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Abstrakt

Isoniazid je 1é¢ivo prvni linie pouzivané proti tuberkuloze. Jedna se o baktericidni
1é¢ivo se selektivitou pro Mycobacterium tuberculosis (Mtb.). Mechanismus ucinku je
primarné¢ zalozen na blokovani syntézy mykolovych kyselin, a tedy vystavby bunécné
stény. Vyvoj rezistence omezuje terapeuticky potencial isoniazidu a z toho diivodu jsou
zapotiebi nové strukturalni modifikace, které by mohly problém vyiesit.

Tato prace je zamétena na syntézu a hodnoceni novych analog isoniazidu na bazi
jeho hydrazonu s kyselinou glyoxalovou. Volna karboxylova skupina byla dale
modifikovana rliznymi aminy za vzniku amidd. Bylo pfipraveno celkem Sestnéct
substituovanych N-fenyl-2-(2-isonikotinoylhydrazono)acetamidii a byla testovana jejich
in vitro antimykobakteridlni aktivita na vybranych kmenech mykobakterii — Mtb., M. avium
a M. kansasii. Nejlepsi aktivita proti Mth. byla prokdzana u (E)-2-(2-
isonikotinoylhydrazinyliden)-N-(4-propylfenyl)acetamidu a u (E)-N-(4-butylfenyl)-2-(2-
isonikotinoylhydrazinyliden)acetamidu, jejich minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je
0,125 pM ve srovnani s MIC isoniazidu 0,5 pM. Slouceniny byly aktivni také proti
netuberkuldzni mykobakterii M. kansasii (MIC od 2 uM). Aktivita vi¢i multirezistentnim

kmentim byla nizsi, slouceniny vykazuji zkiiZenou rezistenci s parentnim isoniazidem.
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Abstract

Isoniazid is a first-line drug used against tuberculosis. It is a bactericidal drug with
a selectivity for Mycobacterium tuberculosis (Mtb.). The mechanism of action is primarily
based on the blockade of mycolic acid synthesis and thus cell wall synthesis. The
development of resistance is limiting the therapeutic potential of isoniazid and that is the
reason for the development of its new structural modifications.

This diploma thesis is focused on synthesis and evaluation of novel isoniazid
analogues based on a hydrazone obtained from isoniazid and glyoxalic acid. The free
carboxyl group was further modified by various amines to form amides. A total of sixteen
substituted 2-(2-isonicotinoylhydrazono)-N-phenylacetamides were prepared and tested
for their in vitro antimycobacterial activity on selected strains of mycobacteria — Mtb.,
M. avium and M. kansasii. The best activity against Mth. was shown by (E)-2-(2-
isonicotinoylhydrazineylidene)-N-(4-propylphenyl)acetamide and (E)-N-(4-butylphenyl)-
2-(2-isonicotinoylhydrazineylidene)acetamide, their minimal inhibitory concentration
(MIC) is 0.125 uM compared to isoniazid’s MIC of 0.5 uM. They were also active against
nontuberculous mycobacterium M. kansasii (MIC from 2 pM). Their activity against

multidrug-resistant strains was lower due to cross-resistance with parent isoniazid.
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Seznam symboll a zkratek

ACP acyl carrier protein

ATP adenosintrifosfat

DMF N,N-dimethylformamid
DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDC.HCI N-ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid

HOBt 1-hydroxybenzotriazol hydrat

IGRA Interferon Gamma Release Assay

INH isoniazid

INHA 2-(2-isonikotinoylhydrazono)octova kyselina
IR infraervena spektroskopie

MDR-TB multirezistentni tuberkuloza

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
Mtb. Mycobacterium tuberculosis
NAD nikotinamidadenindinukleotid
NMR nuklearni magnetickd rezonance
Ry retencni faktor

TBC tuberkuloza

THF tetrahydrofuran

TLC chromatografie na tenké vrstvé
WHO Svétova zdravotnicka organizace

XDR-TB extenzivné rezistentni tuberkuloza



1 Uvod

Tuberkuldoza (TBC) je celosvétové rozsifené infekéni onemocnéni, které je
vyvolané pro ¢lovéka obligatn¢ patogennimi mykobakteriemi skupiny Mycobacterium
tuberculosis komplex. Iptes dlouhodobé zkuSenosti s léCbou zpiisobi tuberkuldza

kazdoro¢né okolo 1,4 milionu tmrti. (1)

Hlavnim postizenym organem byvaji plice, ale tuberkuléza miize postihnout
jakykoliv organ. Ve vétsing piipadl se tuberkul6za prenasi vzduchem od osoby k osobg,
napfiklad pfi kasli, mluveni a kychani. Vys$si riziko nakazy maji lidé s oslabenym
imunitnim systémem. K projeviim akutniho onemocnéni patii trvaly produktivni kasel,

v nékterych ptipadech vykaslavani krve, horecka, hubnuti, bolest na hrudi a dusnost.

Na tizemi Ceské republiky je epidemiologicka situace velmi dobra. Nizka incidence
iprevalence je déna kvalitni 1é¢bou, izolaci nemocnych po dobu infekénosti a také
povinnym ockovanim v minulosti. Nejvice pfipadi se vyskytuje v zemich tietiho svéta,

predevsim v zemich Afriky, stfedni Asie, Jizni Ameriky a vychodni Evropy.

Nekomplikovana tuberkuldza je 1écena minimalné Sest mésici. Mykobakterie maji
oproti jinym bakteriim malo propustnou buné¢nou sténu a pomalu se d€li, proto je nutné
podavani 1é¢iv po tak dlouhou dobu. Tuberkul6za je 1€Citelné onemocnéni, ale stale vétSim
problémem se stava ziskana bakterialni rezistence, v jejimz disledku bakterie neni déle
citlivd na antibiotikum, na které plivodné citlivd byla. Rezistence se zvySuje zejména

nespravnym uzivanim a naduZivanim antimikrobnich latek.

Kvili ptibyvani piipadi rezistentni tuberkuldzy je neustale potieba vyvijet nova
1é¢iva, ktera by proti t€émto formam TBC byla G¢inna. Tato diplomové prace ma za cil
syntézu, charakterizaci a hodnoceni antimykobakterialni aktivity potencidlnich

antituberkulotik odvozenych od isoniazidu (INH).



2 Teoreticka cast
2.1 Epidemiologie

Odhaduje se, ze zhruba Ctvrtina svétové populace je infikovana bakterii zptisobujici
tuberkulozu, Mycobacterium tuberculosis (Mtb.) komplex. (2) Z infikovanych osob
onemocni béhem Zzivota méné nez 10 %, zbylych 90 % ma tzv. latentni tuberkul6zni
infekci, kterda muze znamenat riziko vzplanuti nemoci v piipadé vyrazného oslabeni
imunitniho systému. (3) Latentni infekce se neprojevuje klinickymi pfiznaky, ale je
rizikova tim, Ze muze prejit do aktivni formy. Incidence se pohybuje od méné nez 5 piipadi

do vice nez 500 novych ptipadi na 100 000 obyvatel za rok. (1)

Tuberkulézou kazdy rok onemocni asi 10 miliont lidi a kazdy rok zpiisobi okolo
1,5 milionu Gmrti. (4) Smrtnost tuberkuldzy je 16 %. (1) V roce 2017 byly hlaSeny dvé
tietiny vech piipadi tuberkulézy jen z osmi zemi svéta (Bangladés, Cina, Indie, Indonésie,
Nigérie, Pakistan, Filipiny a Jihoafricka republika). V Evrop¢ tuberkul6za postihuje hlavné
zranitelné populace — migranty, bezdomovce, vézné, lidi pozitivni na virus lidské imunitni

nedostatecnosti apod. (5)

