inhibice syntézy
bunééné stény [23]. Oh a spol popsali syntézu a biologickou aktivitu 1p-
methylkarbapenemi s 5’-substituovanou oxadiazolylmethylpyrrolidin-3-ylsulfanylovou
skupinou. Nasledn¢ byla testovana jejich in vitro aktivita proti gram-negativnim i gram-
pozitivnim bakteriim. PfiSli na to, Ze nejvEtSi antibakterialni aktivitu, srovnatelnou
sreferenénim imipenemem a meropenemem, maji derivaty s oxadiazolem

substituovanym esterovou nebo amidovou funkéni skupinou [24].

12
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Derivaty karbapenemu s 1,2,4-oxadiazolem

Bylo zjisténo, ze 1,2,4-oxadiazoly obsahujici substituovany aryl nebo alkyl
v poloze 5 maji velmi slibné antibakterialni a antifungalni u¢inky. Tuto skute¢nost ve
svém vyzkumu potvrdili Tale a kolektiv. Syntetizovali fadu derivatd, z nichz nejvétsi
antibakterialni aktivitu m¢l uvedeny derivat, v jehoz molekule se nachazi dvouuhlikaty
spojovaci fetézec mezi aromatickou ¢asti a karboxylovou kyselinou. Nejslibnéjsi ti€inek
m¢éla tato latka proti Bacillus subtilis [25].

n~—0

Derivat syntetizovany Tale a kolektivem s nejvyssi aktivitou

Jednim ze zplisobt zastaveni bunécného rtstu je 1 zasah do biochemickych reakci
pottebnych K jejimu pieziti, jako napf. NME, coz je N-terminalni vymazani methioninu.
U prokaryotnich organismi jsou vSechny vznikajici polypeptidové fetézce zakoncené N-
formylmethioninovym zbytkem. Pro uspésné odstépeni terminalniho N-methioninu
a formylové skupiny jsou tfeba dva enzymy — peptid—deformylasa a methionin—
aminopeptidasa (MetAP). Vymazani genu, ktery koduje MetAP se ukazalo jako letalni
pro Escherichia coli a Salmonella typhymurium. Methionin—aminopeptidasa je enzym ze

skupiny metaloproteas, které jsou aktivovany bivalentnimi kationty, jako napf.
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kobaltnatymi, nikelnatymi, zine¢natymi, zZeleznatymi nebo manganatymi. Huguet a spol.
proto navrhli fadu derivatd, vcéetné¢ sloucenin s 1,2,4-oxadiazolem, jako moznych
inhibitord zeleznatych a manganatych forem MetAP u Escherichia coli. Zkousené 5-aryl-
1,2,4-oxadiazol-3-karboxylové Kkyseliny vykazaly slabou aktivitu proti v§em formam

tohoto enzymu [26].

_-N
o
N OH
R

5-aryl-1,2,4-oxadiazol-3-karboxylova kyselina

Jeden mechanismus antibakterialniho G¢inku spociva v inhibici DNA-gyrasy, coz
je enzym nutny k rozstépeni dvousroubovice DNA. Mezi inhibitory tohoto enzymu patii
kumarinovéd antibiotika a chinolony. Druhé zminéné zaujimaji vyznamnou pozici
V terapii bakterialnich onemocnéni. Inhibitorem DNA-gyrasy izolovanym z Streptomyces
filipinensi je cyklothialidin. Ten se vaze na B podjednotku tohoto enzymu. Sklada se
Z dvanacti-Clenného laktonového kruhu, ktery je spojen s vysoce substituovanym
benzenovym jadrem a ¢aste¢né v€lenény do pentapeptidového fetézce. Tato sloucenina
nabizi mnoho strukturnich modifikaci a pravé timto se zabyvali Angehrn a kolektiv.
Syntetizovali mnoho novych derivati cyklothialidinu, které nasledné nechali testovat pro
jejich potencialni antibakterialni aktivitu. Nékteré z nich mély ve struktufe, konkrétné na
laktonovy kruh, zabudovany 1,2,4-oxadiazol. Cim byly syntetizované sloudeniny

lipofilngjsi, tim mély vyssi efekt i proti gram-pozitivnim bakteriim [27].

Cyklothialidin

14



Rai a kolektiv navrhli a syntetizovali fadu derivati {5-chlor-2-[(3-(subst.fenyl)-
1,2,4-oxadiazol-5-yl)-methoxy]-fenyl}-(fenyl)-methanonu. Byla objevena rozdilna
antibakterialni G¢innost u jednotlivych derivati. Testovanymi kmeny byly Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, a Klebsiella pneumoniae. Fenyl, ktery
nesl skupiny jako chlor, fluor, jéd, methyl, methoxy, ethoxy a isopropyl, byl ptipojen
k oxadiazolovému kruhu. Jako nejicinngjsi se jevila sloufenina se dvéma

substituovanymi fluory a jednim methylem [28].

Cl-.

R2

{5-chlor-2-[(3-(subst.fenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)-methoxy]-fenyl}-(fenyl)-methanon

2.1.2 Antituberkulotické tcinky

Tuberkuloza je celosvétove velkou pii¢inou morbidity a mortality. Toto infek¢ni
onemocnéni je zpisobeno patogenni bakterii Mycobacterium tuberculosis. Kazdy rok této
baterii podlehne pfes jeden milion lidi. Mezi bézné€ pouZzivana antibiotika prvni fady patfi
izoniazid, rifampicin, pyrazinamid a etambutol. I pies velkou Uspé&Snost 1écby, tj. 85 %,
se stale zvétSuje rezistence mykobakterii na tyto latky. Samoziejme se v druhé fadé daji
pouzit i mén€ uzivanad antibiotika, ty se ale pacientim moc nepodavaji kvili svym
vedlejSim ucinktim a toxicité. Proto je také v dnesni dobé vynaloZeno velké usili na

objeveni novych ucinnych latek ¢1 modifikovani struktury jiz zavedenych 1é¢iv [29].

15



Gezginci a kolektiv zkoumali antituberkulotickou aktivitu 1,2,4-oxadiazol-5-onu
a 1,2,4-oxadiazole-5-thionu jako isostery nikotinamidu a pyrazinamidu. Pfipravili
derivaty pivaloyloxymethylu téchto isosterti za ucelem zvysSeni lipofility a zlepSeni
bunécné permeability. Tyto isostery se po priachodu bunécnou sténou mykobakterie
transformovaly pfisluSnymi esterasami na aktivni slouceniny. VétSina téchto sloucenin

méla potencidl pyrazinamidu v rozsahu 0,5 az 16 % [30].

)

/ﬁ)LNHQ N.
» \
N

N

Nikotinamid Pyrazinamid

N o N s
X \ NF X%@/ \R
%
ot
N g

N

R= pivaloyloxymethyl
X=N, CH

Piiklady derivatu s pivaloyloxymethylem
Pancechowska-Ksepko a kolektiv se vénovali tuberkulostatické aktivité sérii
derivati 3-pyrazinyl-1,2,4-oxadiazolu. Nékteré z téchto sloucenin vykazovaly vyssi

aktivitu oproti ostatnim derivatim. Aktivita byla testovana proti uréitym kmeniim, ktera

jsou rezistentni na bézn¢€ pouzivana 1éciva [31].
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Antituberkulotick¢é uclinky se projevily 1 u derivatd 5-chlormethyl
a 5- dichlormethyl-3-(p-sulfonamidofenyl)-1,2,4-oxadiazolu, kterym se vénoval Ernst
a kolektiv [32].

