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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceutickd Fakulta v Hradci Kralové

Katedra organické a bioorganické chemie

Skolitel: Ing. Galina Karabanovich, Ph.D.
Student: Pavel Kruchkou

Nazev diplomové prace: Syntéza analog cheldtoru SIH se zvySenou stabilitou vii¢i hydrolyze

Nadmémé mnozstvi volnych iontd zeleza v organismu muze katalyzovat tvorbu
hydroxylovych radikall, které se podili na rozvoji riznych onemocnéni. Jednou z moZnosti
ochrany organizmu je chelatace volnych iontl Zeleza pomoci chelatori, a tim zabranit rozvoji
zelezem katalyzovanému oxida¢nimu stresu.

Utinnymi chelatory jsou latky ze skupiny analogi salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazonu.
Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH) je chelator, ktery vytvaii komplexy s ionty Fe 3",
Diky jeho vysoké lipofilit¢ mize byt podavan peroraln€. Jeho hlavni nevyhodou je nizka
stabilita ve vodném prostiedi zptisobena rychlou hydrolyzou hydrazonové vazby.

Cilem této prace bylo syntetizovat série novych aroylhydrazonti odvozenych od chelatoru STH,
které by mély mit zlepSenou schopnost chelatace iontll zeleza a s ni spojenou schopnost
ochrany bun¢k pred oxida¢nim stresem, a potencialné také zvySenou stabilitu vici hydrolyze.
U prvni sérii analogii STH — N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-hydrazidovych derivatt
— byly na benzenové jadro zavedeny dvé methoxyskupiny, které jednak zvySuji elektronovou
hustotu na benzenovém jadie a navic methoxyskupina v poloze 6 stericky chrani sousedni
hydrazonovou vazbu. Bylo pfipraveno jedenact analogt chelatoru SIH. Tyto latky byly
nasledné dale studovany na Katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty UK v Hradci
Kralové, kde byla hodnocena jejich cytoprotektivni aktivita. Ze studovanych latek prokazaly
nejlepsi vysledky derivaty 4-chlorbenzohydrazidu a cyklohexankarbohydrazidu.
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Obrazek 1. N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-hydrazidové derivaty
Druhd série cyklickych analogi SIH — 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolové

derivaty — byla navrZena za ucelem zvySeni stability hydrazinové vazby vic¢i hydrolyze, a tim



prodlouzeni plazmatického polocCasu. Bohuzel, findlni latky se nepodatilo syntetizovat. Byly

piipraveny pouze derivaty 1-acyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu.

H;CO r\f/N

Obrazek 2. 1-acyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1 H-pyrazolové derivaty



ABSTRACT

Charles University
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Supervisor: Ing. Galina Karabanovich, Ph.D.
Student: Pavel Kruchkou
Title of Thesis: Synthesis of analogues of chelator SIH with increased stability towards

hydrolysis

Excessive amounts of free iron ions in the body can catalyze the formation of hydroxyl radicals,
which are involved in the development of various diseases. One of the ways how to protect the
body is to chelate free iron ions with chelators, in order to prevent the development of iron-
catalyzed oxidative stress.

Effective chelators are substances from the group of salicylaldehyde analogues of isonicotinoyl
hydrazone. Salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH) is a chelator that forms complexes
with Fe ** ions. Due to its high lipophilicity can be administered orally. Its main disadvantage
is the low stability in the aqueous environment caused by the rapid hydrolysis of the hydrazone
bond.

The aim of this work was to synthesize a series of new aroylhydrazones derived from the SITH
chelator, which supposed to have an improved ability to chelate iron ions and the associated
ability to protect cells from oxidative stress and potentially increased stability to hydrolysis.
In the first series of SIH analogs - N '-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzylidene)-hydrazide
derivatives - two methoxy groups were introduced on the benzene nucleus, which on the one
hand increase the electron density on the benzene nucleus and in addition the methoxy group
in position 6 sterically protects the adjacent hydrazone bound. Eleven analogs of the SIH
chelator were prepared. These substances were subsequently further studied at the Department
of Biochemical Sciences, Faculty of Pharmacy, Charles University in Hradec Kralové, where
their cytoprotective activity was evaluated. From the studied substances, 4-

chlorobenzohydrazide and cyclohexanecarbohydrazide derivatives showed the best results.
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Figure 1. N '-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzylidene)-hydrazide derivatives
A second series of cyclic SIH analogs - 3-(2-hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole
derivatives - have been designed to increase the stability of the hydrazine bond to hydrolysis,
thereby extending the plasmatic half-life. Unfortunately, the final substances were not
successfully  synthesized. Only 1-acyl-3-(2-methoxyphenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole

derivatives were prepared.

H;CO r\f’N

Figure 2. 1-acyl-3-(2-methoxyphenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole derivatives
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1 UVOD

Zelezo hraje vyznamnou roli v riiznych Zivotnd dileZitych metabolickych procesech.
Nadmérné mnozstvi volnych iontll Zeleza v organismu mize katalyzovat tvorbu reaktivnich
forem kysliku, které mtizou vest k oxidaénimu stresu.! Pfedchazet se tomu d4 pouzitim
chelatorti. Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH) je uc¢inny chelétor, ktery vytvari
komplexy s ionty Zeleza. Jeho nevyhodou je kratky plazmaticky polocas kvili nizké stabilité v

plazmé.?



2 TEORETICKA CAST

2.1 Zelezo

Zelezo je piechodny kov a piedstavuje nezbytnou slozku pro spravné fungovani viech Zivych
bunék.? Pokud je v bufice piitomno v nadbytku, miize plsobit toxicky.* Podili se na fadé
zakladnich biologickych procesti, jako jsou transport kysliku, bunééné dychani a syntéza
DNA.}

Zelezo mé neuplné zaplnéné d-orbitaly, diky tomu miiZze snadno darovat a pfijimat elektrony a
tim se ucastnit fady oxidaéné-redukénich reakci.’® Ve vodném prostiedi jsou obvyklymi
oxidaénimi stavy Fe ?" a Fe ", mezi kterymi dochéazi k presunu neparového elektronu.

Vétsina iontl Zeleza v organismu je uloZena ve form¢ feritinu a zabudovdna do hemu.
Transport iontd Zeleza v organismu je zprostiedkovan pomoci transferinu. V organismu se
vyskytuje také velmi malé mnozstvi volnych iontd Zeleza, tvofi méné nez 5 % celkového
bunééného zeleza. Toto malé mnozstvi volnych iont Zeleza je vSak nezbytné pro buiky a
Vytvaii tzv. labilni zasoby Zeleza (LIP).”® Nadmérné mnozstvi LIP miize katalyzovat tvorbu
reaktivnich forem kysliku (ROS), prostfednictvim Fentonovy a Haber-Weissovy reakce.
Nerovnovaha v bunécném redoxnim stavu, kdy produkce ROS pievysSuje antioxidacni
kapacitu, viak vede k oxida¢nimu stresu.! Nejvice reaktivni jsou hydroxylové radikaly, které

mohou poskodit bun&né biomolekuly, a tim méze dochéazet k rozvoji riiznych onemocnéni.®

Fe 4 H202 — Fe My '‘OH + "OH

Fe’ "+ O, — Fe?'+ 0,

Schéma 1. Fentonova reakce ®

0O, +H,O,— O, + OH + OH

Schéma 2. Haber-Weissova reakce $
2.2 PretiZeni Zelezem

PtetiZeni Zelezem je stav, kdy dojde k nadbyte¢nému hromadéni iontid Zeleza v organismu. Do
metabolismu Zeleza je zapojena velkd sit' proteinl, pfesto neexistuje zadny ucinny

mechanismus vylucovani iontl zeleza, a proto mohou nastat problémy, kdyz se béhem této
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metabolické cesty vyskytnou chyby.? Primarni pietizeni Zelezem nastava pii hemochromatdze,
ktera je geneticky podminéna, nejCastéji se jedna o mutaci C282Y a H63D genu HFE.
Hemochromat6za ma za nésledek zvySenou stfevni absorpci a uklddani nadmérného mnozstvi
7eleza predevsim v hepatocytech.”!°

Sekundarni ptetizeni Zelezem je vyvolano napiiklad transfuzi (u talasémie major a srpkovité
anémie)'!, hemolyzou nebo nadmérnou parenterdlni a/nebo dietni konzumaci Zeleza.!? K
zatizeni dochazi hlavné u vysoce vaskuldrnich tkani, mezi které patii naptiklad jatra,

endokrinni tkaf a srde¢ni sval.’
2.3 Vztah ionti Zeleza a rakovinnych bunék

Kwvili rychlé proliferace maji rakovinové bunky vyssi spotiebu Zeleza nez normalni bunky.
Projevuje se to tim, Ze nadorové builkky maji na svém bunééném povrchu vyssi pocet Tf
receptoril (transferinovy receptor), diky tomu je umoznéna zvysSena absorpce Zeleza. Déle to
potvrzuje zvySeny obsah proteinu pro skladovani zeleza — feritinu — uvnitt nadorové bunky.