2.2 Diagnostika

Plicni forma tuberkul6zy postihuje plicni parenchym. Mimoplicni tuberkuloza
postihuje jiné organy nez plice, napt. pleuru, lymfatické uzliny, urogenitalni trakt, klouby,
kizi, kosti nebo nervovy systém. (6) Plicni tuberkul6za se projevuje trvalym produktivnim
kaslem, v nékterych piipadech vykaSlavani krve, zvySenou teplotou az horeckou,
hubnutim, tinavou, bolesti na hrudi a dusnosti. Projevy mimoplicni tuberkul6zy se 1i8i podle
napadeného organu. Za jednoznacny dikaz onemocnéni se povazuje kultivace

mykobakterii.
2.2.1 Laboratorni vySetieni

Mykobakterie se dokazuji z odebraného biologického materidlu, naptiklad ze sputa.
Mycobacterium tuberculosis je acidorezistentni tycka, kterou lze piimo v biologickém
materidlu béhem nékolika hodin prokazat pomoci fluorescenéniho barveni. Kultiva¢ni

vySetteni probiha na pevnych 1 tekutych pidach. Kvili dlouhé generaéni dobé
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mykobakterii trva kultivacni vySetfeni 69 tydni. S laboratornim vySetfenim mykobakterii

se provadi stanoveni citlivosti na antituberkulotika prvni a druhé tady. (7)

Kromé klasické kultivace a mikroskopie existuji modernéjsi, urychlené kultivace.
Je mozné detekovat metabolické produkty mykobakterii nebo detekovat spotfebu kysliku,
pfipadné je mozné méfit mnozstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého u mykobakterii, které

aktivn¢ metabolizuji. (3) (6)

Mozné je také histopatologické vySetteni biopsie postizené tkané€. V histologickém

vzorku se prokazuji buniky typické pro granulomatdzni zanét. (6)
2.2.2  Zobrazovaci vySetieni

Mezi klasickd zobrazovaci vySetfeni patii rentgen hrudniku. Nalez loziska
na plicich je charakteristicky, ale neznamena definitivni potvrzeni diagnézy. Vypocetni

tonografie a magnetickd rezonance se pouziva v ptipadé¢ mimoplicni formy. (8)
2.2.3 Imunologické metody

Diky imunologickym metodam je mozné nepiimo diagnostikovat piitomnost Mtb.
Jednou z moznosti je tuberkulinovy test, kdy se do kiize aplikuje ¢istény protein tuberkulin,
ktery produkuji mykobakterie. Hodnoti se pramér 1éze, ktera vznikne dva az tii dny po
aplikaci. Test odhali, jestli se cloveék setkal s Mtb., takze test vychéazi pozitivné

1 o€kovanym lidem. (9)

IGRA testy (Interferon Gamma Release Assay) jsou metody fungujici na zdkladé
méteni produkce interferonu gama, ktery je produkovany specifickymi lymfocyty, pokud
piisly do kontaktu s Mtb. V téchto metodach se pouzivaji antigeny vyskytujici se v bunikach

Mtb., nikoliv ve vakcinach, a méfeni je provadéno v krvi odebrané od pacienta. (10)

2.3 Strategie 1éCby

Nekomplikovana tuberkul6za je lIé€ena minimalné Sest mésicli, nebot’ mykobakterie
maji oproti jinym bakteriim malo propustnou bunéénou st€nu a pomalu se déli. Zakladnimi
antituberkulotiky jsou 1isoniazid, rifampicin, ethambutol a pyrazinamid. (11)
Proti mimoplicni formé tuberkulozy je 1€ékem prvni volby téz streptomycin. (12) V prvnich
dvou mésicich 1éeni se podavaji vSechna Ctyfi zékladni antituberkulotika, dals§i Ctyti

mésice se podavaji pouze dvé antituberkulotika, nejcastéji isoniazid a rifampicin, piipadné
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jind podle citlivosti. (11) Antituberkulotika se pouzivaji vyhradné v kombinaci kviili
vysoké pravdépodobnosti vzniku rezistence, pouze isoniazid se podava samostatné

u profylaktického podéni. (13)
2.3.1 Isoniazid

Isoniazid (strukturni vzorec viz obrazek 1) ptisobi selektivné na Mycobacterium
tuberculosis, pasobi baktericidné, na neaktivni stadia pisobi bakteriostaticky. Isoniazid je
prolécivo, které se diky Cinnosti mykobakteridlniho enzymu katalazy-peroxidazy (KatG)
preménuje na reaktivni slouc¢eninu. Ta vytvoii komplex s nikotinamidadenindinukleotidem
(NAD"), ktery inhibuje NADH-dependentni enoyl-ACP (acyl carrier protein) reduktazu,
coz zabranuje prodluzovani fetézce mykolovych kyselin; toto je povazovano za primarni
a hlavni mechanismus ucinku. Pfi aktivaci isoniazidu ale téZ vznikaji rizné kyslikové
radikaly, které narusSuji syntézu deoxyribonukleové kyseliny (DNA), lipidi, sacharida
aNAD". (14)

Isoniazid je metabolizovan primarné jatry, kde je acetylovan N-acetyltransferazou
na N-acetylisoniazid. Rychlost acetylace je dana geneticky. Poté se N-acetylisoniazid
hydrolyzuje na kyselinu isonikotinovou, hydrazin a acetat. N-Acetylisoniazid mize byt
také hydrolyzovén za vzniku kyseliny isonikotinové a acetylhydrazinu. Hydrazin miize byt
acetylovan na acetylhydrazin a diacetylhydrazin. Piedpokladd se, Zze hydrazin a
acetylhydrazin jsou dale oxidovany na reaktivni metabolity, které jsou hepatotoxické. (15)

Hepatotoxicita je jednou z hlavnich nevyhod isoniazidu.

H

Os_N.
NH,

X

=

N

Obrazek 1: Strukturni vzorec isoniazidu
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2.3.2 Rifampicin

Rifampicin (strukturni vzorec viz obrazek 2) je baktericidni ansamycinové
antibiotikum, jehoz mechanismus ucinku je blokace DNA-dependentni polymerdzy
ribonukleovych kyselin bakterii. (16) Kromé 1éCby tuberkuldzy, atypickych mykobakterioz
a lepry se pouziva také naptiklad pti 1é¢bé stafylokokovych infekei. (17)

Obrazek 2: Strukturni vzorec rifampicinu

2.3.3 Pyrazinamid

Pyrazinamid (strukturni vzorec viz obrdzek 3) piisobi selektivné na Mycobacterium
tuberculosis a je aktivni pouze pii kyselém pH. Vstupuje do bakterie pasivné a je
metabolizovan enzymem pyrazinamidazou v cytoplazmé na kyselinu pyrazinovou, ktera je
aktivni formou léC¢iva. (18) Kyselina pyrazinova pterusuje biosyntézu koenzymu A
u Mycobacterium tuberculosis vazbou na aspartat dekarboxyldzu tim, Ze spousti jeji

degradaci. (19).

O
N
[\j)kNHz
=
N

Obrazek 3: Strukturni vzorec pyrazinamidu

2.3.4 Ethambutol

Ethambutol (strukturni vzorec viz obrazek 4) je bakteriostatické lécivo, jeho
mechanismus u¢inku spoc€iva v inhibici arabinosyl transferdzy, a tim brani vzniku
arabinogalaktanu, coZ mé za nésledek poruchu tvorby bunééné stény. (20) Je povazovan
za primarn¢ bakteriostaticky, ale v kombinaci zvySuje baktericidni potencial a oddaluje

vznik rezistence.
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Obrazek 4 Strukturni vzorec ethambutolu

2.3.5 Streptomycin

Streptomycin (strukturni vzorec viz obrazek 5) je aminoglykosid, inhibuje syntézu

bilkovin tak, ze se ireverzibiln¢ vaze na 30S podjednotku ribozomu. (21)