R!'= CH,Cl

N ~0 R*= CHCl
H,NO,S /
N

Derivaty syntetizované Ernstem a kolektivem

Tyrkov a kolektiv syntetizovali fadu substituovanych 2-nitro-1-(4-tolylsulfonyl)-
2-(3-methylfenyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)ethanii, které nasledné nechali testovat proti
Mycobacterium lufu a Mycobacterium tuberculosis. Referenénimi latkami byli isoniazid
a dapson. Aktivita nékterych slou€enin byla in vitro srovnatelnd s isoniazidem. Dale

zkoumali 1 akutni toxicitu syntetizovanych latek [33].

R'=NO; nebo
oN R*  so; CH, R'= CO,C,Hs
ch
\Rl R*=H nebo R*= CH3;

CH,

Der. 2-nitro-1-(4-tolylsulfonyl)-2-(3-methylfenyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)ethani

17



2.1.3 Antifungalni G¢inky

Houby jsou mikroorganismy neschopné fotosyntézy. Rostou diky tvorbé
rozvétvenych a propletenych vldken, kterd se nazyvaji filamenta. Spousta téchto
organismu zpusobuje onemocnéni nejen rostlin, ale i lidi a zvifat. Napt. ¢eled” Fusarium
nejenze snizuje kvalitu potravy, ale i pfimo ohrozuje zdravi lidi a zvifat a to
prostiednictvim mykotoxind. Dickinson provadél vyzkum antifungalnich latek
a farmaceuticky aktivnich soli rizné substituovaného triazolu. Jednim ze substituentt
na postrannim fetézci byl i 1,2,4-oxadiazolovy kruh ptipojeny polohou 3 nebo polohou 5
[34].

Ri=alkyl C1az C4

1
/A OH " R R? = H nebo alkyl C1 az
N N Cs
\:_ / Het Het = 1,2,4-oxadiazol-3
‘N R nebo 5-yl

Derivaty triazolu se substituovanym 1,2,4-oxadiazolem

Narayanan a kolektiv syntetizovali fadu derivatu [(1,2,4-oxadiazol-3-yl)fenyl]
esteru kyseliny karbamové nebo thiokarbamové nasledné testovanych jako potencialni
antifungalni, antibakterialni a protihlisticova ¢inidla. Jejich patentovany vyzkum
zahrnoval zpUsoby syntézy ruzné substituovanych (aminofenyl)-1,2,4-oxadiazold. Dale
zkoumali farmaceuticky vhodné soli téchto latek, jako napt. hydrochlorid, hydrobromid,

sulfat, fosfat, acetat, citrat aj. [35].

Filho a kolektiv syntetizovali nové derivaty 3-(3-aryl-1,2,4-oxadiazol-5-
yl)propionové kyseliny a nasledné je testovali na potencialni antifungalni aktivitu na péti
rozdilnych druzich hub — Fusarium solani, F. oxysporum, F. moniliforme, F.
decemcellulare a F. lateritium. VSechny nové syntetizované slou¢eniny inhibovaly vzdy

minimalné jeden druh z testovanych druhti hub. Také vykazovaly larvicidni aktivitu [36].
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N

Ar\( WCOOH

N—O

3-(3-aryl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)propionova Kkyselina

Sangshetti a kolektiv syntetizovali fadu novych derivata 3-(1-(1-subst.piperidin-
4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-on jako potencionalnich
antifungalnich slou¢enin. VSechny slouceniny byly in vitro testovany srovnanim jejich
minimalni inhibi¢ni koncentrace s mikonazolem a flukonazolem. Nékteré slouceniny
vykazovaly vyssi G¢innost proti Candida albicans a Aspergillus flavus nez referenéni

mikonazol [37].

3-(1-(1-subst.piperidin-4-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-on
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Kode a kolektiv navrhli fadu derivatti vychazejicich ze struktury velmi nadéjné
antimykotické latky N N°-bis[4-(N’-(karbamimidoyl)fenyl]glutaramidu (TH-701).
Derivaty této latky s oxadiazolovym kruhem byly syntetizovany jako skryté bis-amidin
prolé¢iva. Predpoklada se aktivace téchto latek in vivo pomoci pfislusnych jaternich
enzymu. NejenZze se pridanim oxadiazolového kruhu snizi bazicita, také se zvysi lipofilita

celé latky a dojde k navyseni biologické dostupnosti po peroralnim podani [38].

O O
HN NH
>\ i: :; NJ\(CHE)H)J\N@%
H,N H H NH-

TH-701:n=3

o-N N-
IO S
RN he o S NN

Nt ,N®-bis[4-(5-alkyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)fenyl]glutaramid

Tale a kolektiv syntetizovali fadu derivatt s 1,2,4-oxadiazolem. Slouceniny byly
nasledné testovany in vitro pro jejich potencialni antifungalni ucinky. Jeden derivat
vykazoval aktivitu dokonce 5x vyssi nez referenéni 1é¢ivo mikonazol proti Fusarium
solani. Autofi se domnivali, ze antifungalni aktivita mize byt zvySena pititomnosti CF3

skupiny na oxadiazolovém kruhu [25].
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Derivat s nejvyssi antifungalni aktivitou [25]
2.2. Dalsi biologické uéinky
2.2.1 Antiprotozoalni u¢inky

Malarie je nejvyznamnéj$i parasitarni chorobou zplsobenou zimnickami.
Nejznaméjsi je zimnicka tropicka, neboli Plasmodium falciparum, ktera je nejcastéj$im
puvodcem tohoto vazného onemocnéni. Malérie je na Clovéka pienesena bodnutim
komara rodu Anopheles. Kazdoro¢né svétova zdravotnickd organizace (WHO)
zaznamena na 300 miliont novych pifipadt [39]. Mezi dalsi zdvazna parasiticka
onemocnéni pfenaSend vektory fadime napi. spavou nemoc. Akutni forma nemoci ve
vychodni Africe je zpusobena prvokem Trypanosoma brucei rhodesiense. Na ¢lovéka je
pfenaSena prostiednictvim mouchy tse-tse. Toto onemocnéni ma fatalni nasledky, které
se dostavuji v prabéhu tydnt az mésici [40]. Chagasova nemoc je zpisobena bi¢ikovcem
Trypanosoma cruzi a je prenasena na Clovéka pfedev§im pomoci krvesajicich plostic.
Vyskytuje se hlavné ve venkovskych oblastech v Jizni Americe, ale vzhledem k velké
migraci obyvatelstva byly hlaSené 1 pfipady tohoto onemocnéni v USA. Podle Svétové
zdravotnické organizace na svét€ zije pies dvanact milionti infikovanych osob. Ro¢né
zemfe pies patnact tisic lidi [41]. Leishmanioza je zptisobena bic¢ikovci rodu Leishmania.
Nakazu ptenaseji flebotomové — drobny hmyz podobny komarim. Existuji tfi odlisné
formy: visceralni, koZni a mukokutanni. Endemické oblasti tohoto onemocnéni se
nachazeji celkem v 88 zemich oblasti tropd a subtropt [42]. Bohuzel zatim neexistuje
dlouho trvajici ockovani proti témto chorobam a pienaSeci zacinaji byt rezistentni na
pouzivané insekticidy. Bézn€ dostupna antiparazitika nejsou povazovéna za ideélni
1é¢iva, jak z hlediska efektivity, ceny, rezistence, stability, aj. Z toho divodu je velmi