Pomoci chelatace Zeleza se daji nadorové buriky relativné selektivné zasahnout.?

2.4 Vztah ionti Zeleza a kardiotoxicity anthracyklinovych antibiotik

Anthracyklinova cytostatika (doxorubicin, daunorubicin) se uzivaji k 1écbé Siroké skaly
hematologickych malignit a solidnich nadori.'* Hlavnim omezenim jejich uZivani je jeden z
jejich nezadoucich uc¢inkd — kardiotoxicita. Kardiotoxicita mtze vést k srdecnimu selhani, az
k umrti. Pfesny mechanismus kardiotoxicity anthracyklint zistdva nejasny, pravdépodobné je
multifaktoridlni. Prvni a nejrozSitenéjSi hypotéza byla, Ze komplexy anthracyklinl s ionty
7eleza katalyzuji produkci reaktivnich druhii kysliku (ROS), které byly popsany vyse.!> Nyni
se vSak predpokladd, ze hlavnim mechanismem anthracyklinové kardiotoxicity je inhibice

topoizomerazy II v kardiomyocytech, v disledku které dochazi k piimému poskozeni DNA.!'®
2.5 Chelatory Zeleza

Pro ochranu organismu lze pouzit cheldtory, které vytvareji komplexy s Zelezem bez redoxni
aktivity, a tak inhibuji tvorbu hydroxylovych radikald.

Chelatacni ¢inidla mohou byt bidentatni, tridentdtni a hexadentatni ligandy schopné
interagovat s Zelezem dvéma, tfemi ¢i Sesti vazbami a ve vysledku tak tvofit oktaedrické

komplexy s ionty zeleza. Atomy kysliku a dusiku v ligandu jsou schopny pevné vazat Zelezo,
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coz mizeme dokumentovat na porfyrinovém kruhu hemu, kde vazby Fe-N ukotvuji centralné
iont Zeleza.?
Ionty zeleza tvoii obvykle Sest koordinacnich vazeb. Chelatory, které se vazou na vSech Sest

mist zcela deaktivuji ,,volné* Zelezo.

Deferroxamine (DFQ) Deferasirox (DFX) Deferiprone (DFF)

Obrézek 3. komplex chelétor - Fe(I1I) 7

Idedlni chelatacni latky by mély mit vysokou afinitu a selektivitu k zelezu. Mély by byt schopné
prochazet bunéénymi membranu, také byt netoxické, levné a U¢inné spiSe peroralné nez

parenteralng.'8

2.5.1 Chelatory uzivané v praxi

Chelatory pfirodniho plivodu jsou siderofory, které umoziuji zachytit Zelezo z okolniho
prostiedi a usnadiuji jeho vsttebani. Produkovany jsou riiznymi organismy, jako jsou naptiklad
bakterie a houby.!®?* Hlavnim zastupcem je deferoxamin (desferrioxamin). Deferoxamin je
hexadentatni chelator ziskavany ze Streptomyces pilosus.>' Véaze zelezo v poméru 1:1 a vytvaii
s nim velmi stabilni komplex.?? Klinicky se pouzivéa k 1é¢b& onemocnéni z pretizeni Zeleza,
jako talasémie major. Kromé toho DFO také ukazalo antiproliferativni vlastnosti vyuzitelné pti
1é¢b& nadorii.> Nevyhodou je jeho vysoka hydrofilita, kviili které se DFO nevstiebava ze stieva,
proto je nutnd intravendzni nebo subkutanni aplikace.?* Kviili svému kratkému polodasu (5-10

minut)* se podava v 8-12 hodinova infuzi nejméné 5 krat tydng.??
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Deferrioxamine

Obrazek 4. Chemicka struktura deferoxaminu*
Mezi syntetické chelatory fadime deferasirox,deferipron a dexrazoxan.

HO,C
2 0

NH

OH o NJVNVgo

@ HN
OH HO Hs
Deferasirox Deferiprone Dexrazoxane

Obrazek 5. Chemicka struktura deferasiroxu a deferipronu®*, dexrazoxanu?
Deferasirox (DFX) je tridentatni peroralni chelator, ktery vaze zelezo v poméru 2:1. Ma
vysokou afinitu k Zelezitym iontim. Uziva se peroralné diky své vysoké lipofilité. DFX ma
delsi plazmaticky pologas a jeho obvyklé davkovéni je jednou denné. 2
Deferipron (DFP) je bidentatni peroralni chelator a vaze Zelezo v poméru 3:1, coz ma za
nasledek méné stabilni komplex se Zelezem a niz8i ucinnost vazby Zeleza pfi nizkych
koncentracich cheldtoru. DFP ma bez navazaného Zeleza kratky poloCas v plazmé, coz
vyzaduje podavani tiikrat denné.?” Jednim z hlavnich divodi omezené u¢innosti je, Ze podléha
rozsdhlému metabolismu v jatrech. Vic jak 85 % podané davky se zachyti v moci jako
nechelatujici glukuronidovy konjugat.*
Dexrazoxan, cyklicky derivat kyseliny edetové (EDTA), je jedinym schvalenym Iékem
pouzivanym na ochranu srdce pfed kardiotoxicitou u pacientli 1é¢enych chemoterapii na bazi
anthracyklin@i.! I ptes dlouhodobé pouzivani DEX v klinické praxi ziistavd mechanismus jeho
kardioprotektivnich ¢ink® nejasny.? Podle studii se predpokladd, Ze metabolit dexrazoxanu

ADR-925? chelatuje jak volné, tak vdzané intracelularni Zelezo, véetné Zeleza, které je vazano
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v anthracyklinovych komplexech, ¢imZ brani tvorbé toxickych reaktivnich forem kysliku.?
Druhé teorie mechanismu kardioprotektivnich u¢inki DEX hovoii o katalytické inhibici
topoizomerdzy II, ktera ale neindukuje zlomy v fetézcich DNA jako napt. u doxorubicinu.?’

Vsechny &tyfi vyse zminéné chelatory predstavuji registrovand 1é¢iva v Ceské republice.?®

2.5.2 Aroylhydrazony

Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH) je snadno pfipravitelny chelator. Jeho vyroba vychazi
z Schiffovy kondenzace dvou Siroce pouzivanych levnych 1€ka, a to vitaminu B-6 (pyridoxal)

a antituberkulotika isoniazidu.?’

N/
\| 0
NN on
| AN
HO AN
PIH

Obrazek 6. Chemicka struktura pyridoxal isonikotinoyl hydrazonu *°

PIH je jednim z nejucinnéjsich peroralnich chelatorti zeleza, G€inné vylucuje zelezo u lidi a
potkand. Jeho struktura slouzi jako vzor k syntéze dalSich strukturné podobnych chelétort
zeleza. Ty, které pouZivaji pyridoxal jako aldehyd, jsou zndmy jako série 100.>*! Tridentatni
chelator PIH ma vysokou ucinnost chelatace Zeleza in vitro a in vivo s vysokou selektivitou a
afinitou k Zelezu.*? S ionty Fe 3" tvoii komplexy v poméru 2:1, s Fe *" ionty vytvaii komplexy
taky, ale v mensi mite. PIH vaZe Zelezo oktaedrdlné pies karbonylovy kyslik, iminovy dusik
a fenolicky kyslik.? Pii fyziologickém pH jsou molekuly chelatoru prevazné (v priiméru 80 %)
v neionizované formé, coz umoziuje prichod bunéénymi membranami a piistup k
intracelularnim zasobam Zeleza.>* Chelatory PIH jsou u¢inné jako antiprolifera¢ni ¢inidla,
snizuji postischemické oxida¢ni poskozeni tkani, také snizuji peroxidaci lipidi a poSkozeni
DNA v modelech pietizeni Zelezem.*

Jako vyznamny analog PIH se prosadil salicylaldehyd isonicotinoyl hydrazon (SIH), ktery

vznikl ndhradou pyridoxinu hydrofobnéjsim salicylaldehydem a vytvofil sérii 200.
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Obrazek 7. Chemicka struktura salicylaldehyd isonicotinoyl hydrazonu®

SIH je tridentatni chelator, ktery tvoii komplexy 2:1 s Fe **. Diky jeho vysoké lipofilité velmi
u¢inné vstupuje do bunék a tkani, proto ho lze podavat peroralng.!