Obrazek 5: Strukturni vzorec streptomycinu

2.4 Strategie 1éCby rezistentni tuberkulozy

i na antituberkulotika druhé¢ linie a sestavit individudlni rezim léceni. Antituberkulotika
druhé¢ linie maji nizsi G€innost nez ta z prvni, proto se také prodluzuje 1 doba 1é€eni, trva
od deviti do dvaceti ¢ty mésict. (11) Multirezistentni TBC (MDR-TB) znamend, ze je
puvodce rezistentni na dvé zdkladni antituberkulotika, a to na rifampicin a isoniazid. (3)
Extenzivné rezistentni tuberkul6za (XDR-TB) je kmen navic rezistentni vii¢i kterémukoliv
fluorochinolonu a vii¢i alesponi jednomu injekéné podédvanému 1écivu z druhé linie —

amikacinu, kapreomycinu a kanamycinu. (22)
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Skupina A —  Skupina B — lé¢iva druhé Skupina C — ostatni léciva

fluorochinolony linie podavana injek¢éné druhé linie
Levofloxacin Amikacin Ethionamid/prothionamid
Moxifloxacin Kapreomycin Cykloserin/terizidon
Gatifloxacin Kanamycin Linezolid

(Streptomycin) Klofazimin

Skupina D — pridatna lé¢iva (nejsou zakladni pro 1écbu MDR-TB)

D1 D2 D3

Pyrazinamid Bedachilin p-Aminosalicylova kyselina
Ethambutol Delamanid Imipenem-cilastatin
Vysoké davky isoniazidu Meropenem

Amoxicillin-klavulanat
(Thioacetazon)

Tabulka 1: Tabulka WHO 2016 klasifikace 1é¢iv pouzivanych proti MDR-TB (23)

Podle klasifikace Svétové zdravotnické organizace (WHO) zroku 2016 (viz
tabulka 1) je v ptipadé MDR-TB potieba béhem intenzivni faze pouzit alespon pét
ucinnych 1é¢iv proti TBC. V tomto piipad€ se pouziva pyrazinamid a Ctyfi 1é¢iva druhé
linie (viz tabulka WHO): jedno ze skupiny A, jedno ze skupiny B a dvé ze skupiny C.
Pokud to takto sestavit nelze, ptidava se 1écivo ze skupiny D2 a dalsi 1é¢ivé latky ze skupiny
D3. Pokud nelze pouZit pyrazinamid, je mozné ho nahradit lé¢ivem ze skupiny C nebo D.
Dalsi lécivé latky ze skupiny D1 se pfidavaji pouze v pfipadé, Ze by mély byt
prokazatelnym piinosem (24) — naptiklad vysoké davky isoniazidu v ptipadé pacienta bez

rezistence na vysoké davky isoniazidu. (25)
2.4.1 Nova antituberkulotika

V nedavné dobé byla vyvinuta a do klinické praxe zavedena dv€ nova léciva
na multirezistentni tuberkulozu. Cena téchto 1€¢iv je velmi vysokd, takZe pouziti v praxi
neni bézné. (3) Bedachilin (strukturni vzorec viz obrazek 6) byl schvalen Utadem pro
kontrolu potravin a lé¢iv vroce 2012 ajeho mechanismus ucinku spoc¢iva v inhibici
mykobakteridlni ATP (adenosintrifosfat) syntdzy, na kterou se vaZe a brani v rotaci jedné
z jejich podjednotek. Zaroven vykazuje ,,uncoupling® vlastnosti, tj. ovliviluje transport

elektronti a rozpojuje tak oxidativni fosforylaci. (26)
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Obrazek 6: Strukturni vzorec bedachilinu

Dalsim lé¢ivem je delamanid (strukturni vzorec viz obrazek 7), ktery byl Evropskou
lékovou agenturou schvalen vroce 2013. Je to prolécivo, které potrebuje aktivaci
mykobakteridlnim enzymem. Jeho mechanismus ucinku spoc¢iva primdrné v inhibici

syntézy mykolovych kyselin. (27)

-o?“ﬁchoQ N S

Obrazek 7: Struktura delamanidu

2.4.2 Fluorochinolony

Fluorochinolony (obecna struktura na obrazku 8) hraji dulezitou roli v 1écbé MDR-
TB, konkrétné se pouzivaji levofloxacin, moxifloxacin a gatifloxacin. (23) Tato tfida
antibiotik inhibuje DNA gyrazu a topoizomerazu IV a tak brani syntéze bakterialni DNA.
(28)

Ri Ry
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HO |
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Obrazek 8: Obecna struktura fluorochinolont
2.4.3 Injekeni 1éCiva druhé linie (aminoglykosidy)
Aminoglykosidy amikacin, kanamycin a streptomycin se vyuzivaji v 1¢cbé¢ MDR-
TB. Ireverzibiln€ se vaZzou na 30S podjednotku ribozomu a tim inhibuji syntézu bilkovin.

(29) Dale se do injekénich 1é¢iv druhé linie fadi také polypeptid kapreomycin, ktery také
blokuje proteosyntézu. (30)
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2.4.4 Ostatni 1é¢iva druhé linie

Do ostatnich 1éciv druhé linie patii ethionamid/prothionamid, cykloserin/terizidon,

linezolid a klofazimin.

Ethionamid (struktura na obrazku 9) a prothionamid (oproti ethionamidu ma misto
ethylu navazany propyl) jsou strukturné¢ podobné isoniazidu, také blokuji syntézu
mykolovych kyselin a brani tak syntéze bunécné stény. Zkiizena rezistence s isoniazidem

je ale vzéacna. (31)
Ss_NH,

N

P

N

Obrazek 9: Struktura ethionamidu
Cykloserin a jeho kondenzat s tereftalaldehydem terizidon (struktura cykloserinu
na obrazku 10 vlevo a struktura terizidonu vpravo) blokuji L-alanin racematu a D-alanin

ligazu, ¢imz zabranuji syntéze peptidoglykanu, a tim inhibuji riist bunééné stény. (32)

Obrazek 10: Struktura cykloserinu a terizidonu

Linezolid (strukturni vzorec na obrazku 11) patii do skupiny oxazolidinonti. Vaze
se na 23S misto 50S podjednotky ribozomalni ribonukleové kyseliny. Timto blokuje

iniciaci proteosyntézy a brani tak v konecném duasledku bakteriim v déleni. (33)
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Obrazek 11: Struktura linezolidu

Klofazimin (strukturni vzorec na obrazku 12) interaguje s bakteridlnimi

membranovymi fosfolipidy, coz ovlivituje pfijem draslikovych kationtii a produkci ATP.
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Tvori také reaktivni formy kysliku a vazbou na guanin v DNA blokuje déleni bunék. (34)

(35)

Cl

N _N Cl
XX Cr
N N
H
Obrazek 12: Struktura klofaziminu

2.5 Bakterialni rezistence

Bakterialni rezistence je obecné schopnost bakterii piezit v pritomnosti konkrétniho
antibiotika. Rezistence bakterii na antibiotika se potad rozsifuje, coz pfedstavuje zavazny
problém pro 1écbu bakteridlnich infekci. (36) Porozuméni mechanismim bakteridlni
rezistence ma zasadni vyznam pii navrhovani inovativni terapeutické strategie a vymysleni

novych struktur 1é¢iv.

Rezistenci je mozné rozdélit na vnitini a ziskanou rezistenci. Vnitini mechanismy
rezistence umoziuji bakterii obranu proti cytotoxicité xenobiotik. (37) Vnitini rezistence
je vrozena odolnost bakterie vii¢i plisobeni antibiotika diky specifické vlastnosti nebo
schopnosti. (38) Ziskana rezistence mliZze vzniknout u bakterii pivodné citlivych na urcité
antibiotikum z ditvodu mutaci genu na bakteridlnim chromozomu nebo ziskanim genu

od néjaké jiné bakterie. (39)
2.5.1 Rezistence na antituberkulotika

Rezistentni tuberkul6za je velky problém, ro¢né se na svété objevi témér jeden a
pul milionu piipadi tuberkulézy rezistentnich na rifampicin, zcehoz je 78 %
multirezistentnich. V roce 2019 bylo 3,3 % novych piipadd a 17,7 % diive
diagnostikovanych pfipadli multirezistentnich. (1) Rezistentni bakterie vznikaji kvili
dlouhodobému vystavovani 1écivé latce a noncompliance pacienta k 1écbé. Nizka,

subletalni koncentrace 1é¢iva je hlavni pfi¢inou vzniku mutaci.