dilezity vyzkum moznych alternativ, jak pfirodnich, tak syntetickych.
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Antiprotozoalni uc¢inky byly nalezeny i u derivati s oxadiazolovym heterocyklem.
Oxadiazoly se chovaji jako bioisostery amidi a jsou velmi stabilni, proto se jejich
struktura nabizi jako vhodny skelet pro syntézu novych druhti antiprotozoalnich drog. Pro
ptiklad jsou uvedeny ruzné variace 3-(4-substituovany-aryl)-1,2,4-oxadiazolu, jehoZz
ucinek byl proti T. cruzi srovnatelny s benznidazolem [43,44]. Ve snaze o nalezeni
novych latek bylo syntetizovano jedenact novych disubstituovanych derivatia 1,2,4-
oxadiazolu. Vsechny tyto latky byly testovany pro jejich potencialni antiprotozoalni
a cytotoxicky ucinek. Syntetizované slouceniny ukazaly vyssi citlivost k L. donovani, ale

jejich in vitro aktivita proti ostatnim prvokim byla mala [45].

Disubst. derivaty 1,2,4-oxadiazolu

2.2.2 Anti-astmatické ucinky

V ramci vyzkumu byly syntetizovany a-keto-1,2,4-oxadiazoly. Tyto latky se
chovaji jako inhibitory tryptasy Zirnych bunék. Tryptasa je schopna zpiisobit bronchidlni
hyperreaktivitu a infiltraci eozinofilt, neutrofild, aj. v dychacich cestach. Tento enzym je
zodpovédny za stfedni a dlouhodobé projevy astmatu a vyskytuje se ve zvySené mife i u
alergikt. Pfitomnost 3,4-dichlorofenethylové skupiny zvySuje farmakokinetické

parametry, jako napf. clearance a biologicky polocas [46,47].
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Priklad 1,2,4-oxadiazolového anti-astmatika

2.2.3 Protirakovinné ucinky

Pojem rakovina zahrnuje vice nez jeden tisic riznych onemocnéni. VSechna jsou
charakterizovana nekontrolovatelnym délenim abnormalnich buné¢k. Pfislo se na to, ze
1,2,4-oxadiazoly mohou zasahovat do apoptozy bunék. Z toho diivodu byla syntetizovana
série  1,2,4-oxadiazol-5-karboxamidi. Byly testovany jako inhibitory enzymu
glykogen-synthasa-kinasy 3, ktery je klicem regulace bunééné diferenciace a proliferace
[48]. Alternativni protirakovinna strategie zahrnuje inhibici procest, které jsou zahrnuty
V bunétném ristu, napf. angiogeneze. Integrin avPs je receptor, ktery byl nalezen na
povrchu mnoha nadorovych bunék. Antagonisté tohoto receptoru jsou schopni inhibovat
pravé angiogenezi, coZ je proces novotvorby krevnich kapilar. Byly testovany rtzné
derivaty 1,2,4-oxadiazolylmaselné kyseliny jako nepeptidické analogy antagonistéi @vPB3
[49].
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R’ 1,2,4-oxadiazol-5-

2
Ar ~— ﬁ/R " ,_,< karboxamid
0

N o= 1,2,4-oxadiazolylmaselna

0, NH——/ / kyselina

Maftein a kolektiv syntetizovali fadu novych derivati oxadiazold inspirovanou
ptirodnimi latkami nesoucimi N-fenylmaleinimid nebo N-fenylsukcinimid. Vsechny tyto
latky byly nasledné testovany proti jedendcti bunéénym faddm méfenim cytotoxicity a
proliferace. Nejaktivnéjsi byl derivat nesouci maleinimidovou skupinu. Pravdépodobné
kvuli tomu, Ze se maleinimid rychle vaze na pozici 34 (cystein) cirkulujiciho albuminu,
transportovan jako albuminovy konjugét a poté je uvolnén v piislusné tkani. Bohuzel tyto

latky mély i vedlejsi toxické ucinky [50].

®
N
N
O
N=—
N0
N/

Derivat s maleinimidovou skupinou
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Diirtist a kolektiv  syntetizovali  jedenact derivati  substituovanych
fenylsulfonylem nesoucich 1,2,4-oxadiazol, ktery je v poloze 3 substituovan para-
substituovanym fenylem. Testovali jejich Gc¢inek proti lidskym bunkém karcinomu prsu,
konkrétné linit MCF-7. Bohuzel jejich ICso byly vysoké, tudiz se slouceniny ukézaly

mén¢ aktivnimi [51].

R R = H:; Cl; Br;
//
| Me; F; I; MeO:;
T N MeS; CFz NO:
N
O nebo Me;N

Piiklady derivati syntetizované Diiriistem a kolektivem [51]

2.2.4 Prirodni latky s oxadiazolem

Je zndmo né€kolik ptirodnich latek nesoucich 1,2,4-oxadiazolovy kruh. Jedna se
o substituované indolov¢ alkaloidy substituované v poloze 3, a to konkrétné phidianidine
A a phidianidine B. Tyto latky jsou selektivnimi inhibitory dopaminového transportéru
DAT a parcialnimi agonisty p opioidniho receptoru [52]. DalSim ptikladem je kyselina
chischalova, kterd je silnym agonistou dvou receptori excitatnich aminokyselin
a skupiny I metabotropniho glutamatového receptoru. Tento metabolit byl ziskan ze

semen a plodi rostliny Quisqualis chinensis [53,54].
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phidianidine A

phidianidine B

Kyselina chischalova
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3. Metodicka cCast

Pro pfipravu 1,2,4-oxadiazolového kruhu existuje n€kolik syntetickych cest.
Podminkam amidoximové cesty se podrobné¢ vénovala Katirtzi [3] ve své diplomové
praci, existuji ale i jiné zpUsoby, proto zde uvedu n¢kolik ptiklada [45, 55].

Jednou z moznych cest piipravy tohoto heterocyklu je s pouzitim amidoximui jako
intermediati. Timto zplisoben byly syntetizovany i naSe derivaty. Tyto slouCeniny byly
poprvé pojmenovany Tiemannem v roce 1884. Oxadiazoly (1d) mohou byt syntetizovany
reakci amidoximu (1a) s vhodné aktivovanymi derivaty karboxylovych kyselin (1b) jako
estery, anhydridy, acylhalogenidy. Syntéza probiha pies meziprodukt (1c) [55].

O amidoximech vice pojednava diplomova prace Horké [1].

_OH
N

A 0 NH, O R'YN
/LNHQ X)LR,, R%‘h_c}\*ﬁ—" NLO\?*RJ

(X= OR, Cl, RCOO, OH)

R’
la 1b 1c 1d

Reakci derivati benzamidoximu (2a) sanhydridem kyseliny jantarové (2b)

vznika odpovidajici f-(3-aryl-[1,2,4]-oxadiazol-5-yl)propionova kyselina (2¢) [56].