L4

Dle studii se ukdzal jako nejptiznivéjsi ze skupiny riznych chelatorti zeleza, véetné klinicky
pouzivanych cinidel desferrioxamin, deferiprone a deferasirox. M4 nejpiiznivéj§i pomer
vlastni toxicity a cytoprotektivni i¢innosti proti buné¢nému oxidaénimu poskozeni.’® Neékteré
analogy SIH navic vykazuji znacnou antiproliferativni aktivitu proti bunéénym liniim MCF-7
prsniho adenokarcinomu a HL-60 promyelocytické leukémie.” Kromé toho bylo prokazano,
7e SIH Gi¢inné chrani in vitro pred kardiotoxicitou antracyklinového daunorubicinu.® M4 vsak
Spatnou stabilitu ve vodném prostiedi, kvili rychlé hydrolyze hydrazonové vazby a z toho
vyplyvajici kratky plazmaticky pologas.®

Volnd rotace vazby mezi hydrazidovou a fenolovou casti mize mirné snizit chelatacni
schopnost SIH. Ve snaze zvysit jeho cytoprotektivni vlastnosti byly namisto salicyladehydu
pfipraveny analogy odvozené od 2,6-dihydroxybenzaldehydu, kterd minimalizuje vliv rotace
vazby na chelatatni ucinnost. Analogy typu 2,6-dihydroxybenzaldehydu vykazovaly
srovnatelné nebo lepsi ochranné vlastnosti nez SIH, nejlepSi vykazovala sloucenina 2,6-
dihydroxybenzaldehyd 4-chlorbenzohydrazon. Navic lipofilnéjsi derivaty vykazovaly vyssi

stabilitu vii¢i hydrolyze nez STH.*

OH

OH
Obrazek 8. Chemicka struktura 2,6-dihydroxybenzaldehyd analogt SIH 4°

Dalsi skupina analoghh SIH byly namisto salicyladehydu pfipraveny analogy z methyl- a
ethylketont. Slou€eniny (£)-N '-[1- (2-Hydroxyfenyl)ethyliden]isonikotinoylhydrazid (HAPI)
a (E)-N '-[1-(2-Hydroxyfenyl)propyliden]isonikotinoylhydrazid (HPPI) vykazovaly zlepSenou
stabilitu vic¢i hydrolyze ve srovnani se SIH. Nejstabilnéjsi byla sloucenina (E)-N '-[1- (2-
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Hydroxy-5-nitrofenyl) ethyliden] isonikotinoylhydrazid (NHAPI), coz naznacuje pozitivni

vliv nitro-substituce na fenylovém kruhu.*®

Ry H /|N
R
2|\\ \N,N NN
O
= OH

HAPI: R1 = CH3, R2 =H
HPPI: R1 = 02H5, R2 =H
NHAPI: R, = CHs, R, = 5-NO,

Obrazek 9. Chemicka struktura methyl- a ethylketon analogti SIH 38

Pti zkoumani vztahti mezi strukturou a aktivitou u analogti s modifikovanou hydrazidovou ¢asti
bylo zjiSténo, ze zména polohy atomu dusiku v hydrazidovém heterocyklu miize vést k
nékolikanasobnému zvyseni cytotoxicity a snizeni antiproliferativni aktivity.*!

ZlepSeni stability SIH v plazmé modifikaci jeho chemické struktury se muize zvysit

terapeuticka ucinnost této skupiny chelatacnich ¢inidel.
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3 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo syntetizovat série novych aroylhydrazonti odvozenych od
chelatoru SIH, které by mély mit zlepSenou schopnost chelatace iontl zeleza a s ni spojenou
schopnost ochrany bun¢k pfed oxida¢nim stresem, a potencialné také zvysSenou stabilitu vici

hydrolyze.

Ukolem bylo syntetizovat fadu analogti SIH s ohledem na piedchozi vysledky v této oblasti.
Byly navrzeny 2 strukturni typy sloucenin:
A. N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-hydrazidové derivaty
OH

< N. R
/@CN’ hig
0

H,CO OCHj

B. 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolové derivaty

Slouceniny typu A byly navrZzeny jako potencialné stabilnéj$i analoga SIH s lepSimi
chelatacnimi a cytoprotektivnimi schopnostmi. Byly pfipraveny substituci salicylaldehydu

(nebo 2-hydroxyfenylové skupiny) na zdklad€ predchozich praci ve skupiné skolitelky.

Slouceniny typu B byly navrzeny jako cyklicky analog SIH s cilem dosaZeni zvySené stability

vuci hydrolyze.
Slouceniny typu A byly dale studovany na Katedfe biochemickych véd a byla hodnocena jejich

schopnost chranit kardiomyoblastové buniky H9c2 pied modelovym oxida¢nim poskozenim

vyvolanym peroxidem vodiku.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie a pristroje

Vsechny chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich nebo Fluorochem a byly pouzity
bez dalSiho cisténi. Vychozi hydrazidy byly na pracovisti pfipraveny v minulych letech.
Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na hlinikovych deskéach (silica gel 60F2s4) od
firmy Merck. Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit Merck Kieselgel 60.

Struktury pfipravenych slou¢enin byly identifikovany pomoci 'H a '3C NMR spektroskopie na
ptistrojich Varian S500, anebo Joel INM-ECZ 600R. Chemické posuny 6 jsou vyjadieny jako
pars per million (ppm) a jsou nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu pomoci signalu
rozpoustédla.

Teploty tani byly méfeny na Koflerové bloku. Cistota viech uvadénych sloudenin byla

stanovena elementarni analyzou CHNS na pfistroji automatic microanalyzer EA1110EC.

4.2 Syntéza 2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzaldehydu (1)

OCH, OH

—_—
H5CO OCHj, CHCl;  H,cO OCHj,4
0 °C, Argon

1

Schéma 3: Syntéza 2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzaldehydu

Zptsob pripravy byl pfevzat z ¢lanku autora Dr. Henry Dube a kolektivu.*

K suspenzi chloridu hlinitého (4,1 g, 30,75 mmol) v dichlormethanu (50 ml), michané za
chladu a pod inertni atmosférou, se pomalu a za stdlého michani ptidaval roztok 2,4,6-
trimethoxybenzaldehydu (2,0 g, 10,2 mmol) v dichlormethanu (30 ml). Po 24 hodinach
michani smési pfi pokojové teploté se pomalu ptidala 1 M kyselina chlorovodikova (35 ml) a
smés se michala dalSich 15 minut. Organicka vrstva byla oddélena, promyta vodou (2 x 40 ml)
a nasycenym roztokem chloridu sodného (1 % 40 ml) a vysuSena bezvodym siranem sodnym.
Organické rozpoustédlo bylo odpafeno za snizen¢ho tlaku a produkt se piecistil pomoci
sloupcové chromatografii (mobilni faze: hexan/EtOAc, 5:1). Vytézek 2-hydroxy-4,6-
dimethoxybenzaldehydu byl 1,29 g (70 %) jako svétlo-zluta krystalicka latka.
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'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 12.33 (s, 1H), 9.97 (s, 1H), 6.10 (d, J=2.2 Hz, 1H), 6.05 (d,
J=2.2Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.80 (s, 3H). '*C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 192.00, 168.69,
165.73, 164.03, 105.90, 93.77, 91.34, 56.73, 56.53.

Teplota tani: 66 - 68 °C
Teplota tani a NMR spektra odpovidala literatute. +*

CHNS-analyza: CoH10O4
Vypocteno: C, 59,34; H, 5,53
Nalezeno: C, 59,24; H, 5,43

4.3 Syntéza N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-hydrazida (2-12)

OH OH

H
H X, -N__R
~ N__R N~
O, iy W
OCHj, ) EtOH, reflux H3;CO OCHj

212

H,CO

Schéma 4: Syntéza N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-hydrazida
Produkty byly piipraveny Schiffovou kondenzaci.**

Smés 2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzaldehydu (0,2 g, 1,1 mmol) a odpovidajiciho hydrazidu
(1,3 mmol) v ethanolu (20 ml) byla zahtivana k varu po dobu 6-24 hodin za stalého michani.

Produkty byly ziskany pomoci 2 metod:
Metoda A: Filtrace za snizen¢ho tlaku po ochlazeni reakéni smési.

Metoda B: Rozpoustédlo bylo odpaieno, surovy produkt byl rozpustén v ethyl-acetatu (50 ml)
a promyt 1 M kyselinou chlorovodikovou (20 ml) a nasledné€ vodou (50 ml). Organicka vrstva

byla vysusena bezvodym siranem sodnym a rozpoustédlo bylo odpateno.

4.3.1 N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)benzohydrazid (2)

Obrazek 10. N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)benzohydrazid
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Metoda B. Vytézek: 90 % jako bézova krystalick4 latka.