Rozlisuje se monorezistence a polyrezistence. Monorezistenci se rozumi necitlivost

Mtb. pouze na jedno zédkladni antituberkulotikum. Polyrezistentni kmen je in vitro
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rezistentni na vice nez jedno antituberkulotikum prvni fady, ale nejde o soucasnou

rezistenci k isoniazidu a rifampicinu (to je MDR-TB). (40)

Ke wvzniku rezistence dochazi bud fenotypicky, nebo zménou genomu.

U mykobakterii se objevuji mutace predevsim v diisledku mutaci v chromozomu, v genu

kédujicim cil 1é¢iva nebo v enzymech aktivujici [é¢ivou latku. (41) Disledek téchto zmén

muze byt:

1)

2)

3)

4)

5)

Nepropustnost bunécné steny. Obal mykobakterie se sklada ze tii vrstev — obal,
bunééna sténa a bunécnd membrana. (42) Vné&jSi obal je pfevazné tvoren
bilkovinami, glukany a malym mnozstvim lipidd. Bunécna sténa se sklada
z mykolovych kyselin, arabinogalaktanu a peptidoglykanu, které dohromady
s dal§imi lipidy a bunéénou membranou tvoii hydrofobni vrstvu. Diky lipidim je
obal mykobakterie velmi silny a hydrofobni, coz brani v difuzi i hydrofobnim
molekulam. Ovlivnéni tekutosti membrany je jeden ze zplsobl zvySeni ucinnosti
antituberkulotik. (43) Ztlusténim bunécné stény vznika rezistence na rifamyciny,
makrolidy, fluorochinolony a tetracykliny. (44)

Eflux léciva zplisobuji proteiny zvané efluxni pumpy, které tvori aktivni
mechanismus resistence a za spotieby energie vylucuji 1é¢ivo z bunky. Takto miize
vzniknout rezistence k fluorochinolonlim, tetracykliniim a aminoglykosidiim. (42)
Rozklad a modifikace léciva. Mykobakterie produkuji enzymy, které jsou schopny
inaktivovat lé¢ivo. Rlizné enzymy dokdzou inaktivovat aminoglykosidy, B-laktamy
a makrolidy. (44)

Zména cilového mista mize zabranit vazb& antibiotika na cilové misto. Timto
zpusobem mohou byt mykobakterie rezistentnim vici linkosamidiim, makrolidim
a streptomycinu. (45)

Vytvareni falesnych cilu. Bakterie tvofi misto podobné cili antibiotika, naptiklad
DNA gyraze, a timto mtize byt zptisobena rezistence k fluorochinoloniim, které jsou

vyvazany témito imitujicimi molekulami. (46)
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2.6 Modifikace isoniazidu

Jednim z pfistupti k vyvoji novych 1é¢iv proti TBC je syntéza novych analog nebo
modifikace jiz pouzivanych 1éCiv. V idedlnim piipadé by nova lé¢iva méla mit vyssi
aktivitu, niz$i toxicitu, méla by zkratit dobu 1écby, vyhnout se lékovym interakcim

se souc¢asnymi rezimy a byt aktivni proti MDR-TB a XDR-TB. (47)

Isoniazid piedstavuje jedinecny I1ék proti TBC, diky jeho vysoké specificité proti
Mtb. Byla zjisténa lepsi aktivita v piipadé zavedeni lipofilni skupiny do struktury
isoniazidu z diivodu vyssi permeace 1é¢iva do bunék Mtb. (48) Zaroven je vsak mozné
modifikovat pouze hydrazinovou ¢ast molekuly, pyridin-4-ylkarbonylovy fragment musi

byt pro vysokou aktivitu zachovan. (49)
2.6.1 Hybridni slouceniny isoniazidu

V posledni dobé je hybridizace vice bioaktivnich molekul do jedné spolecné entity
jednou z €asto pouzivanych metod. Kombinuji se dvé a vice riiznych u¢innych latek, jejichz
spojenim vznikne nova molekula. Farmakofory poté miizou piisobit na stejné ¢i rizné cile

nebo jedna ¢ast molekuly mize vyvazit nezadouci ucinky té druhé. (48)

vvvvvv

(Sudoterb), ktera se dostala az do klinickych studii. Bylo vyvinuto mnoho hybridnich
molekul, které je mozZné rozdé€lit do skupin podle pfitomnych charakteristickych funkénich

supin:
e INH s riiznymi aniliny spojené prostiednictvim karbonylové skupiny

Obecnéd struktura sloucenin anilini spojenych s isoniazidem karbonylovym
mustkem je na obrazku 13. Slou€eniny nemaji proti Mtb. vyssi aktivitu nez isoniazid.
Slouceniny se zavedenym alkylem mély vyssi aktivitu proti M. avium a M. kansasii oproti
slou¢enindm s halogenovanym fenylem. Cyklizaci téchto slouc¢enin vznikaji oxadiazoly,

které vSak v pripad¢ halogenovanych anilini postradaly antimykobakterialni aktivitu. (50)
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Obrazek 13: Obecna struktura sloucenin isoniazidu s rtiznymi aniliny spojené karbonylem
e INH-pyrrolové hybridy
Pyrroly maji in vitro antimykobakterialni aktivitu. Sloucenina LL-3858 (strukturni

vzorec viz obrazek 14) ma velice dobrou aktivitu také proti MDR-TB. Jeji MIC je 0,025
az 0,12pg/ml proti Mtb., postoupila do klinické faze hodnoceni. (51)
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Obrazek 14: Struktura LL-3858 (51)
e INH-triazinové hybridy
Triazin (1,3,5-triazin) blokuje dihydrofolatreduktazu, coz je také jeden z vedlejSich

cilt isoniazidu. Slouceniny s obecnym vzorcem na obrazku 15 vykazovaly nizsi aktivitu

proti plné citlivému kmeni Mtb. H37Rv nez isoniazid. (52)
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Obrazek 15: Strukturni vzorec triazinovych hybridu

e INH-chino(xa)linové hybridy

Heterocykly chinolin a chinoxalin se nachazeji ve velkém mnozstvi pfirodnich
produktli a maji riizné biologické aktivity. Chinolin se nachézi také ve fluorochinolonech,

které se proti MDR-TB bézn¢ pouzivaji. Chinolinové derivaty reaguji s enzymem ATP
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syntazou a tim blokuji hlavni zdroj energie pro bakterii. (53) Derivat chinolinu (struktura

na obrazku 16) vykazoval mirnou aktivitu proti Mtb. soucasné s nulovou cytotoxicitou. (48)
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Obrazek 16: N'-{2-[(6-Methoxy-2-methylchinolin-4-yl)oxy]acetyl}isonikotinohydrazid

e Ostatni hybridy INH

Existuje cela fada aktivnich molekul, se kterymi byly syntetizovany hybridy s INH,
znichz jsou nékteré zaroven hydrazid-hydrazony — napf. pyrazolin, (54) kyselina
skoficova, ketosteroidy, thiazolidindiony, isatin, glykosidy, diterpeny ¢i terpenické
kyseliny betulinova, oleanolova, ursolova a glycyrrhetova. (48) Mnohé z téchto sloucenin

mély vyhodnéjsi vlastnosti nez vychozi INH.
2.6.2 Derivaty na bazi hydrazid-hydrazonu isoniazidu