NOH AN
/- o — = )TMCOOH
A
r NH, NEO
O

2a 2b 2C
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Dalsim moznym zpusobem piipravy 1,2,4-oxadiazolu je zahiivani amidu
(3b) pti zvysené teploté se soli amidoximu (3a). Tento zptsob piipravy nabizi vysoké

vytézky kolem 81-95% [57].

0
Nf’OH . 'CH3
160 -180 °C
H,JL5H6| NH, —omn ##JE_7§
+ N
NH, Ar g
3a 3b

Katritzky a kolektiv syntetizovali derivaty 1,2,4-oxadiazolu (4a) z(o-
aminoacyl)benzotriazoll. Vytézky téchto reakci se pohybovaly v rozmezi 70-94%. Tyto
derivaty byly shledany nejméné z 97% enantiomerné Cistymi latkami a to pomoci

vysokouéinné kapalinové chromatografie (HPLC) a NMR spektroskopie [58].

R
? HO““N S\(OxN
{ 0 | GP—N Lo
+ ethanal H N
iy
GP—N Bt HQN
H
4a

Bt = benzotriazol-1-yl
Amino kyseliny - R = alanin, valin, fenylalanin, methionin, tryptofan a glutamin
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Syntéza 1,2,4-oxadiazolt (5C) zesteri enolt (5b), konkrétné¢ vinylu nebo

isoprenylu, s amidoximem (5a) byla popsana Durdenem a spol. [59].

O. _R 0O
0 O N T
e A e o ey
R/& X R R™ “NH,
NH, R
5a 5b 5¢c

V poslednich letech doslo k narastu syntetickych praci za asistence mikrovin.
Vétsinou tato metoda prinasi Cistéjsi produkty s velkym vytézkem. Jako ptriklad 1ze uvést
védeckou praci Kaboudina a kolektivu. Ti popsali syntézu s pomoci oxidu hlinitého
a fluoridu amonného. S pouzitim mikrovinného zafeni, substituovanych amidoximu (6a)
a pomocnych sloucenin dosahli cyklizace s velkym procentudlnim vytézkem. Fluorid
amonny se zde chova jako silnd baze a podporuje utvoieni heterocyklického kruhu.
Reakce amidoxima s acylchloridy v pfitomnosti hliniku bez pouziti fluoridu ammoného

vede pouze k syntéze odpovidajicich O-acylamidoximti jako hlavnich produkt [60].

R
O ALLO 5/NH F

o+ P Iz\%w

6a
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Adib se spolupracovniky popsali syntézu 3,5-disubstituovanych[1,2,4]-
oxadiazolti (7¢) bez pouziti rozpoustédel. Jedna se o dvojstupiiovou syntézu typu one-
potu, kdy reaguje nejprve nitril (7a) a hydroxylamin (7b) a nasledn¢ je pfidan aromaticky
aldehyd. Vytézky se pohybovaly mezi 92 —-97% [61].

Ph N
_ ACOH, MW, 1 min
@il\l + NH,OH o msme N'II \>‘Ar
~0

7a 7b 7c
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Chemicka ¢ast

Pti ptipravé byly pouzity komeréné dostupné vychozi slouceniny:
e Pyrazin-2-karbonitril (99%, Aldrich)
e Kyselina pivalova (99%, Avocado)
e Kyselina méselna (99%, Fluka)
e Hydroxylamin-hydrochlorid, p. a. (Lachema)

e Anhydrid kyseliny octové, Cisty (Penta)

Ostatni meziprodukty byly v laboratofi k dispozici od piedchozich studenti [2,3,62].

TLC chromatografie byla provadéna na TLC hlinikovych foliich Silikagel 60 F254
(Merck Germany). Jako mobilni faze byla pouzivana smés hexan + ethyl-acetat 80:20

(v/v). Pro dalsi TLC chromatografie uvedu mobilni faze u ptislusnych derivati.

Vzorky latek pro analyzu byly suSeny 24 hodin v exsikéatoru nad oxidem fosfore¢nym pii

tlaku 1,33 kPa.

Teploty tani byly stanoveny na digitalnim bodotavku Stuart SMP20 a nebyly korigovany.

Elementarni analyzy byly provedeny u latky 4.1.2.1 na analyzatoru EA 1110CHNS
Analyzer (Carlo Erba), u ostatnich na analyzatoru Micro Cube Element Analyzer

(Elementar Analysensysteme, GmbH, Hanau, Germany).

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

jsou uvadény v cm™,

'H-NMR (299.95 MHz) a ¥C-NMR (75.43 MHz) spektra byla méfena na piistroji
VARIAN Mercury-VxBB 300 v DMSO-ds. Chemické posuny jsou nepiimo vztazeny
k tetramethylsilanu (TMS) prostfednictvim signdlu rozpoustédla (2,49 pro 'H, 39,7 pro

13C). Chemické posuny jsou uvadény v J, ppm a interakéni konstanty J v Hz.
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4.1.1 Priprava alkylovanych pyrazin-2-karbonitrili
Obecny postup.

N._ _CN
| 7S AgNO, Bl N
3 + RCOOH >
N (NH,),S,054 R N/

10,50 g (0,1 mol) pyrazin-2-karbonitrilu bylo rozpusténo v 300 ml vody pfedem

zahtaté na 80 °C. K tomuto roztoku bylo ptidano 1,70 g (0,01 mol) dusi¢nanu stiibrného
a prislusné kyseliny (0,1 mol). Za michani byl pozvolna piikapavan roztok 25,10 g
peroxodisiranu amonného (0,08 mol) v 70 ml vody. Teplota béhem piikapavani byla
udrzovéana v rozmezi 75 — 80 °C. Celd smés se pii stanovené teploté hodinu michala.
Zchladla smés byla poté zalkalizovana 10% roztokem hydroxidu sodného na pH 9 — 10
a kontinualné extrahovana etherem. Etherovy vytfepek byl vysusen bezvodym siranem
sodnym a poté byl podroben déleni na sloupci za pouziti mobilni soustavy hexan + ethyl-

acetat v poméru 8:2. Objem jedné odebirané frakce byl 75 ml [5].

4.1.1.1 5-terc-butylpyrazin-2-karbonitril

Pt1 ptipravé bylo pouZzito 10,2 g kyseliny pivalové.

Pti sloupcové chromatografii byl pouzit silikagel 60 FLUKA (0,063 — 0,02 mm), 350 g.
Sumarni vzorec: CoH11N3

Molekulova hmotnost: 161,21

Vzhled: kapalna, mirn€ naZloutla latka

Vytézek reakce: 10,59 g (66 %)
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4.1.1.2 5-propylpyrazin-2-karbonitril

Pti ptiprave bylo pouzito 8,80 g kyseliny maselné.