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 12.41 (s, 1H), 11.98 (s, 1H), 8.81 (s, 1H), 7.92 — 7.87 (m,
2H), 7.59 —7.53 (m, 1H), 7.50 (dd, J = 8.3, 6.8 Hz, 2H), 6.11 (s, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.75 (s,
3H). 3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 163.72, 162.79, 161.44, 160.06, 146.37, 133.22,
132.45, 129.09, 128.07, 101.11, 94.42, 91.02, 56.49, 55.99.

Teplota tani: 170 - 171 °C

CHNS-analyza: Ci6H1sN204
Vypocteno: C, 63.99; H, 5.37; N, 9.33
Nalezeno: C, 63.90; H, 5.29; N, 9.06

4.3.2 N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-4-methoxybenzohydrazid (3)

OCH,
OH ’
x. N
o0

H5;CO OCHj °
3
Obrazek 11. N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-4-methoxybenzohydrazidu
Metoda B. Vytézek: 82 % jako bila krystalicka latka.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) 8 12.45 (s, 1H), 11.85 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 7.88 (d, J= 8.8
Hz, 2H), 7.03 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.11 (s, 2H), 3.80 (s, 6H), 3.74 (s, 3H). 3*C NMR (151 MHz,
DMSO-ds) § 163.57, 162.69, 162.24, 161.37, 159.96, 145.72, 129.98, 125.24, 114.36, 101.17,
94.41, 90.98, 56.46, 55.98, 55.96.

Teplota tani: 176 - 178 °C
CHNS-analyza: C17H1sN20s

Vypocteno: C, 61.81; H, 5.49; N, 8.48
Nalezeno: C, 61.76; H, 5.45; N, 8.39
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4.3.3 N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-4-nitrobenzohydrazid (4)

NO,
OH H
N /N
@CN

HsCO OCH,4
4

Obrazek 12. N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-4-nitrobenzohydrazidu

Metoda A. Vytézek: 86 % jako zluta krystalické latka.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 12.27 (s, 1H), 12.25 (s, 1H), 8.82 (s, 1H), 8.33 (d, J = 8.5
Hz, 2H), 8.13 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 6.11 (s, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.75 (s, 3H). '*C NMR (151 MHz,
DMSO-de) § 164.01, 161.55, 161.06, 160.20, 149.89, 147.43, 138.84, 129.59, 124.25, 100.96,
94.42,91.10, 56.52, 56.02.

Teplota tani: 274 - 276 °C

CHNS-analyza: Ci16HisN3Os
Vypocteno: C, 55.65; H, 4.38; N, 12.17
Nalezeno: C, 55.20; H, 4.20; N, 12.13

4.3.4 4-Hydroxy-N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)benzohydrazid
monohydrat (5)

Obrazek 13. 4-Hydroxy-N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)benzohydrazid monohydratu

Metoda A. Vytézek: 69 % jako svétlo-zluta krystalickd latka.

'H NMR (600 MHz, DMSO-de) & 12.47 (s, 1H), 11.77 (s, 1H), 10.10 (s, 1H), 8.77 (s, 1H), 7.78
(d, J=8.5 Hz, 2H), 6.83 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 6.10 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.74 (s, 3H). 3C NMR
(151 MHz, DMSO-ds) 8 163.49, 162.47, 161.37, 161.33, 159.91, 145.40, 130.11, 123.69,
115.65, 101.21, 94.40, 90.95, 56.45, 55.95.

Teplota tani: 146 - 148 °C
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CHNS-analyza: Ci6H1sN20Os"H2O
Vypocteno: C, 57.48; H, 5.43; N, 8.38
Nalezeno: C, 57.77; H, 5.88; N, 7.86

4.3.5 4-Amino-N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)benzohydrazid (6)

OH NH2
H
N /N

HsCO OCH;
6

Obrazek 14. 4-Amino-N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)benzohydrazidu

Metoda A. Vytézek: 79 % jako svétlo-zluta krystalicka latka.

"H NMR (600 MHz, DMSO-de) & 12.54 (s, 1H), 11.58 (s, 1H), 8.75 (s, 1H), 7.63 (d, J = 8.3
Hz, 2H), 6.56 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.09 (s, 2H), 5.76 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.74 (s, 3H). 1*C
NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 163.28,162.73, 161.23, 159.79, 152.98, 144.52, 129.77,119.30,
113.20, 101.34, 94.40, 90.89, 56.43, 55.92.

Teplota tani: 232 - 234 °C

CHNS-analyza: C16H17N304

Vypocteno: C, 60.94; H, 5.43; N, 13.33

Nalezeno: C, 60.10; H, 5.23; N, 13.01

4.3.6 4-Chlor-N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)benzohydrazid dihydrat

@)
OH H Cl

0
H,CO OCH,
2 H,0
7

Obrazek 15. 4-Chlor-N"-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)benzohydrazid dihydratu

Metoda A. Vytézek: 79 % jako bila krystalicka latka.

'H NMR (600 MHz, DMSO-de) § 12.34 (s, 1H), 12.04 (s, 1H), 8.80 (s, 1H), 7.92 (d, J = 8.6
Hz, 2H), 7.58 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.11 (s, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.75 (s, 3H). 3C NMR (151 MHz,
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DMSO-ds) 6 163.81, 161.71, 161.46, 160.09, 146.67, 137.30, 131.95, 129.99, 129.21, 101.04,
94.41, 91.05, 56.49, 55.99.

Teplota tani: 190 - 192 °C

CHNS-analyza: Ci6Hi5CIN2042H>0
Vypocteno: C, 51.83; H, 5.17; N, 7.56
Nalezeno: C, 52.22; H, 4.95; N, 7.52

4.3.7 N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)nikotinohydrazid (8)

SN
OOy
0
HsCO OCH,
8

Obrazek 16. N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)nikotinohydrazidu

Metoda A. Vytézek: 49 % jako bila krystalicka latka.

'H NMR (600 MHz, DMSO-de) 8 12.29 (s, 1H), 12.13 (s, 1H), 9.05 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.80
(s, 1H), 8.73 (dd, J= 4.8, 1.8 Hz, 1H), 8.23 (dt, J=8.2, 2.0 Hz, 1H), 7.54 (dd, J = 7.9, 4.8 Hz,
1H), 6.12 (s, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.75 (s, 3H).

3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) & 163.91, 161.49, 161.34, 160.15, 152.96, 149.10, 146.95,
135.85, 129.03, 124.19, 100.97, 94.43, 91.09, 56.51, 56.01.

Teplota tani: 212 - 213 °C

CHNS-analyza: C1sH15N304
Vypocteno: C, 59.8; H, 5.02; N, 13.95
Nalezeno: C, 59.51; H, 4.97; N, 13.93

4.3.8 N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)pikolinohydrazid (9)

H
X _N N
oo
o
H5CO OCHs
9

Obrazek 17. N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)pikolinohydrazidu

Metoda B. Vytézek: 65 % jako svétlo-zluta krystalicka latka.
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'H NMR (600 MHz, DMSO-de) & 12.53 (s, 1H), 12.45 (s, 1H), 9.03 (s, 1H), 8.67 (ddd, J= 1.1,
7.8 Hz, 1H), 8.07 (d, J= 7.3 Hz, 1H), 8.01 (td, J=7.6, 1.7 Hz, 1H), 7.62 (ddd, J=1.3,4.7, 7.5
Hz, 1H), 6.10 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.75 (s, 3H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-de) & 163.76, 161.59, 160.61, 160.24, 149.79, 149.12, 147.90,
138.51, 127.55, 123.24, 101.33, 94.39, 91.00, 56.51, 55.97.

Teplota tani: 175 - 176 °C

CHNS-analyza: Ci15sHi5sN304
Vypocteno: C, 59.8; H, 5.02; N, 13.95
Nalezeno: C, 59.38; H, 5.03; N, 13.68

4.3.9 N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)cyklohexankarbohydrazid (10)

OH ’
X N
o
0
H,CO OCHj
10

Obrazek 18. N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)cyklohexankarbohydrazidu

Metoda A. Vytézek: 67 % jako bila krystalicka latka.

'H NMR (600 MHz, DMSO-de) § 12.23 (s, 1H), 11.38 (s, 1H), 8.51 (s, 1H), 6.08 (d, J = 2.3
Hz, 1H), 6.07 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 2.12 (tt, J= 11.7, 3.4 Hz, 1H),
1.74 - 1.67 (m, 4H), 1.63 - 1.56 (m, 1H), 1.39-1.33 (m, 2H), 1.28 - 1.06 (m, 3H). '°C NMR
(151 MHz, DMSO-de) 8 171.37, 163.45, 161.20, 159.84, 144.61, 100.97, 94.34, 90.94, 56.46,
55.93, 43.15, 29.46, 25.88, 25.68.