Hlavni metabolickd cesta isoniazidu je acetylace pomoci N-acetyltransferazy.
Proto je vyhodna strategie modifikovat isoniazid funk¢ni skupinou, ktera blokuje acetylaci
a zaroveil ma vznikly derivat stale vysokou antimykobakterialni aktivitu. Tyto slouc¢eniny
jsou také v zavislosti na typu substituentu vétSinou malo toxické. (55) V piipade zavedeni
lipofilni skupiny se také zvysi permeace 1é¢iva do bunck. Bylo navrzeno nékolik typt

hydrazid-hydrazoni isoniazidu:
e hydrazony INH se substituovanymi benzaldehydy

Jedna z nejcastéji vyuzovanych moznosti je reakce INH s benzaldehydy (obecna
struktura slou€eniny na obrazku 17). MIC té€chto sloucenin byla srovnatelnd s isoniazidem,

na ktery se metabolizuji. (56)
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Obrazek 17: Obecna struktura sloucenin vzniklych reakci substituovanych benzaldehydd s INH
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¢ hydrazony INH s 3-substituovanymi 2-hydroxyacetofenony
Byly  pripraveny také  slouceniny s isoniazidu s 3-substituovanymi
piperazin-1-yl, ktery mtize byt dale substituovan na dusiku v poloze 4) byl in vitro Ctytikrat
ucinngjsi nez isoniazid. (57)
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Obrazek 18:0becny vzorec sloucenin isoniazidu s 3-substituovanymi 2-hydroxyacetofenony
e INH spojeny s aniliny methinovym miistkem
Vétsina derivatd INH s aniliny spojenych -CH= fragmentem (methinovym
mustkem; obecna struktura na obrazku 18) vykazovala podobnou aktivitu proti Mtb. jako

isoniazid, ale méla navic lepsi aktivitu proti M. kansasii. (58)
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Obrazek 19: Obecny vzorec sloucenin isoniazidu s anilinem spojenych CH fragmentem

e INH s riiznymi aniliny spojené prostiednictvim kyseliny pyrohroznové
Slouceniny isoniazidu sriizné substituovanymi aniliny propojené kyselinou
pyrohroznovu (obecné struktura na obrazku 20) maji velice dobrou aktivitu proti Mtb.
Jejich MIC se pohybuje od <0,03 uM, aktivni jsou také proti M. kansasii a o néco méné
i1 vici MDR-TB a XDR-TB kmenim. Slou¢eniny nevykazovaly Zadnou cytotoxickou ani

cytostatickou aktivitu proti buitkam HepG2. (60)
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Obrazek 20: Obecna struktura sloucenin INH s rGzné substituovanymi aniliny spojené kyselinou pyrohroznovou
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e INH-furoxanové hybridy

Derivaty furoxanu (obecny vzorec na obrazku 21) ptedstavuji dilezitou skupinu
sloucenin s tadou biologickych aktivit, které jsou spojeny s jeho schopnosti
po biotransformaci generovat oxid dusnaty. Oxid dusnaty je nejen dilezity medidtor
produkovany makrofagy béhem infekce Mtb., ale také mulze narusit syntézu bakteridlni
DNA, bilkovin, signalnich mediatorii a zptisobuje oxidacni stres. (59)
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Obrazek 21: Obecna struktura furoxanovych hybridt

e INH-azolové hybridy

Triazoly jsou jedny znejvyznamnéjSich heterocykld, které vykazuji
antimykobakterialni aktivitu. Azoly ptisobi podobnym mechanismem proti TBC jako INH
— blokuji syntézu lipid a tim inhibuji syntézu bunécné stény. (61) Nejlepsi sloucenina
(strukturni vzorec na obrdzku 22) vykazovala lepsi aktivitu in vitro nez isoniazid a byla

zkoumana také in vivo, kde bohuzel prokézala aktivitu pouze mirnou. (62)
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Obrazek 22: Struktura triazolového hybridu s nejlepsi in vitro aktivitou
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2.6.3 Oxadiazoly odvozené od isoniazidu

e N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminy

Série  N-alkyl-2-isonikotinoylhydrazin-1-karboxamidi  byla  syntetizovana
z isoniazidu a isokyanatl a poté byly slouceniny cyklizovany na N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-
1,3,4-oxadiazol-2-aminy (obecna struktura na obrazku 23). Mechanismus uc¢inku neni
jasny, ale 1isi se od mechanismu Uc¢inku isoniazidu a neobjevuje se zkiizena rezistence

s isoniazidem. Jsou tak u¢inné i na MDR-TB a XDR-TB kmeny. (63)
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Obrazek 23: Obecna struktura N-alkyl-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazol-2-aminti
e 4-(5-substituované-1,3,4-oxadiazol-2-yl)pyridiny
Alkylové derivaty 4-(5-substituované-1,3,4-oxadiazol-2-yl)pyridiny (obecna
struktura na obrazku 24). Slouceniny vykazovaly dobrou aktivitu proti Mtb. a také
rezistentnim  kmentm. Nejlepsi aktivitu vykazovaly slouCeniny s dlouhymi

uhlovodikovymi fetézci. (64)

R

o

N /N
| X N
N~

Obrazek 24: 4-(5-substituované-1,3,4-oxadiazoly-2-yl)pyridiny
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3 Cil prace

Cilem diplomové préce je ptiprava, charakterizace a hodnoceni antimykobakterialni
aktivity potencialnich antituberkulotik odvozenych od isoniazidu na bazi jeho hydrazid-
hydrazonti. Hlavni metabolicka cesta isoniazidu je acetylace pomoci N-acetyltransferazy,
(55) proto je vhodné modifikovat strukturu isoniazidu funk¢ni skupinou, ktera acetylaci
blokuje. Zaroven je vyhodné zvysit lipofilitu sloucenin, aby 1épe pronikaly pies vysoce

lipofilni mykobakterialni buné¢nou sténu a obecné také biologickymi membranami. (48)

Jako sloucenina pro tvorbu hydrazonu je zvolena bifunk¢ni kyselina glyoxalova,
které je malo toxické a bézné se vyskytuje v glyoxylatovém cyklu. Glyoxylatovy cyklus je
anabolickd reakce vyskytujici se v rostlinach, bakteriich, prvocich a houbach. Vede

k pfeméné acetylu-CoA na sukcindt pro syntézu sacharidi. (65)

Ve vychozi praci (60) byla pouzita kyselina pyrohroznova. Misto ni je v této praci
pouzita kyselina glyoxalova, kterd reaguje sisoniazidem za vzniku 2-(2-
isonikotinoylhydrazono)octové kyseliny (INHA). Diplomové prace se zabyva tvorbou
amidl této kyseliny s rlizn¢ substituovanymi aniliny. Aniliny spojené riiznymi mustky

s isoniazidem maji dobrou aktivitu proti mykobakteriim. (50) (58) (60)

Tato prace je soucdsti soucasné pfipravované série za Ucelem zejména zvyseni

aktivity vychoziho INH.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemicka cast

Pti syntézach byly pouzity komeréné dostupné chemikalie a rozpoustédla od firem
Merck (Darmstadt, Némecko), Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika), VWR/Avantor
(Stiibrna Skalice, Ceské republika) a Penta Chemicals (Praha, Ceska republika), které byly

dale pouzity bez dalsiho ¢isténi.

Pribéh vSech reakci byl pravideln€ monitorovan pomoci tenkovrstvé
chromatografie (TLC). Jako stacionarni faze byly pouzity desticky s 0,2 mm vrstvou
silikagelu 60 F254 od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Jako mobilni faze byla
pouzivana soustava dichlormethan/methanol 40:3 (v/v), pfipadné 4:1 (v/v), detekce byla
provadéna ultrafialovou lampou (A. Kriiss Optronic, Hamburk, Némecko) pfi vinovych

délkach 254 a 366 nm.

Teploty tani byly stanoveny v oteviené kapilare v pfistroji Melting Point Machine

B-540 (Biichi, Flawil, Svycarsko) a nejsou korigovany.

Infracervend spektra (IR) byla zmeéfena technikou ATR (Attenuated Total
Reflectance) spektrofotometrem Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) vrozmezi 650-4000 cm™. Mé&feni probihala na Katedfe organické a
bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (pani Iva

Vencovska).

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla zméfena na Katedie
organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové doc. PharmDr. Jifim KuneSem, CSc., a Mgr. Janou Matikovou, Ph.D. Méfeni
probihala pfi laboratorni teploté na pfistroji Varian VNMR S500 (500 MHz pro 'H a 125
MHz pro *C; Varian Comp., Palo Alto, USA). Jako rozpoustédlo byly pouZity deuterovany
dimethylsulfoxid (DMSO-ds), N,N-dimethylformamid (DMF-d7) a tetrahydrofuran (THF-
ds). Hodnoty chemického posunu & (v ppm) v protonovych spektrech jsou vztazeny
k tetramethylsilanu jakoZto vnitfnimu standardu, uhlikové posuny byly stanoveny podle
centralni linie signalu rozpoustédla. Interak¢ni konstanta (J) je uvedena v Hz. NMR spektra
byla vyhodnocena pomoci programu MestReNova (Mestrelab Research, Santiago

de Compostela, Spanélsko).
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Elementarni analyza (C, H, N) byla provedena na piistroji Vario MICRO Cube
Element Analyzer (Elementar Analysensysteme, Hanau, Némecko) na Katedie
farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.