Pii sloupcové chromatografii byl pouzit silikagel 60 Fluka (0,063 — 0,2 mm), 350g.
Sumarni vzorec: CgHgN3

Molekulova hmotnost: 147,18

Vzhled: naZloutla kapalna latka

Vytézek reakce: 1,44 g (10 %) Cistého produktu

4.1.2 Piiprava N’'-hydroxy-5-alkylpyrazin-2-karboximidamidi

4.1.2.1 5-terc-butyl-N -hydroxypyrazin-2-karboximidamid

N = _OH

‘ N._CN NS
Na,CO
_ + NH,OH — =2~
N N

4,84 g (0,03 mol) 5-terc-butylpyrazin-2-karbonitrilu bylo rozpusténo v 4,5 ml

N

ethanolu. Mnozstvi 4,17 g (0,06 mol) hydroxylamin-hydrochloridu bylo rozpusténo v 4,5
ml vody a pfidano k ethanolickému roztoku 5-terc-butylpyrazin-2-karbonitrilu. Odd¢lily
se dvé faze. 6,36 g (0,06 mol) uhli¢itanu sodného bylo rozpusténo v 37,5 ml vody
a opatrné piidano ke smési. Jiz po kdpnuti prvnich par ml roztoku uhli¢itanu sodného se

ve smési objevil bily precipitat. Celd smés byla zahiivana 5 hodin pfi teploté 70°C pod
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zpétnym chladi¢em. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty vodou

a prekrystalizovany za varu z bezvodého ethanolu.
Sumarni vzorec: CoH14N4O

Molekulova hmotnost: 194,24

Vzhled: bila krystalicka latka

Vytézek reakce: 3,25 g (56 %)

Teplota tani: 155,7 — 157,6 °C.

Elementarni analyza:

%C % H % N
Vypocteno 55,65 7,27 28,65
Nalezeno 55,52 7,73 29,20

IC spektrum: 3440, 3340 (-NH asoc.), 3166 (-OH asoc.), 2963 (alif.), 1674 (C=N), 939
(N-O)

IH NMR (300 MHz, DMSO) § 10,13 (1H, s, OH), 8,97 (1H, s, H-3), 8,67 (1H, s, H-6),
5,89 (2H, bs, NHz), 1,34 (9H, s, CH3)

13C NMR (75 MHz, DMSO) & 163,4; 148,5; 143,2; 140,1; 139,4; 36,4; 29,7

4.1.3 Piiprava 3-(5-alkylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazold

4.1.3.1 3-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol

N-O



Smés 5-terc-butyl-N'-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (1,94 g; 0,01 mol)
a acetanhydridu (1,0 g; 0,01 mol) v 25 ml xylenu byla zah#ivana pod zpétnym chladi¢em
po dobu 3 hodin. Xylen byl odpaien za snizeného tlaku a zbytek byl poté umistén do
lednicky. Smés byla poté podrobena déleni na sloupci. Byl pouzit Silikagel 60 Merck
(0,040-0,063 mm) a jako mobilni faze byla pouzita smés toluen-aceton v poméru 8:2,
velikost frakce 25 ml. Produkt po chromatografii (1,6 g; 73 %). Byl rekrystalizovan z

bezvodého ethanolu.

Sumarni vzorec: C11H14N4O
Molekulova hmotnost: 218,26
Vzhled: bilé krystaly
Vytézek reakce: 0,52g (24 %)
Teplota tani: 80,7 — 82,6 °C

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 60,53 6,47 25,67
Nalezeno 60,49 6,44 25,18

IC spektrum: 2969 (CH alif.), 1595 (C=N), 1168, 1160 (C-O), 933 (N-O)

IH NMR (500 MHz, DMSO) § 9,13 (1H, d, J=1,5 Hz, Ar), 8,94 (1H, d, J=1,5 Hz, Ar),
2,71 (3H, s, CHs), 1,38 (9H,s, CHa)

13C NMR (125 MHz, DMSO) & 178,2; 166,2; 166,1; 142,1; 142,9; 139,0; 36,9; 29,5;
12,2
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4.1.3.2 3-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol

Smés 5-isobutyl-N’-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (1,94 g; 0,01 mol)
a acetanhydridu (1,0 g; 0,01 mol) v 25 ml xylenu byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em
po dobu 3 hodin. Xylen byl odpafen za snizeného tlaku a zbytek byl poté¢ umistén do
lednicky. Smés byla poté podrobena déleni na sloupci. Byl pouzit Silikagel 60 Merck
(0,040-0,063 mm) a jako mobilni faze byla pouzita smés toluen-aceton v poméru 7:3,
velikost frakce 25 ml. Vytézek reakce byl po chromatografii 1,34 g (61 %).

Byl rekrystalizovan z bezvodého ethanolu.

Po odsati na Biichnerové nalevce a vysuSeni v exsicatoru byl vytézek reakce

0,7734 g.

Sumarni vzorec: C11H14N4O
Molekulova hmotnost: 218,26
Vzhled: bilé krystaly

Vytézek reakce: 0,77 g (35 %)
Teplota tani: 105,5-107,1 °C

Elementarni analyza:

% C % H %N
Vypocteno 60,53 6,47 25,67
Nalezeno 60,92 6,73 26,13
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IC spektrum: 2960, 2934 (CH alifaticky), 1591 (C=N), 1177 (C-0), 937 (N-O)

IH NMR (500 MHz, DMSO) § 9,12 (1H, d, J=1,0 Hz, Ar), 8,70 (1H, d, J=1,0 Hz, Ar)
2,73 (2H, d, J=7,1 Hz, CH,), 2,69 (3H, s, CH3), 2,16-2,05 (1H, m CH), 0,89 (6H,d,
J=7,1 Hz, CHa)

13C NMR (125 MHz, DMSO) § 178,2; 166,3; 159,1; 145,2; 142,9; 139,3; 43,7; 28,5;
22,3; 12,2

4.1.3.3 5-methyl-3-(5-propylpyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol

N-O
| ,—CH
‘ NR N 3
-
N

Smés N '-hydroxy-5-propyl-pyrazin-2-karboximidamidu (1,8 g; 0,01 mol)
a acetanhydridu (1,0 g; 0,01 mol) v 25 ml xylenu byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em
po dobu 3 hodin. Xylen byl odpafen za snizeného tlaku a zbytek byl poté¢ umistén do
lednicky. Smés byla poté podrobena déleni na sloupci. Byl pouzit Silikagel 60 Merck
(0,040-0,063 mm) a jako mobilni faze byla pouzita smés toluen-aceton v poméru 9:1,
velikost frakce 25 ml. Vytézek reakce byl po chromatografii 1,44 g (71 %).

Byl rekrystalizovan z bezvodého ethanolu.
Sumarni vzorec: C10H12N4O

Molekulova hmotnost: 204,23

Vzhled: bilé lesklé krystaly

Vytézek reakce: 0,63 (31 %)

Teplota tani: 57,6 — 60,2 °C
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Elementérni analyza:

% C %H % N
Vypocteno 58,81 5,92 27,43
Nalezeno 59,14 5,84 27,37

IC spektrum: 3004 (CH arom.), 2962, 2928 (CH alif.), 1590 (C=N), 1181 (C-O), 923

(N-O)

IH NMR (500 MHz, DMSO) § 9,11 (1H, d, J=1,4 Hz, Ar), 8,73 (LH, d, J=1,4 Hz, Ar)
2,84 (2H, t, J=7,5 Hz, CHy), 2,70 (3H, s, CHs), 1,79-1,68 (2H, m CHy), 0,92 (3Hit,

J=7,5 Hz, CHs)

13C NMR (125 MHz, DMSO) & 178,2; 166,3; 159,7; 144,8; 142,9; 139,3; 36,7; 21,9;

13,7, 12,2

4.1.3.4 3-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol

N-O
| I\I)‘Cl—la

Smés 5-isopropyl-N"-hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (1,80 g; 0,01 mol)

a acetanhydridu (1,0 g; 0,01 mol) v 25 ml xylenu byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em

po dobu 3 hodin. Xylen byl odpafen za snizeného tlaku a zbytek byl poté umistén do

lednicky. Smés byla poté podrobena déleni na sloupci. Byl pouzit Silikagel 60 Merck

(0,040-0,063 mm) a jako mobilni faze byla pouzita smés toluen-aceton v poméru 9:1,

velikost frakce 25 ml. Vytézek reakce byl po chromatografii 1,93 g (95 %).