Teplota tani: 166 - 168 °C
CHNS-analyza: C16H22N204

Vypocteno: C, 62.73; H, 7.24; N, 9.14
Nalezeno: C, 62.35; H, 7.33; N, 9.20
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4.3.10 N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)dodekanhydrazid (11)
OH

H
x. .N_ _CyH
oo™
0
HsCO OCHj

1"

Obrazek 19. N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)dodekanhydrazidu

Metoda A. Vytézek: 94 % jako bila krystalicka latka.

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) & 12.20 (s, 1H), 11.42 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 6.07 (s, 2H), 3.75
(d, J =22.8 Hz, 6H), 2.12 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.52 (s, 2H), 1.21 (s, 16H), 0.81 (s, 3H). 1*C
NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 168.41, 163.49, 161.18, 159.87, 144.42, 100.92, 94.34, 90.96,
56.47,55.95, 34.39, 31.83, 29.53, 29.43, 29.25, 29.13, 25.44, 22.63, 14.48.

Teplota tani: 125 - 126 °C

CHNS-analyza: C21H34N204
Vypocteno: C, 66.64; H, 9.05; N, 7.40
Nalezeno: C, 66.59; H, 9.18; N, 7.35

4.3.11 4-Hydroxy-N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)butanhydrazid (12)

H
x. N
o)
H,CO OCH,4

Obrazek 20. 4-Hydroxy-N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)butanhydrazidu

Metoda B. Vytézek: 52 % jako bila krystalicka latka.

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 12.26 (s, 1H), 11.49 (s, 1H), 8.52 (s, 1H), 6.12 - 6.10 (m,
2H), 4.51 (t, /= 5.2 Hz, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.46 - 3.37 (m, 2H), 2.22 (t, J=17.5
Hz, 2H), 1.73-1.67 (m, 2H). 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 168.12, 163.13, 160.83, 159.51,
144.04, 100.56, 93.98, 90.61, 60.28, 56.12, 55.60, 30.79, 28.42.

Teplota tani: 181 - 183 °C

CHNS-analyza: Ci13Hi1gN2Os

Vypocteno: C, 55.31; H, 6.43; N, 9.92

Nalezeno: C, 55.02; H, 6.36; N, 9.86
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4.4 Syntéza 1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu (13)

4.4.1 Syntéza 1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu z 2-hydroxyacetofenonu

OH O (CHy),NH,'crr  OH O Destilace s OH O
(CH,0),, HCI +H/C|_ vodni parou =
EtOH l

reflux, 3 h 13

Schéma 5: Syntéza 1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu z 2-hydroxyacetofenonu

Metoda byla pfevzata z ¢lanku autora Tamas Patonay a kolektivu.®
Smés 2-hydroxyacetofenonu (6,0 ml, 49,8 mmol), dimethylamonium-chloridu (5,68 g, 69,7
mmol), paraformaldehydu (1,99 g, 24,4 mmol), koncentrované kyseliny chlorovodikové (0,2
ml) ve 2-propanolu (10 ml) se zahtivala k varu pod zpétnym chladicem po dobu 1 hodiny a
poté nechala stat ptes noc v lednici. Bild srazenina byla odfiltrovana za snizené¢ho tlaku a
promyta diethyletherem (4 x 30 ml). Nasledn¢ byla rozpusténa ve vodé (750 ml) a destilovana
s vodni parou. Destilat byl extrahovan dichlormethanem (2 x 100 ml). Organické vrstva byla
vysusena bezvodym siranem sodnym a rozpoustédlo bylo odpatfeno. Produkt byl vycistén
pomoci sloupcové chromatografie (mobilni faze: hexan/EtOAc, 20:1). Vytézek 1-(2-
hydroxyfenyl)-2-propen-1-onu byl 0,4 g (5 %) jako Zluty ole;j.

'HNMR (500 MHz, CDCl3) § 12.53 (s, 1H), 7.82 (dd, J= 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.52-7.49 (m, 1H),
7.36-7.26 (m, 1H), 7.02 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz, 1H), 6.94-6.91 (m, 1H), 6.58 (dd, J = 16.9, 1.7
Hz, 1H), 5.98 (dd,J=10.5, 1.7 Hz, 1H)."*C NMR (126 MHz, CDCls) § 194.35, 163.55, 136.63,
130.74, 130.57, 130.02, 119.34, 118.90, 118.54.

4.4.2 Syntéza 1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu pi‘es Weinrebiiv amid

o)
OH coom N//\N)J\N/\\N OH O e Br\M/\ OH O
(CH3),NH,*CI CHs THE
Et;N, THF 14
13

Schéma 6: Syntéza 1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu pfes Weinrebiiv amid
K roztoku kyseliny salicylové (1,69 g, 12,2 mmol) v suchém tetrahydrofuranu (25 ml) se za
stadlého michani a chladu pod inertni atmosférou ptiddval po €astech karbonyldiimidazol

(2,38 g, 14,7mmol) po dobu 2 hodin. Smés N,O-dimethylhydroxyl-amin hydrochloridu
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(1,43 g, 14,7 mmol) s triethylaminem (2,21 ml, 15,9 mmol) se michala po dobu 6 hodin pfi
pokojové teploté. Obé smési se spojily a nasledné se vlily do roztoku (NH4)HPO4 (5% aq., 70
ml) obsahujici HCI (1 M; 23 ml) a smés se michala se po dobu 1 hodiny. Vysledné pH bylo 6.
Nasledné byla provedena extrakce pomoci Et2O (70 ml) a EtOAc (2 x 50 ml). Organicka vrstva
byla vysusena bezvodym siranem sodnym a rozpoustédlo bylo odpaieno. Produkt byl vycistén
pomoci sloupcové chromatografie (mobilni faze: hexan/EtOAc, 6:1). Vytézek N-methyl-N-
methoxy-2-hydroxybenzamidu byl 0,77 g (70 %) jako oranzovy ole;j.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 11.17 (s, 1H), 7.96 (dd, J = 1.6, 8.1 Hz, 1H), 7.39 - 7.36 (m,
1H), 6.99 (dd, J = 1.2, 8.4 Hz, 1H), 6.86 - 6.83 (m, 1H), 3.65 (s, 3H), 3.41 (s, 3H).>*C NMR
(126 MHz, CDCl3) 6 169.82, 160.92, 133.74, 129.47, 118.53, 117.94, 114.33, 61.17, 34.01.

Do roztoku N-methyl-N-methoxy-2-hydroxybenzamidu (0,31 g, 1,7 mmol) v suchém
tetrahydrofuranu (THF; 17 ml) michaném za chladu a pod inertni atmosférou se pomalu a za
stdlého michani pfidaval vinylmagnesium bromid (2,1 ml, 5,1 mmol) v suchém
tetrahydrofuranu (5 ml) po dobu 2 hodin. Rozpoustédlo bylo odpateno a surovy produkt byl
rozpustén v ethyl-acetatu (50 ml) a extrahovan 1 M kyselinou chlorovodikovou (25 ml) a
nasledné s vodou (50 ml). Organické rozpoustédlo bylo odpateno za snizeného tlaku a produkt
byl piecistén pomoci sloupcové chromatografie (mobilni faze: hexan/EtOAc, 15:1). Vytézek
1-(2-hydroxyfenyl)-2-propen-1-onu byl 0,16 g (62 %) jako Zluty ole;.

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 12.53 (s, 1H), 7.82 (dd, J= 8.1, 1.6 Hz, 1H), 7.51 (ddd, J = 8.6,
7.2, 1.7 Hz, 1H), 7.37-7.25 (m, 1H), 7.03 (dd, J = 8.4, 1.1 Hz, 1H), 6.94-6.91 (m, 1H), 6.58
(dd, J = 16.8, 1.7 Hz, 1H), 5.98 (dd, J = 10.6, 1.7 Hz, 1H)."3*C NMR (126 MHz, CDCl;) §
194.37, 163.56, 136.64, 130.76, 130.59, 130.04, 119.36, 118.91, 118.56.

4.5 Syntéza 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu

OH O OH N-NH
__— NHyNH,.H,0 ’
EtOH
reflux, 2 h

Schéma 7. Syntéza 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu z 1-(2-hydroxyfenyl)-2-propen-1-onu
Upravili jsme metodu z ¢lanku autorGt M. Dora Carridon, Mariem Chayah, Antonio Entrena a
kolektivu.*®
Sm¢és 1-(2-hydroxyfenyl)-2-propen-1-onu (0,2 g, 0,67 mmol), hydrazinu (0,1011 g, 2,0 mmol)

v ethanolu (10 ml) se zahtivala pod zpétnym chladic¢em po dobu 2 hodin. Pomoci tenkovrstvé
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chromatografie bylo zjiSténo, ze roztok obsahuje smés mnoha riznych latek, které se po
zpracovani reak¢éni smési nepodatilo sloupcovou chromatografii rozdélit. Cilovy produkt nebyl

izolovan.