Cistota pfipravenych slou¢enin byla ovéfena pomoci TLC, NMR spektroskopie,
teploty tani a elementarni analyzy.

Chemické vzorce areakéni schémata byly vytvofeny a chemické nazvy byly
zkontrolovany pomoci programu ChemDraw Ultra 20.0 (PerkinElmer Informatics,
Waltham, MA, USA). V tomto programu byly také vypocteny hodnoty logP ptipravenych

sloucenin, tj. hodnoty logaritmu rozdélovaciho koeficientu oktan-1-ol/voda.
4.1.1 Syntéza 2-(2-isonikotinoylhydrazono)octové kyseliny (66)

Kyselina 2-(2-isonikotinoylhydrazono)octova byla pfipravena podle schématu
na obrdzku 25. Postup piipravy: 10 mmol (1,37 g) isoniazidu bylo rozpusténo ve smési
acetonitrilu a demineralizované vody (1:4, v/v). Do roztoku byl za stalého michani pfidan
roztok monohydratu kyseliny glyoxalové v demineralizované vod¢ 1,1 ekv./2 ml vody
(1,013 g monohydratu kyseliny glyoxalové). Po 120 minutach byl vznikly precipitat
odfiltrovan na nuci za sniZzeného tlaku, promyt malym mnozstvim vody, poté malym
mnozstvim methanolu. Produkt byl poté vysuSen.

Reakce byla pribézné monitorovana pomoci TLC (vyvijeci soustava
dichlormethan/methanol 4:1, v/v) v ¢ase 0 (samotny INH), 0" (ihned po pfidani kyseliny
glyoxalove), 5, 15, 60 a 120 minut. VSechny tyto nanasky byly naneseny na jednu TLC

desku, ktera byla vyvolana najednou po 120 minutéach.

N N\
| AN (@] RT 120 min |
B
= + O\ OH MeCN/HzO 0

_N
,NH2 O H %OH

Obrazek 25: Syntéza 2-(2-isonikotinoylhydrazono)octové Kyseliny

Sumarni vzorec: CsH7N303

Relativni molekulova hmotnost: 193,16

Popis: Bila krystalicka latka
Vytezek: 97 %

Teplota tani: 204,5 °C

Ry 0,322
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IH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 12.40 (1H, s, CONHN), 8.80 (2H, d, J = 5.1 Hz, H2,
H6), 7.80 (2H, d, J = 5.1 Hz, H3, H5), 7.75 (1H, s, N=CH).
13C NMR (126 MHz, DMSO): § 164.66, 162.71, 150.65, 140.27, 139.87, 121.80.

4.1.2 Ptiprava N-fenyl-2-(2-isonikotinoylhydrazono)acetamidi
N NH2 EDC-HGI, HOBt 0 o (MNpn
AN 0°C g2
| Pz | \_R1R2 - 7 N/N\JJ\N Z
0 + _ | H H

Obrazek 26: Schéma pripravy N-fenyl-2-(2-isonikotinoylhydrazono)acetamidi

Kod | RiR» Kod | RiR»

1 3-fluor 9 3,5-dimethyl
2 3-jod 10 | 4-ethyl

3 3.,4-difluor 11 4-propyl

4 3-trifluormethyl 12 | 4-butyl

5 3-trifluormethoxy 13 | 4-terc-butyl
6 3-nitro 14 | 3-pentyl

7 3-methyl (66) 15 4-decyl

8 3,4-dimethyl 16 | 4-dodecyl

Tabulka 2: Substituenty pouZité pfi syntézach a pfifazené kody
N-Fenyl-2-(2-isonikotinoylhydrazono)acetamidy byly pfipraveny podle reakéniho
schématu na obrazku 26 a byly pouzity aniliny vyjmenované v tabulce 2. Postup pfipravy:
0,001 mol 2-(2-isonikotinoylhydrazono)octové kyseliny (193 mg) bylo rozpuSténo v 15 ml
N,N-dimethylformamidu (DMF) spolecné s 1,1 ekvivalentem HOBt
(1-hydroxybenzotriazol hydrat, 149 mg) a 1,1 ekvivalentem pfislusného R-anilinu (viz
tabulka 2). Reakéni smés byla ochlazena ledem na nejvysSe 0 °C a za stalého michani bylo
pifidano v jednom podilu 1,3 ekvivalentu (0,0013 mol) EDC.HCI (N-ethyl-N'-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid, 0,249 g). Reakéni smés byla ponechana
reagovat za stalého michani a téhoz chlazeni 4 hodiny, nédsledné¢ minimélné 12 hodin
za laboratorni teploty. Reakéni smés byla odpafena na rotacni vakuové odparce
do sucha/vzniku viskézni nazloutlé olejové hmoty. Surovy produkt byl pfenesen pomoci
20 ml ethyl-acetatu (nebo dichlormethanu) a nasledné 20 ml vody do délici nalevky, kde

byla organickéd vrstva extrahovana nejprve 5% NaHCOs3 a posléze nasycenou solankou
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(touto procedurou doslo k odstranéni nezreagované kyseliny, HOBt, EDC.HCI a vedlejsiho
produktu — mocoviny vzniklé reakci z EDC.HCI). Organicka vrstva byla vysuSena stanim
nad bezvodym NaxSOs, zfiltrovana a zahus$téna na vakuové odparce. Precipitace krystald
byla indukovéna jednak dostatecnym zahu$ténim, pfipadné ptidavkem hexanu. Po min.
8 hodinach stani pii +4 °C byly vyloucené krystaly odfiltrovany a vysuSeny prosavanim
vzduchem. V pfiipad¢ potteby (znecisténi vychozimi latkami) byly vzniklé slouceniny

purifikovany rekrystalizaci.

Reakce byla pribézné monitorovana pomoci TLC (vyvijeci soustava
dichlormethan/methanol 4:0,3) v ¢ase 0 (kyselina + HOBt + anilin), 0" (ihned po piidani
EDC.HCI), 5, 15, 60 a 120 minut. VSechny tyto nanaSky byly naneseny na jednu TLC

desku, ktera byla vyvolana najednou po 120 minutach.

Ptipravené latky byly charakterizovany pomoci NMR, IR spekter, teploty tani
a hodnot retenéniho faktoru (Ry).

Schémata ptipravy jednotlivych sloucenin jsou uvedena na obrazcich ¢islo 27 az 42.
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4.1.2.1 (E)-N-(3-Fluorfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

3-fluoranilin 106 pl
N "2 Epconcl, HoB 0 0
| = 0°C
N A
? . e ] W N F
F
0 H'N{“/JLDH N. =

Obrazek 27: Schéma pripravy (E)-N-(3-fluorfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamidu

Sumarni vzorec: Ci14H11FN4O2
Relativni molekulova hmotnost: 286,27

Popis: Bil4 krystalicka latka
Vytézek: 63 %

Teplota tani: 202,9 °C

Ry 0,322

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 12.47 (1H, s, CONHN), 10.58 (1H, s, CONH), 8.81
(2H, d, J = 5.0 Hz, H2, H6), 7.95 (1H, s, N=CH), 7.83 (2H, d, J = 5.1 Hz, H3, H5), 7.72
(1H,d,J=12.4 Hz, H2"), 7.54 (1H, d, J=8.2 Hz, H6"), 7.37 (1H, q, /= 7.8 Hz, H4"), 6.93
(1H, td, J = 8.6, 2.6 Hz, H5").

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 162.76, 162.22 (d, /= 241.3 Hz), 161.53, 150.66, 142.84,
140.27 (d,J=11.0 Hz), 139.97, 130.56 (d,/=9.4 Hz), 121.81, 116.02, 110.65 (d, J=21.0
Hz), 107.00 (d, J = 25.9 Hz).