Byl rekrystalizovan z bezvodého ethanolu.
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Sumarni vzorec: C10H12N4O
Molekulova hmotnost: 204,23
Vzhled: bilé krystaly

Vytézek reakce: 1,15 g (56 %)
Teplota tani: 63,3 — 64,9 °C

Elementarni analyza:

% C %H % N
Vypocteno 58,81 5,92 27,43
Nalezeno 59,15 5,86 27,51

IC spektrum: 2973, 2933 (CH alif), 1593, 1579 (C=N), 1173, 1160 (C-0), 924 (N-O)

IH NMR (500 MHz, DMSO) 6 9,12 (1H, d, J=1,2 Hz, Ar), 8,77 (1H, d, J=1,2 Hz, Ar)
3,27-3,14 (1H, m, CH), 2,70 (3H, s, CHs), 1,29 (6H,d, J=6,8 Hz, CH)

13C NMR (125 MHz, DMSO) & 178,2; 166,3; 164,2; 143,7; 142,8; 139,5; 33,5; 21,9;
12,2

4.1.3.5 5-methyl-3-(5-pentylpyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol

N-O
|

N N/>‘CH3

Smés N '-hydroxy-5-pentyl-pyrazin-2-karboximidamidu (2,08 g; 0,01 mol)
a acetanhydridu (1,0 g; 0,01 mol) v 25 ml xylenu byla zahfivana pod zpétnym chladi¢em
po dobu 3 hodin. Xylen byl odpafen za snizeného tlaku a zbytek byl poté umistén do
lednicky. Smés byla poté podrobena d€leni na sloupci. Byl pouzit Silikagel 60 Merck

(0,040-0,063 mm) a jako mobilni faze byla pouzita smés toluen-aceton v poméru 9:1,
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velikost frakce 25 ml. Vytézek reakce byl po chromatografii 2,34 g (100 %).

Byl dvakrat rekrystalizovan z bezvodého ethanolu.
Sumarni vzorec: C12H16N4O

Molekulova hmotnost: 232,29

Vzhled: bilé lesklé krystaly

Vytézek reakce: 0,86 g (37 %)

Teplota tani: 68,1 — 69,3 °C

Elementarni analyza:

% C %H %N
Vypocteno 62,05 6,94 24,12
Nalezeno 61,87 7,03 24,03

1C spektrum: 2952, 2931 (CH alif.), 1591, 1579 (C=N), 1171 (C-0), 931 (N-O)

'H NMR (500 MHz, DMSO) § 9,11 (1H, d, J=1,5 Hz, Ar), 8,73 (1H, d, J=1,5 Hz, Ar)
2,85 (2H, t, J=7,2 Hz, CHy), 2,69 (3H, s, CH3), 1,76-1,66 (2H, m CHy), 1,34-1,24 (4H,
m, CH>), 0,85 (3H,t, J=7,2 Hz, CH3)

13C NMR (125 MHz, DMSO) & 178,2; 166,3; 160,0; 144,8; 142,9; 139,3; 34,7; 31,0;
28,3:22,0; 14,0;: 12,2

4.1.3.6 3-(5-hexylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol

N-O
|

)—CH,
N
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Smés 5-hexyl-N -hydroxypyrazin-2-karboximidamidu (1,90 g; 8,55x10° mol)
a acetanhydridu (0,87 g; 8,55x107 mol) v 21,38 ml xylenu byla zahtivana pod zp&tnym
chladicem po dobu 3 hodin. Xylen byl odpaien za snizeného tlaku a zbytek byl poté
umistén do ledni¢ky. Smés byla poté podrobena déleni na sloupci. Byl pouzit Silikagel
60 Merck (0,040-0,063 mm) a jako mobilni faze byla pouzita smés toluen-aceton
v poméru 9:1, velikost frakce 25 ml. Vytézek reakce byl po chromatografii 1,72 g (82 %).

Byl rekrystalizovan z bezvodého ethanolu.

Sumarni vzorec: C13H18N4O
Molekulova hmotnost: 246,31

Vzhled: nazloutlé jehlickovité krystaly
Vytézek reakce: 1,03 (49 %)

Teplota tani: 44,0 — 45,5 °C

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 63,39 7,37 22,75
Nalezeno 63,48 7,4 22,655

IC spektrum: 2958, 2933 (CH alif.), 1587, 1575 (C=N), 1163 (C-0), 914 (N-O)

IH NMR (500 MHz, DMSO0) § 9,10 (1H, d, J=1,5 Hz, Ar), 8,73 (1H, d, J=1,5 Hz, Ar)
2,85 (2H, t, J=7,4 Hz, CH2), 2,69 (3H, s, CHs), 1,75-1,64 (2H, m CHy), 1,36-1,20 (6H,
m, CHy), 0,83 (3H,t, J=7,4 Hz, CH3)

13C NMR (125 MHz, DMSO) & 178,2; 166,3; 160,0; 144,7; 142,9; 139,2; 34,8; 31,2;
28,6; 28,4, 22,1; 14,0; 12,2
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4.2 Biologicka ¢ast

Testované slouceniny:
o 5-terc-butyl-N’-hydroxypyrazin-2-karboximidamid = AMOX-1
o 3-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-1
o 3-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-2
e 5-methyl-3-(5-propylpyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol = OXDI-4
o 3-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-10
e 5-methyl-3-(5-pentylpyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol = OXDI-13

e 3-(5-hexylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-14
4.2.1 Hodnoceni antifungalni aktivity

Citlivost fungalnich kment na pfipravené latky byla hodnocena mikrodilu¢ni
bujoénovou metodou [63,64]. Pouzité kmeny zahrnovaly Candida albicans ATCC 44859
(konkrétné ze sbirky American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA, CA),
Candida tropicalis 156 (CT), Candida krusei E28 (CK), Candida glabrata 20/1 (CG),
Trichosporon asahii 1188 (TA), Aspergillus fumigatus 231 (AF), Absidia corymbifera
272 (AC) a Trichophyton mentagrophytes 445 (TM). VySe zminéné klinické izolaty
pochazeji z Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice a Lékaiské fakulty

Univerzity Karlovy nachéazejici se v Hradci Kralové.