4.6 Syntéza 1-acetyl-3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu

o>/
OH O OH N-N
@)J\/ NH,NH,.H,0 ’
CH3COOH
reflux, 3 h

Schéma 8. Syntéza 1-acetyl-3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu z 1-(2-hydroxyfenyl)-2-propen-1-onu
Smés 1-(2-hydroxyfenyl)-2-propen-1-onu (0,2 g, 1,4 mmol), hydrazinu (0,2 g, 4,1 mmol) v
kyseling octové (10 ml) se zahtivala pod zpétnym chladi¢em po dobu 3 hodiny. Rozpoustédlo
bylo odpateno a surovy produkt byl rozpustén v ethyl-acetatu (50 ml) a extrahovan vodou (50
ml). Organické rozpoustédlo bylo odpatreno za snizeného tlaku a produkt byl ptecistén pomoci
sloupcové chromatografie (mobilni faze: hexan/EtOAc, 3:1 az 1:1). Ve vysledku byly
izolovany dvé latky a-34 mg, b-25 mg, avSak dle NMR se nepodafilo identifikovat jejich
struktury. Cilovy produkt nebyl izolovan.

4.7 Syntéza 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu

~NH
3)2NH,"CI oH 0 NH,NH,.H,O oH ’\f
C|-|20)n HCI N 'NaOH
el — >
T Eon | CH3OH

reflux, 3 h reflux, 2 h

Schéma 9. Syntéza 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu z 2-hydroxyacetofenonu

Metoda byla vzata z ¢lanku autord Franco Chimenti a Adriana Bolasco a kolektivu.*’

Smeés 2-hydroxyacetofenonu (2,0 ml, 16,6 mmol), dimethylamonium-chloridu (1,86 g,
23,2 mmol), paraformaldehydu (0,66 g), koncentrované kyseliny chlorovodikové (0,2 ml) ve
2-propanolu (10 ml) se zahtivala k varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 1 hodiny a pak se
nechala stat ptes noc v lednici. Surovy produkt byl odfiltrovan a promyt acetonem za snizené¢ho
tlaku. Nasledn¢ byl produkt vysusen v exsikatoru. Vytézek N,N-dimethyl-3-(2-hydroxyfenyl)-
3-oxopropanamonium-chloridu byl 1,2 g (31 %) jako bila krystalick4 latka.
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Roztok produktu (0,2 g, 0,9 mmol) v methanolu(5 ml) se pomalu spojil se smési hydrazinu
(0,51 ml, 10,45 mmol) a hydroxidu sodného (50% aq., 0,32 ml, 12,2 mmol) v methanolu (5
ml) a zahtival se k varu za stdlého michani po dobu 2 hodin. Rozpoustédlo bylo odpateno a
surovy produkt byl rozpustén v dichlormethanu (40 ml), extrahovan vodou (2 x 40ml),
organickd faze byla vysusSena siranem sodnym a odpafena. Odparek byl precistén pomoci
sloupcové chromatografie (mobilni faze: hexan/EtOAc, 3:1), nicméné cilovy produkt nebyl

izolovan..

4.8 Syntéza 1-acyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu

4.8.1 Syntéza N,N-dimethyl-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanamonium-chloridu

(15)
H3CO @) (CH3),NH,*CI H;CO 0]
(CH,0),, HCI N _
— | Cl
EtOH
reflux, 3 h

15
Schéma 10. Syntéza N,N-dimethyl-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanamonium-chloridu

Smés 2-methoxyacetofenonu (2,0 ml, 14,5 mmol), dimethylamonium-chloridu (1,66 g, 20,3
mmol), paraformaldehydu (0,58 g), koncentrované kyseliny chlorovodikové (0,2 ml) ve 2-
propanolu (10 ml) byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em po dobu 1 hodiny. Nasledné se
ponechala stat ptes noc v lednici, poté se zfiltrovala za snizen¢ho tlaku a filtrat se odpatil. Do
odparku se pridal aceton, srazenina se odfiltrovala za snizeného tlaku a nésledné vysusila
v exsikatoru. Vytézek N,N-dimethyl-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanamonium-chlorid byl
0,9 g (25 %) jako bila krystalicka latka.

4.8.2 Syntéza 1-acyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu (16-18)

R
H,CO O H,cO  N-N
H_  NHyNH,.H,0 ’
+']' cl
RCOR,
reflux 16-18

Schéma 11. Syntéza 1-acyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu
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4.8.2.1 Syntéza 1-acetyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu (16)

Obrazek 21. 1-acetyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu
N,N-dimethyl-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanamonium-chlorid (1,0 g, 4,1 mmol) a hydrazin
(1,3 ml, 28,7 mmol) v kyselin€ octové (15 ml) se zahtival k varu pod zpétnym chladicem po
dobu 2 hodin. Rozpoustédlo bylo odpateno, surovy produkt se rozpustil v dichlormethanu (25
ml) a promyl se vodou (2 x 30 ml). Organické rozpoustédlo bylo odpaieno za snizené¢ho tlaku
a produkt se ptecistil pomoci sloupcové chromatografii (mobilni faze: chloroform/methanol,
50:1).

Vytézek: 0,33 g (37 %) jako bila krystalicka latka.

'H NMR (600 MHz, DMSO-de) 5 7.69 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H), 7.39 (ddd, J = 8.9, 7.4, 2.0
Hz, 1H), 7.09 (dd, J=8.3, 1.0 Hz, 1H), 6.97 (td, J="7.5, 1.0 Hz, 1H), 3.79 (m, 5H), 3.30 — 3.25
(m, 2H), 2.19 (s, 3H). 1*C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 5 168.10, 158.53, 156.12, 132.08,
129.17, 121.14, 120.87, 112.97, 56.26, 44.31, 35.31, 21.87.

Teplota tani: 146 - 148 °C

CHNS-analyza: C12H14N20>

Vypocteno: C, 66,04; H, 6,47; N, 12,84

Nalezeno: C, 65,83; H, 6,37; N, 12,89

4.8.2.2 Syntéza 3-(2-methoxyfenyl)-1-valeroyl-4,5-dihydro-1H-pyrazolu (17)

17
Obrazek 22. 3-(2-methoxyfenyl)-1-valeroyl-4,5-dihydro-1H-pyrazolu
N,N-dimethyl-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanamonium-chlorid (0,5 g, 2,05 mmol)

a hydrazin (0,7 ml, 14,35 mmol) v kyselin¢ valerové (10 ml) se zahfival k varu pod zpétnym
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chladicem po dobu 24 hodin. Vysledna smés byla ochlazena na laboratorni teplotu a poté byl
piidan hexan (10 ml). Po 5 hodinach byl surovy produkt odfiltrovan za snizeného tlaku. Filtrat
byl poté zahustén za snizeného tlaku a vznikla srazenina byla odfiltrovana. Ob¢ ¢asti surového
produktu byly rozpustény se v ethyl-acetatu (50 ml), organicky roztok byl promyt roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného (10 ml) a nasledn¢ vodou (2 x 50 ml). Organickd faze byla
odpafena za snizené¢ho tlaku a produkt byl piecistén pomoci sloupcové chromatografie
(mobilni faze: hexan / EtOAc, 3:1).

Vytézek: 0,24 g (45 %) jako bila krystalicka latka.

'"H NMR (600 MHz, DMSO-de) § 7.68 (dd, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H), 7.39 (ddd, J = 8.4, 7.3, 1.8
Hz, 1H), 7.08 (dd, J = 8.4, 1.1 Hz, 1H), 6.97 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H), 3.85 - 3.71 (m, 5H),
3.27-3.24 (m,2H), 2.59 (t,J= 7.5 Hz, 2H), 1.57 - 1.49 (m, 2H), 1.29 (h, /= 7.4 Hz, 2H), 0.85
(t,J=7.4 Hz, 3H). >*C NMR (151 MHz, DMSO-ds) 6 170.85, 158.52, 155.94, 132.04, 129.15,
121.16, 120.94, 112.97, 56.25, 44.37, 35.06, 33.48, 27.30, 22.43, 14.31.