IR: 3523 (v(N-H)), 3193, 3119, 3072, 2845, 1682, 1657 (v(C=0) amid), 1607, 1552, 1489,
1446, 1414, 1331, 1320, 1286, 1265, 1255, 1223, 1164, 1068, 843, 751, 682, 614
cm™,

EA: vypocteno: C, 58.74; H, 3.87; N, 19.57, nalezeno: C, 58.80; H, 3.83; N, 19.63.
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4.1.2.2 (E)-2-(2-Isonikotinoylhydrazinyliden)-N-(3-jodfenyl)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

3-jodanilin 132 pl
NHz  EDC-HCIL, HOBt

M
| ) 0 I 1 /©\
O
M
0 H,N{ﬁ/-”\DH | e

Obrazek 28: Schéma pripravy (E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)-N-(3-jodfenyl)acetamidu

Sumarni vzorec: Ci14H11IN4O2
Relativni molekulova hmotnost: 394,17

Popis: Bila krystalicka latka
Vytézek: 80 %

Teplota tani: 145,0 °C

Ry 0,097

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.46 (1H, s, CONHN), 10.48 (1H, s, CONH), 8.82
(2H, d, J = 4.9 Hz, H2, H6), 8.23 (1H, s, H2"), 7.94 (1H, s, N=CH), 7.83 (2H, d, /= 5.0
Hz, H3, HS), 7.75 (1H, d, J= 8.2 Hz, H4"), 7.47 (1H, d, /= 7.8 Hz, H6"), 7.15 (1H, t, J =
8.0 Hz, HS").

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 162.73, 161.39, 150.65, 142.78, 139.96, 132.66, 132.60,
130.95, 128.36, 121.79, 119.46, 94.65.

IR: 3735, 3648, 3566, 3524 (v(N-H)), 3502, 3446, 3177,2841, 1657 (v(C=0) amid), 1587,
1549, 1541, 1456, 1417, 1329, 1318, 1287, 1167, 1251,783, 681, 654, 646 cm™".

EA: vypocteno: C, 42.66; H, 2.81; N, 14.21, nalezeno: C, 42.54; H, 2.90; N, 14.09.
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4.1.2.3  (E)-N-(3,4-Difluorfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

3.,4-difluoranilin 109 ul

NH; ED'L HCI, HOBt F

Qs QS

Obriazek 29: Schéma pripravy (E)-V-(3,4-difluorfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamidu

Sumarni vzorec: C14H10F2N402
Relativni molekulova hmotnost: 304,26

Popis: Bil4 krystalicka latka
Vytézek: 38%

Teplota tani: 198,6-198,8 °C

Ry 0,129

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.54 (1H, s, CONHN), 10.64 (1H, s, CONH), 8.81
(2H, d, J=5.0 Hz, H2, H6), 7.98 (1H, s, N=CH), 7.94-7.88 (1H, m, H2"), 7.84 (2H, d, J =
5.0 Hz, H3, HS), 7.58-7.53 (1H, m, H6"), 7.45-7.37 (1H, m, HS5").

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 162.75, 161.50, 150.64, 149.02 (dd, J = 243.2, 13.3 Hz),
145.87 (dd, J=242.5, 12.5 Hz), 142.75, 139.93, 135.61 (d, /= 8.4 Hz), 121.83, 117.59 (d,
J=17.9 Hz), 116.70 (d, /= 5.0 Hz), 109.31 (d, J=20.7 Hz).

IR: 3629, 3609, 3508 (v(N-H)), 3155, 2381, 2319, 1701, 1655 (v(C=0) amid), 1560, 1512,
1319, 1282, 1249, 1091, 927, 843, 819, 751, 681, 660, 639, 614 cm™'.

EA: vypocteno: C, 55.27; H, 3.31; N, 18.41, nalezeno: C, 55.21; H, 3.25; N, 18.50.
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4.1.2.4 (E)-2-(2-Isonikotinoylhydrazinyliden)-N-[3-(trifluormethyl)fenyl]acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

3-(trifluormethyl)anilin 137 ul
F
F|F
N NH; EDC-HCI, HOBt
| o 0eC 8] (8]
-
I H H
.N %)L F N

o H OH F =

Obrazek 30: Schéma pripravy (E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)-N-[3-(trifluormethyl)fenyl]acetamidu

Sumarni vzorec: CisHi1F3N4O2
Relativni molekulova hmotnost: 336,27

Popis: Bil4 krystalicka latka
Vytezek: 56 %

Teplota tani: 177,8-178,2 °C

Ry 0,143

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.52 (1H, s, CONHN), 10.74 (1H, s, CONH), 8.82
(2H, d, J=4.9 Hz, H2, H6), 8.22 (1H, s, H2"), 8.02 (1H, d, J= 8.3 Hz, H6"), 7.97 (1H, s,
N=CH), 7.84 (2H, d, J = 4.9 Hz, H3, HS), 7.59 (1H, t, J= 8.0 Hz, H5"), 7.45 (1H, d, J =
7.8 Hz, H4").

13C NMR (126 MHz, DMSO): 6 162.81, 161.78, 150.68, 142.70, 139.93, 139.36, 130.17,
129.63 (q, J=31.6 Hz), 124.27 (q, J = 272.3 Hz), 123.83, 121.83, 120.46 (d, J=4.1 Hz),
116.40.

IR: 3511 (v(N-H)), 3158, 2852, 1658 (v(C=0) amid), 1603, 1564, 1551, 1450, 1341, 1331,
1318, 1258, 1226, 1167, 1121, 1095, 1067, 923, 891, 844, 811, 708, 698, 692, 666 cm™".
EA: vypocteno: C, 53.58; H, 3.30; N, 16.66, nalezeno: C, 53.62; H, 3.30; N, 16.73.
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4.1.2.5 (E)-2-(2-Isonikotinoylhydrazinyliden)-N-[3-(trifluormethoxy)fenyl]acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

3-(trifluormethoxy)anilin 147 pl

EDC-HCL, HOBt

N MHz
| b @ F 0°C 0 0
s + F )
O .
N\_.)‘L\ DkF o I s N#NH\H/J\

Obrazek 31: Schéma pripravy (E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)-N-[3-(trifluormethoxy)fenyl]acetamidu

Sumarni vzorec: CisH11F3N4O3
Relativni molekulova hmotnost: 352,27

Popis: Bil4 krystalicka latka
Vytézek: 68 %

Teplota tani: 193,6 °C

Ry 0,154

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.50 (1H, s, CONHN), 10.69 (1H, s, CONH), 8.82
(2H, d, J = 5.0 Hz, H2, H6), 7.95 (1H, s, N=CH), 7.90 (1H, s, H2"), 7.84 (2H, d, J=5.0
Hz, H3, HS), 7.75 (1H, d, /= 8.4 Hz, H6"), 7.47 (1H, t, J= 8.2 Hz, H5"), 7.09 (1H, d, J =
8.1 Hz, H4").

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 162.82, 161.70, 150.68, 148.62, 142.74, 140.24, 139.94,
130.67, 121.83, 120.29 (q, J = 256.3 Hz), 118.87, 116.19, 112.34.

IR: 3521 (v(N-H)), 3183, 2856, 1658 (v(C=0) amid), 1605, 1550, 1331, 1318, 1292, 1251,
1223, 1213, 1167, 1095, 927, 843, 707, 696, 688, 681, 636 cm™.

EA: vypocteno: C, 51.14; H, 3.15; N, 15.90, nalezeno: C, 51.19; H, 3.21; N, 15.84.
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4.1.2.6 (E)-2-(2-Isonikotinoylhydrazinyliden)-N-(3-nitrofenyl)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

3-nitroanilin 152 mg

N NH;  EDC-HCL, HOBt 0 0 /@\
0°C
| @ St e

M
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Obriazek 32: Schéma pripravy (E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)-/NV-(3-nitrofenyl)acetamidu

Sumarni vzorec: C14H11N504

Relativni molekulova hmotnost: 313,27

Popis: Zluta krystalicka latka
Vytézek: 61 %

Teplota tani: 129,6 °C

Ry 0,169

'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 12.42 (1H, s, CONHN), 10.90 (1H, s, CONH), 8.84-
8.76 (3H, m, H2, H6, H2"), 8.15 (1H, d, /= 8.2 Hz, H6"), 7.98-7.94 (2H, m, N=CH, H4"),
7.84 (2H, d, J=5.0 Hz, H3, HS), 7.64 (1H, t, /= 8.2 Hz, HS").