Vsechny kmeny byly uchovavany na Sabouraudové dextrosovém agaru (SDA;
Difco/Becton Dickinson, Detroit, USA) pii teploté 4°C. Jednotliva inokula byla pied
kazdym testovadnim pfipravena suspendovanim kvasinek, konidii nebo sporangiospor ve
sterilnim 0,85% fyziologickém roztoku. Hustota bunék byla nastavena pomoci Biirkerovy
komuirky. Byla upravena tak, aby zasobni suspenze obsahovala 5 x 10°+ 0.2 cfu.ml™ &i 5
x 10%+ 0.2 cfu.ml™ bun&k. Kone&né inokulum bylo pfipraveno fedénim v poméru 1:20

zasobni suspenzi s testovacim médiem.
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Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO, jejich antifungdlni aktivita byla
nasledn¢ stanovena v tkanovém kultivaénim médiu RPMI 1640 s glutaminem. PH tohoto
média bylo upraveno na hodnotu 7,0 pomoci 0,165M 3-(N-morfolinyl)propansulfonové
kyseliny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Kontroly obsahovaly pouze medium
a DMSO. Konec¢na koncentrace DMSO v testovaném médiu nepiekrocila 1% (v/v)
celkového roztoku a nijak neovliviiovala rist hub. Minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC), definované jako koncentrace vyvolavajici min 80% inhibici ristu u kvasinek
(ICg0) nebo min 50% inhibici rastu u vlaknitych hub (ICsp) V porovnani s kontrolami.
Hodnoty jednotlivych MIC byly vyhodnoceny po 24 a 48 hodinach statické kultivace pti
teploté 35°C. V piipad¢ Trichophyton mentagrophytes byly hodnoty MIC odecitany az
po 72 a 120 h. Jako referenc¢ni latky byly uzity flukonazol a amfotericin B.

Tabulka 1: Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych latek

KMEN  Testovana latka MIC (umol.1*)

(kod) AMOX-1 OXDI-1 OXDI-2 OXDI-4 AMP-B FLU
CA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,002 0,82
48h > 500 > 500 > 500 > 500 0,068 1,63
CT 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,068 1,63
48h > 500 > 500 > 500 > 500 0,068 >417,19
CK 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,135 52,24
48h > 500 > 500 > 500 > 500 0,135 104,47
CG 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,034 13,06
48h > 500 > 500 > 500 > 500 0,135 52,24
TA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 1,082 3,26
48h > 500 > 500 > 500 > 500 2,164 6,53
AF 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,271 >417,19
48h > 500 > 500 > 500 > 500 0,135 >417,19
AC 24h > 500 > 500 > 500 > 500 1,082 >417,19
48h > 500 > 500 > 500 > 500 2,164 >417,19
™ 72h > 500 > 500 > 500 > 500 1,082 26,12

120h > 500 > 500 > 500 > 500 1,082 52,24
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Tabulka 2: Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych latek

Kmen Testovana latka MIC (umol.1?)

(kod) OXDI-10 OXDI-13 OXDI-14 AMP-B FLU
CA 24h > 500 500 250 0,002 0,82
48h > 500 > 500 500 0,068 1,63
CT 24h > 500 > 500 > 500 0,068 1,63
48h > 500 > 500 > 500 0,068 >417,19
CK 24h > 500 > 500 500 0,135 52,24
48h > 500 > 500 500 0,135 104,47
CG 24h > 500 > 500 500 0,034 13,06
48h > 500 > 500 > 500 0,135 52,24
TA 24h > 500 > 500 500 1,082 3,26
48h > 500 > 500 500 2,164 6,53
AF 24h > 500 > 500 500 0,271 >417,19
48h > 500 > 500 > 500 0,135 >417,19
AC 24h > 500 > 500 500 1,082 >417,19
48h > 500 > 500 500 2,164 >417,19
™ 72h > 500 > 500 500 1,082 26,12
120h > 500 > 500 500 1,082 52,24

4.2.2 Hodnoceni antibakterialni aktivity

Antibakterialni aktivita vSech testovanych latek byla vyhodnocena pomoci
mikrodiluéni bujéonové metody [65]. Pouzité kmeny zahrnovaly kmeny z Ceské sbirky
mikroorganismu (Pfirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno): Staphylococcus
aureus CCM 4516/08 (SA), Escherichia coli CCM 4517 (EC), Pseudomonas aeruginosa
CCM 1961 (PA). Tyto kmeny jsou doporuceny jako standardni pro testovani
antibakteridlnich uginkt. Dalsi kmeny jsou klinické izolaty (Ustav klinické
mikrobiologie, Fakultni nemocnice a Lékaiska fakulta, Univerzita Karlova, Hradec
Kralové): Staphylococcus aureus H 5996/08 (methicilin rezistentni- MRSA),
Staphylococcus epidermidis H 6966/08 (SE), Enterococcus sp. J 14365/08 ( ESBL
pozitivni — KP-E). V§echny kmeny byly kultivovany na Miller-Hintonové agaru (MHA,
Difco/Becton Dickinson, Detroit, MI) pii teplote¢ 35°C a byly uchovavany na stejném
médiu pii teploté 4°C. Pied kazdym testovanim byl kazdy kmen pasazovan na MHA.

Bakteridlni inokula byla pfipravena suspendovanim ve sterilnim fyziologickém roztoku
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0,85%. Hustota suspenze byla poté pomoci denzitometru nastavena na 0,5 stupné

McFarlandovy stupnice, tj. 1,5 x 108 cfu.ml.

Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO a jejich antibakteridlni aktivita
byla nésledné stanovena v Miiller-Hintonové bujonu (Difco/Becton Dickinson, Detroit,
MI) pti pH 7,0. Kontroly obsahovaly pouze medium a DMSO. Kone¢na koncentrace
DMSO v testovacim médiu nepiekrocila 1% (v/v) a tim pddem neovliviiovala pfirozeny
rist bakterii. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC v pmol.1"!), coZ jsou koncentrace
vyvolavajici 95% inhibici riistu ve srovnani s kontrolami, byly odecteny po 24 a 48
hodinach statické kultivace pti teplot¢ 35°C. Jako referencni latka byl pouzit

ciprofloxacin.

Tabulka 3: Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych latek

KMEN  Testované latky - MIC (umol.1*?)

(kod) AMOX-1 OXDI-1 OXDI-2 OXDI-4 CIPR
SA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,98
48h > 500 > 500 > 500 > 500 0,98
MRSA 24h > 500 > 500 > 500 > 500 500
48h > 500 > 500 > 500 > 500 500
SE 24h > 500 > 500 > 500 > 500 250
48h > 500 > 500 > 500 > 500 250
EF 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,98
48h > 500 > 500 > 500 > 500 0,98
EC 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,06
48h > 500 > 500 > 500 > 500 0,06
KP 24h > 500 > 500 > 500 > 500 0,12
48h > 500 > 500 > 500 > 500 0,12
KP-E 24h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
48h > 500 > 500 > 500 > 500 > 500
PA 72h > 500 > 500 > 500 > 500 3,9
120h > 500 > 500 > 500 > 500 7,81
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Tabulka 4: Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych latek

KMEN  Testované latky - MIC (umol.1*?)