Teplota tani: 55 - 57 °C

CHNS analyza: C15H20N20>

Vypocteno: C, 69,20; H, 7,74; N, 10,76

Nalezeno: C, 68,77; H, 7,60; N, 10,64

4.8.2.3 Syntéza 1-benzoyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu (18)

Obrazek 23. 1-benzoyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu
Do roztoku N,N-dimethyl-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanamonium-chloridu (1,0 g, 4,1
mmol) v methanolu se pomalu ptidal hydrazin (2,3 ml, 28,7 mmol) a hydroxid sodny (50% aq.,
1,4 ml) a vysledna smés se zahtivala k varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 3 hodin.
Rozpoustédlo bylo poté odpatreno, surovy produkt byl rozpustén v dichlormethanu (50 ml) a
extrahovan vodou (50 ml). Organické rozpoustédlo bylo odpafeno za snizen¢ho tlaku a
k odparku byl za stalého michani pfidan roztok benzoyl chloridu (0,45 ml, 4,1 mmol)
v pyridinu (5,0 ml). Vysledna smés se michala po dobu 24 hodin za laboratorni teploty.
Rozpoustédlo bylo odpateno, surovy produkt byl rozpustén v ethyl-acetitu (50 ml) a

extrahovan 1 M kyselinou chlorovodikovou (20 ml) a nasledné vodou (2 x 30 ml). Organicka
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faze byla odpaifena za snizeného tlaku a produkt byl pfecistén pomoci sloupcové
chromatografii (mobilni faze: hexan / EtOAc, 4:1 az 2:1).
Vytézek: 0,29 g (25 %) jako oranzova krystalicka latka.

'H NMR (600 MHz, DMSO-d¢) & 7.88 - 7.79 (m, 2H), 7.57 (dd, J = 7.7, 1.9 Hz, 1H),
7.52 - 7.32 (m, 4H), 7.09 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.95 (t, J= 7.4 Hz, 1H), 4.03 (t, /= 9.9 Hz, 2H),
3.81 (s, 3H), 3.35 - 3.30 (m, 2H). '3C NMR (151 MHz, DMSO-ds) § 165.92, 158.56, 157.23,
135.12, 132.19, 131.15, 130.03, 129.80, 129.37, 129.08, 128.21, 121.15, 120.72, 112.95, 56.30,
45.61, 34.48.

Teplota tani: 91 - 93 °C

CHNS analyza: C17H16N202
Vypocteno: C, 72,84; H, 5,75; N, 9,99
Nalezeno: C, 71,88; H, 5,61; N, 9,42

Alternativni metody piipravy 1-benzoyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu (18):
4.8.2.4

Smés N, N-dimethyl-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanamonium-chlorid (0,5 g, 2,05 mmol),
hydrazinu (0,7 ml, 14,35 mmol), kyseliny benzoové (2,5 g, 20,5 mmol) v ethanolu (10 ml) byla
zahfivana pod zpétnym chladi¢em po dobu 24 hodin. Rozpoustédlo bylo odpateno, surovy
produkt se rozpustil v ethyl-acetatu (25 ml) a promyl se vodou (2 x 30 ml). Organické
rozpoustédlo bylo odpafeno za snizeného tlaku. Pomoci tenkovrstvé chromatografie bylo
zjiSténo, ze roztok obsahuje jednu latku. Pomoci HPLC-MS analyzy odpovidajici moléarni
hmotnost nebyla nalezena. Cilovy produkt nebyl izolovan.

4.8.2.5

Bylo provedeno stejné jako v kapitole 4.8.2.3 za vyuzitim jiného rozpoustédla — acetonitrilu
(10 ml). Pomoci HPLC-MS analyzy odpovidajici molarni hmotnost nebyla nalezena. Cilovy
produkt nebyl izolovan.

4.8.2.6

Bylo provedeno stejné jako v kapitole 4.8.2.3 za vyuzitim jiného rozpoustédla — toluenu (10

ml). Pomoci tenkovrstvé chromatografie bylo zjisténo, ze roztok obsahuje smes mnoha rtiznych
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latek, které se po zpracovani reakéni smési nepodafilo sloupcovou chromatografii rozdélit.

Cilovy produkt nebyl izolovan.
4.9 Syntéza 1-acetyl-3-(4-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu

(o]

~N
(@) (CH3)2NH2+C|_ (0] NH,NH,.H,O '\;
(CH,0),,, HCI N _ NaOH
T Cl CH,COOH
H,CO EIOH 4 co reflux, 2h  HaCO

reflux, 3 h 19
20

Schéma 12: Syntéza 1-acetyl-3-(4-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu

4.9.1 Syntéza N,N-dimethyl-3-(4-methoxyfenyl)-3-oxopropanamonium-chloridu
19)

Bylo provedeno stejn¢ jako v kapitole 4.8.1 za vyuZitim vychozi latky 4-methoxyacetofenonu.
Vytézek N,N-dimethyl-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanamonium-chloridu chlorid je 1,06 g
(30 %) jako bila krystalicka latka.

4.9.2 Syntéza 1-acetyl-3-(4-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu (20)

N,N-dimethyl-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanamonium-chloridu chlorid (0,65 g, 2,7 mmol)
a hydrazin (0,86 ml, 18,9 mmol) v kyseliné octové (15 ml) se zahtival k varu pod zpétnym
chladicem po dobu 2 hodin. Rozpoustédlo bylo odpaieno, surovy produkt byl rozpustén v
dichlormethanu (25 ml) a promyt vodou (2 x 30 ml). Organické rozpoustédlo bylo odpareno
za snizeného tlaku a produkt byl pfeciStén pomoci sloupcové chromatografii (mobilni faze:
chloroform/methanol, 60:1). Vytézek 1-acetyl-3-(4-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu
byl 0,254 g (44 %) jako oranZova krystalicka latka.

1H NMR (600 MHz, DMSO-D6) 5 7.65 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.97 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.87 —
3.79 (m, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.19 (dd, J = 10.8, 9.3 Hz, 2H), 2.19 (s, 3H). 13C NMR (151 MHz,
DMSO-D6) § 167.84, 161.35, 156.31, 130.84, 128.65, 124.43, 114.72, 114.37, 55.86, 44.24,
32.14, 21.83.

Teplota tani: 97 — 99 °C
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CHNS analyza: CI12H14N202
Vypoéteno: C, 66,04; H, 6,47; N, 12,84
Nalezeno: C, 65,63; H, 6,30; N, 12,28%
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S DISKUSE

Cilem této prace bylo syntetizovat nové chelatory zeleza odvozené od chelatoru SIH, které by
mély mit schopnost chelatace iontii Zeleza a potencialné také zvySenou stabilitu viici hydrolyze.
Prvni série analog SIH pfipravend a studovana v této praci ma N'-(2-hydroxy-4,6-

dimethoxybenzyliden)-hydrazidovy strukturni zaklad.

OH
X
N
0
H5CO OCH3
Obrazek 24. Struktura N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-hydrazidové derivaty

Tato zékladni struktura byla vybrdna z nékolika diivoda. Pfedevsim se jedna o pokracovani v
ptedchozi praci na syntéze potencidlné stabilnéjSich analogii SIH s lepSimi chelata¢nimi a
cytoprotektivnimi schopnostmi ve skupiné Skolitelky, kdy 2.,4,6-trihydroxybenzylidenové a
predevsim 2,6-dihydroxybenzylidenové analogy SIHu ukéazaly srovnatelnou aktivitu jako SIH.
Zvolena substituce dvéma methoxyskupiny na benzenovém jadie zvysuje elektronovou hustotu
na benzenovém jadie a methoxyskupina v poloze 6 muze stericky chranit citlivou
hydrazonovou vazbu vici hydrolyze. K tomu podle studie E. Mackové analogy SIH
s methoxyskupinou v poloze 4 na aromatickém jadfe maji dobré antiprolifera¢ni vlastnosti,*’
coz by mohlo rozsifit spektrum G¢€inkl pfipravenych latek.

Pii syntéze prvni série latek bylo nejprve nutné piipravit vychozi 2-hydroxy-4,6-
dimethoxybenzaldehyd, zplsob piipravy byl ptfevzat z ¢lanku autora Dr. Henry Dube a
kolektivu. 2

Tato latka byla snadno ziskana monodemethylaci v molekule komeréné dostupného 2.4,6-
trimethoxybenzaldehydu pomoci chloridu hlinitého. Vysledné hydrazony byly ziskany
Schiffovou kondenzaci 2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzaldehydu a odpovidajiciho hydrazidu ve
vytézcich 49-94 %.

Druhd série analoghh SIH jsou 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolové derivaty.
Cyklizace hydrazonové ¢asti molekuly by méla zabranit rychlé hydrolyze hydrazonové vazby

a tim prodlouZit plazmaticky polocas.
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Obrazek 25. Struktura 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolové derivaty

Bylo navrzeno nékolik zpusobl piipravy. Prvni plan pocital s pfipravou 4-bromfenyl 3-
chlorpropanoat, ktery by nasledné¢ ptsobenim chloridu hlinit¢ho poskytl 1-(5-brom-2-

hydroxyfenyl)-3-chlorpropan-1-on mechanismem Friesova pfesmyku.