(kod) OXDI-10 OXDI-13 OXDI-14 CIPR
SA 24h > 500 > 500 > 500 0,98
48h > 500 > 500 > 500 0,98
MRSA 24h > 500 > 500 500 500
48h > 500 > 500 500 500
SE 24h > 500 > 500 500 250
48h > 500 > 500 500 250
EF 24h > 500 > 500 > 500 0,98
48h > 500 > 500 > 500 0,98
EC 24h > 500 > 500 > 500 0,06
48h > 500 > 500 > 500 0,06
KP 24h > 500 > 500 > 500 0,12
48h > 500 > 500 > 500 0,12
KP-E 24h > 500 > 500 > 500 > 500
48h > 500 > 500 > 500 > 500
PA 72h > 500 > 500 > 500 3,9

120h > 500 > 500 > 500 7,81

4.2.3 Hodnoceni antituberkulotické aktivity

Antimykobakterialni test byl proveden na rychle rostoucim Mycobacterium
smegmatis CCM 4622 (ATCC 607) z Ceské sbirky mikroorganismi (Brno, Ceské
republika). Pro stanoveni aktivity byla pouzita mikrodilu¢ni bujénové panelova metoda
vV 96-jamkové mikrotitracni desti¢ce. Kultivaénim médiem byl bujon Middlebrook 7H9
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) s 0,4 % glycerolu (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko) a 10 % bujonu Middlebrook OADC (Himedia, Mumbai, Indie).

Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko) a nafedény bujonem tak, aby koncentrace byla 2000 pg/ml. Srovnavacimi
standardy pro stanoveni aktivity byly isoniazid (INH), rifampicin (RIF) a ciprofloxacin
(CPX) (Sigma-Aldrich, Steinheim, N&mecko). Vysledna koncentrace DMSO

nepiekrocila 2,5 % (v/v) a neovlivnila rist M. smegmatis.
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Desticky byly inkubovany v temnu pii 37 °C. Po 48 h byl ptidan 0,005% roztok
sodné soli resazurinu. Potom byl pfipraven 10% vodny roztok Tweenu 80 (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Némecko). Oba roztoky byly smichény ve stejném objemovém
poméru a zfiltrovany pies membranovy filtr. Mikrotitracni desticky byly inkubovany
dalsi 4 hodiny. Antimykobakterialni aktivita je vyjadfena jako minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) a hodnoty byly odecteny na zdkladé¢ zmény zbarveni roztoku (modra
barva — aktivni sloucenina, rizova barva — neaktivni slouc¢enina). Hodnoty MIC standardi
byly v rozmezi 7,81-15,625 pg/ml pro INH, 0,78-1,56 ug/ml pro RIF a 0,098-0,195
png/ml pro CPX. VSechna stanoveni byla provedena dvakrat.

Tabulka 5: Minimalni inhibi¢ni koncentrace proti Mycobacterium smegmatis

KMEN  Testovana latka MIC (ug.ml™?)

(kod) AMOX-1 OXDI-1 OXDI-2 OXDI-4 OXDI-10

MS 48h 250 250 250 >500 250
OXDI-13 OXDI-14 INH RFM CPX

MS 48h 125 125 7,81 0,38 0,098
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5. Diskuze

V mé diplomové praci jsem se zaméfila na syntézu oxadiazolii jako finalnich
produktt. Tato syntéza byla tiistupiiova, ale nékteré meziprodukty jiz byly v laboratofi
k dispozici [2,3]. Jako prvni byly syntetizovany alkylované pyrazin-2-karbonitrily podle
Opletalové a spol. radikalovou alkylaci pyrazinkarbonitrilu [3]. Po syntéze bylo nutno
provést kolonovou chromatografii a to hlavné kvili moznému vzniku nezadoucich
polohovych izomert, které bylo potieba odd¢lit od Cisté latky. Vytézky reakci zhruba
odpovidaly dfive provedenym syntézam téchto derivata. U 5-propylpyrazin-2-
karbonitrilu byl vytézek nizsi, ale ¢ast produktu byla pfitomna ve smésnych frakcich,
které budou déleny na kolon¢ pfi dalsi syntéze tohoto nitrilu v budoucnu. Tento produkt
vyuZil pro syntézy jiny student.

Druhym krokem byla syntéza pfislusnych 5-alkyl-N-hydroxypyrazin-2-
karboximidamidii. Postup a podminky reakce byly ptevzaty od védecké skupiny Gezginci

a kolektivu [30]. Vytézek byl 56 % a produkt stacilo pie€istit rekrystalizaci.

Poslednim krokem byla cyklizace, ktera byla provedena podle patentovaného
postupu Fanshawe a Safir [66]. Touto reakci byly ziskany derivaty, které nebyly dosud
nikde v literatuie popsany:

o 3-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-1
o 3-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-2

e 5-methyl-3-(5-propylpyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol = OXDI-4

o 3-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-10
e 5-methyl-3-(5-pentylpyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol = OXDI-13

o 3-(5-hexylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-14

Cyklizace probihala v prostiedi xylenu reakci 5-alkyl-N'-hydroxypyrazin-2-
karboximidamidu s acetanhydridem. Pokud reakce probiha Vv toluenu, dochazi pouze
k esterifikaci hydroxylové skupiny, ale zménou reakénich podminek muize dochazet
k cyklizaci na oxadiazol [31]. Po syntéze bylo nutné piecistit produkty sloupcovou
chromatografii. Struktury byly potvrzeny IC, *H a **C NMR spektry a &istota potvrzena

elementarni analyzou. Vytézky jednotlivych reakci se pohybovaly v rozmezi od 61 % do
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100%, ptficemz nejmensi vytézek byl u derivatu s alkylovanym isobutylem. Nejvetsi
vytézek piislusi derivatu Cislo deset s alkylovanym hexylem (OXDI-10). VétSinou se

jednalo o bilé jehlickovité krystaly.

Vsechny finalni slouceniny a jeden meziprodukt (5-terc-butyl-N’-hydroxy-
pyrazin-2-karboximidamid) byly nasledné testovany na katedfe Biologickych
a lekarskych véd na potencialni biologické ucinky, konkrétn¢ jako mozné antifungalni
a antibakterialni latky. Na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv byla provedeno
testovani inhibice Mycobacterium smegmatis. Vétsina derivatt se ukazala jako neti¢inna.
Malou t¢innost na vybrané kmeny hub a bakterii prokazaly derivaty s nejdelSim alkylem,

ale v porovnani se standardy je to zanedbatelna aktivita.
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6. Zavér

V mé diplomové praci jsem pfipravila Sest novych derivata 3-(5-alkylpyrazin-2-
yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazolu:
o 3-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-1
o 3-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-2
e 5-methyl-3-(5-propylpyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol = OXDI-4
o 3-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-10
e 5-methyl-3-(5-pentylpyrazin-2-yl)-1,2,4-oxadiazol = OXDI-13

o 3-(5-hexylpyrazin-2-yl)-5-methyl-1,2,4-oxadiazol = OXDI-14

Nejprve jsem homolytickou alkylaci syntetizovala derivaty pyrazin-2-
karbonitrilu, konkrétné 5-terc-butylpyrazin-2-karbonitril a 5-propylpyrazin-2-karbonitril.
Nésledovala syntéza jednoho amidoximu, ktery byl stejné jako dalsi riizné substituované

amidoximy poté zacyklen do pfislusnych substituovanych 1,2,4-oxadiazolq.

Vsechny findlni latky vcetné jednoho meziproduktu byly testovany jako
potencidlni antifungélni a antibakterialni slouc¢eniny. VétSina se ukazala jako neaktivni

nebo malo aktivni.
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