OH Oj(\/CI OH
g — U — o
Br Br Br

Schéma 13. Syntéza 1-(5-brom-2-hydroxyfenyl)-3-chlorpropan-1-onu

4-Bromfenol byl vybran jako modelovy substrat s obsazenou polohou 4, kterd by branila
vzniku dal$iho produktu pfi Friesové pfesmyku. Nicméné i1 takovy produkt s halogenem
(bromu) v poloze 4 by byl zajimavy pro svou zvySenou lipofilitu, kterd mize zvysit propustnost
ptes cytoplazmatickou membranu bunék.

Ale uz prvni krok nebézel podle planu, bylo vyzkouSeno 5 riznych zptsobt, ale vzdy

dochazelo k eliminaci choru a vznikal 4-bromfenyl-akrylat.

0]
OH Cl/\)J\c;I o\[(\/(n om/\
Br pyridin Br Br
CH,Cly X

Schémal4. Syntéza 4-bromfenyl 3-chlorpropanoatu

Alternativni podminky, které byly vyzkouSené: 4-bromfenol s 3-chlorpropionyl chloridem
nebo 4-chlorbutyryl chloridem v riiznych rozpoustédlech (dichlormethan, acetonitril, THF) a
za pridani riznych bazi (DIPEA, uhli¢itan draselny, hydroxid sodny (50% aq)).

Dalsi postup pocital s piipravou 1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu, ze kterého by bylo
mozno pfipravit 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol, ktery by byl déle acylovan.
Metoda byla pievzata z ¢lanku autora Tamas Patonay a kolektivu,* kdy se z 2-

hydroxyacetofenonu  pfipravi ~ N,N-dimethyl-3-(2-hydroxyfenyl)-3-oxopropanamonium-
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chlorid. Surovy produkt se rozpusti ve velkém mnozstvi vody (750 ml) a destiluje se s vodni
parou za vzniku pozadovaného eliminované¢ho 1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu. Ten byl
ziskany v pomérné nizkych vytézcich (5 %) a proces destilace byl zdlouhavy a neefektivni.
Proto jsme vyzkouSeli jinou metodu syntézy 1-(2-hydroxyfenyl) prop-2-en-1-onu pfes

Weinrebliv amid - 2-hydroxy-N-methoxy-N-methylbenzamid s lepSim vytézkem — 62 %.

OH OH O
Bre s OH O
COOH (CH3)2NH2+C|- N,OCH3 Mg\ _—
- CH .
3 62 %
14 13

Schéma 15: Syntéza 1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu pfes Weinrebtiv amid

Metody syntézy 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolovych derivati:
I.  Upravili jsme postup popsany M. Dora Carriéon, Mariem Chayah, Antonio Entrena a
kolektivu*’, kdy se k 1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu piid4 hydrazin v ethanolu.

OH O o4 N-NH
__~ NH,yNH,.H,0 ’

EtOH

reflux
0 %

Schéma 16. Syntéza 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu

II.  k 1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu se pfida hydrazin v kyselin€ octové.
OH © OH N-N

@)J\/ NH,NH,.H,0 ’
CH3COOH

reflux
0%

Schéma 17. Syntéza 1-acetyl-3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu
III.  Alternativni metoda byla vzata z ¢lanku Franco Chimenti a Adriana Bolasco a

kolektivu*’, kdy se ptimo k N,N-dimethyl-3-(2-hydroxyfenyl)-3-oxopropanamonium-

chloridu pfid4 hydrazin v methanolu a smé&s se zahtiva k varu po dobu 2 hodin.
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Schéma 18. Syntéza 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu
Bohuzel, 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolové derivaty se nepodatilo syntetizovat.
V ptipadé¢ metody I a III vznikla smés produktd, kterou se nasledné¢ nepodatilo rozd¢lit
sloupcovou chromatografii, metodou Il byly izolovany dvé latky, ale podle NMR se nepodafilo
zjistit jejich strukturu. Proto bylo navrzeno pfipravit derivaty 1-acetyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-
dihydro-1H-pyrazolu zavedenim methoxyskupiny misto hydroxyskupiny, tim se zvysila i

lipofilita latek.

OH N-N H,co  N-N

X

Obrazek 26. 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolové a 3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol
derivaty

Na zacatku se pfipravila sil N,N-dimethyl-3-(2-methoxyfenyl)-3-oxopropanamonium-chlorid

pusobenim dimethylamonium-chloridu a paraformaldehydu na 2-methoxyacetophenon.

Naésledné se ptipravily 3-(2-methofenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol derivaty reakci ptipraveného

amonium-chloridu s hydrazinem a odpovidajici karboxylovou kyselinou nebo benzoyl

chloridem ve vyté€zcich 30-45 %. Taky by pfipraven 1 derivat 3-(4-methofenyl)-4,5-dihydro-

1 H-pyrazolu.
R
H,CO O NHNH.H,0  HeCO NN
N~ RCOR,
H ol ————
30 - 45 %
16-18

Schéma 19. Syntéza 1-acyl-3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolu

Cytoprotektivni potencial studovanych sloucenin proti oxida¢nimu stresu

Aktivita N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-hydrazidovych derivatl byla stanovena ve

spolupraci s Katedrou biochemickych véd.
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Schopnost chréanit kardiomyoblastové bunky H9c2 pifed modelovym oxida¢nim poskozenim
vyvolanym peroxidem vodiku byla hodnocena pomoci testu vychytavani neutralni ¢ervené po
24 hodinach. Zivotaschopnost bundk H9c2 osetienych odstupfiovanymi koncentracemi

studovanych sloucenin ve srovnani s kontrolou je uvedena na obrazku.
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Obrazek 27. Cytoprotektivni vlastnosti SIH (A), 3 (B), 2 (C), 5 (D), 4 (E). 6 (F), 7 (G), 8 (H), 9 (I), 10 (J), 11
(K), 12 (L) na modelu bunééné linie H9¢2 po 24 hodinach inkubace s H202 (200 uM). Vysledky jsou vyjadiené

jako procenta iiVOtaSChOpnOSti bunék viici kontrole. Uvedené hodnoty jsou zobrazené jako aritmeticky pramér se smérodatnou

odchylkou z 4 replikatii. Statistické hodnoceni bylo provedené one-way ANOVA s post hoc testem Holm-Sidak s hladinou vyznamnosti: p < 0,05 v
porovnani ke kontrole (k) nebo k buiikdm vystavenym H,O, (200 uM) bez chelétoru (p).

Slouceniny 7 (G) a 10 (J) vykazovaly vyznamné lep$i ochranné vlastnosti nez SIH, byly
ucinngjsi ve vSech koncentracich. Slouceniny 3 (B), 2 (C), 5 (D), 8 (H), 11 (K) vykazovaly

lepsi cytoprotektivni vlastnosti pfi koncentraci 10 pM, ale horsi cytoprotektivni vlastnosti pii
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vysSich koncentracich 100 uM a 300 uM nez SIH. Slouceniny 4 (E), 6 (F), 9 (I), 12 (L)

vykazovaly niz§i ochranné uc¢inky nez SIH.
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6 ZAVER

Bylo pfipraveno 14 novych analogti SIH, které by mé¢ly mit zlepSenou schopnost chelatace
ionta Zeleza a s ni spojenou schopnost ochrany bun¢k pred oxida¢nim stresem, a potencialné

také zvySenou stabilitu vii¢i hydrolyze.

U 11 N'-(2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)-hydrazidovych derivatl byla hodnocena jejich
schopnost chranit kardiomyoblastové bunky H9c2 pied modelovym oxidacnim poskozenim

vyvolanym peroxidem vodiku.

Slouc¢eniny N'-(2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)cyklohexankarbohydrazid a 4-Chlor-N'-(2-
hydroxy-4,6-dimethoxybenzyliden)benzohydrazid dihydrat vykazovaly vyznamné lepsi
ochranné vlastnosti neZ SIH. U téchto sloucenin bude studovana jejich stabilita v plazmé

(odolnost proti hydrolyze hydrazinové vazby), vlastni toxicita a antiproliferativni aktivita.
Vysledné 3-(2-methoxyfenyl)-4,5-dihydro-1H-pyrazolové derivaty budou podrobeny

demethyla¢nim reakcim s cilem ziskat pozadované chelata¢né ucinné 3-(2-hydroxyfenyl)-4,5-

dihydro-1H-pyrazolové derivaty.
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7 SEZNAM ZKRATEK

SIH — Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon
ROS — reaktivni formy kysliku

DFO — Deferoxamin

DFX — Deferasirox

DFP — Deferipron

DEX — Dexrazoxan

PIH — Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon
THF —tetrahydrofuran

DIPEA — N,N-diisopropylethylaminu
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