13C NMR (126 MHz, DMSO): 6 162.82, 161.95, 150.69, 148.11, 142.53, 139.91, 139.74,
130.36, 126.28, 121.82, 118.64, 114.46.

IR: 3302 (v(N-H)), 3124, 1659 (v(C=0) amid), 1605, 1549, 1523, 1344, 1332, 1315, 1285,
1260, 1165, 1093, 1070, 923, 891, 843, 816, 739, 708, 693, 670 cm™'.

EA: vypocteno: C, 53.68; H, 3.54; N, 22.36, nalezeno: C, 53.62; H, 3.51; N, 22.41.
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4.1.2.7 (E)-2-(2-Isonikotinoylhydrazinyliden )-N-(m-tolyl)acetamid

Navazka vychozi slouceniny:

3-methylanilin 119 ul
| N NH2 epe nel, o Q NJ /@\
= 0°C i Ve N
o =l H H
DMF N._ =

0 H'N*/JLDH )

Obrazek 33: Schéma pripravy (E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)-N-(m-tolyl)acetamidu

Sumarni vzorec: Ci15sH14N4O2
Relativni molekulova hmotnost: 2823

Popis: Bil4 krystalicka latka
Vytézek: 82 %

Teplota tani: 182,9 °C

Ry 0,210

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.46 (1H, s, CONHN), 10.28 (1H, s, CONH), 8.81
(2H, d, J= 5.1 Hz, H2, H6), 7.97 (1H, s, N=CH), 7.83 (2H, d, J = 5.0 Hz, H3, HS), 7.59-
7.52 (2H, m, H2", H6"), 7.22 (1H, t, J= 7.8 Hz, H5"), 6.93 (1H, d, J= 7.5 Hz, H4"), 2.30
(3H, s, CH3).

13C NMR (126 MHz, DMSO): 6 162.74, 161.07, 150.65, 143.16, 140.02, 138.45, 138.14,
128.78, 124.88, 121.81, 120.64, 117.35, 21.36.

IR: 3388 (v(N-H)), 3255, 3197, 3030, 1683, 1655 (v(C=0) amid), 1616, 1564, 1547, 1593,
1305, 1288, 1247, 1160, 918, 783, 690, 659, 648, 644, 631 cm™.

EA: vypocteno: C, 63.82; H, 5.00; N, 19.85, nalezeno: C, 63.86; H, 5.04; N, 19.80.
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4.1.2.8 (E)-N-(3,4-Dimethylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

3,4-dimethylanilin 133 mg

NH2  Epconcl nost

% 0 | = @)LH,NJH
DM F
M
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Obrazek 34: Schéma pripravy (E)-NV-(3,4-dimethylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamidu

Sumarni vzorec: Ci6H16N4O2

Relativni molekulova hmotnost: 296,33

Popis: Svétle Zluta krystalicka latka
Vytezek: 70 %

Teplota tani: 173,1 °C

Ry 0,161

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.43 (1H, s, CONHN), 10.19 (1H, s, CONH), 8.82
(2H, d, J= 5.0 Hz, H2, H6), 7.94 (1H, s, N=CH), 7.83 (2H, d, J = 5.0 Hz, H3, HS), 7.52-
7.41 2H, m,H2",H6"),7.09 (1H, d, J=8.2 Hz, H5"), 2.20 (3H, s, CH3), 2.18 (3H, s, CH3).
13C NMR (126 MHz, DMSO): § 162.73, 160.86, 150.65, 143.25, 140.02, 136.55, 136.24,
132.03, 129.78, 121.80, 121.29, 117.69, 19.80, 19.01.

IR: 390 (v(N-H)), 3251, 3033, 1680, 1653 (v(C=0) amid), 1601, 1543, 1506, 1411, 1331,
1289, 1247, 1160, 1086, 935, 750, 692, 676, 646, 642 cm™.

EA: vypocteno: C, 64.85; H, 5.44; N, 18.91, nalezeno: C, 64.82; H, 5.50; N, 18.88.
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4.1.2.9 (E)-N-(3,5-Dimethylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

3,5-dimethylanilin 133 mg
NHz  Epc-HCL HOBt

le oo 0 0
M
o H'N*-)LDH =

Obrazek 35: Schéma pripravy (E)-NV-(3,5-dimethylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamidu

Sumarni vzorec: Ci6H16N4O2

Relativni molekulova hmotnost: 296,33

Popis: Svétle zluta krystalicka latka
Vytézek: 94 %

Teplota tani: 212,3-213,0 °C

Ry 0,222

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.44 (1H, s, CONHN), 10.18 (1H, s, CONH), 8.81
(2H, d, J=5.1 Hz, H2, H6), 7.95 (1H, s, N=CH), 7.83 (2H, d, J = 5.0 Hz, H3, HS), 7.37
(2H, s, H2", H6"), 6.75 (1H, s, H4"), 2.25 (6H, s, CH3).

13C NMR (126 MHz, DMSO): 6 162.72, 160.95, 150.64, 143.17, 140.02, 138.36, 137.92,
125.71, 121.80, 117.84, 21.22.

IR: 3271 (v(N-H)), 3070, 2916, 1663 (v(C=0) amid), 1621, 1606, 1573, 1547, 1475, 1322,
1304, 1281, 1254, 1241, 1163, 1157, 1065, 938, 883, 839, 791, 756, 701, 688, 666 cm".
EA: vypocteno: C, 64.85; H, 5.44; N, 18.91, nalezeno: C, 64.82; H, 5.50; N, 18.88.
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4.1.2.10 (E)-N-(4-Ethylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:
4-ethylanilin 137 ul
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Obrazek 36: Schéma pripravy (E)-N-(4-ethylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamidu

Sumarni vzorec: Ci6H16N4O2

Relativni molekulova hmotnost: 296,33

Popis: Svétle zluta krystalicka latka
Vytézek: 83 %

Teplota tani: 177,4 °C

Ry 0,243

'TH NMR (500 MHz, DMF-d7): 6 12.49 (1H, s, CONHN), 10.67 (1H, s, CONH), 9.02 (2H,
d, J=5.1 Hz, H2, H6), 8.18 (1H, s, N=CH), 8.10 (2H, d, /= 5.0 Hz, H3, HS), 8.00 (2H, d,
J=8.0 Hz, H2’, H6"), 7.40 (2H, d, J= 8.1 Hz, H3", H5"), 2.78 (2H, q, J = 7.6 Hz, CH>),
1.37 (3H, t, J= 7.6 Hz, CH3).

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 163.40, 162.04, 151.34, 144.01, 140.70, 140.44, 137.23,
128.60, 122.24, 120.91, 28.59, 16.01.

IR: 3242 (v(N-H)), 1673 (v(C=0) amid), 1600, 1541, 1515, 1414, 1285, 1010, 834, 755,
677, 659, 636, 613 cm’™.

EA: vypocteno: C, 64.85; H, 5.44; N, 18.91, nalezeno: C, 64.89; H, 5.40; N, 18.90.
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4.1.2.11 (E)-2-(2-Isonikotinoylhydrazinyliden)-N-(4-propylfenyl)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

4-propylanilinu 162 ul
N NHz  EpC-HCIL, HOBt o o (CHz),CH3
| - 0°C ©/
? e o H'N“\"‘)\H
N
0 N'N*)LDH =
H (CHz)2CH3

Obrazek 37: Schéma pripravy (E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)-N-(4-propyfenyl)acetamidu

Sumarni vzorec: C17H1sN4O;

Relativni molekulova hmotnost: 310,36

Popis: Svétle Zluta krystalicka latka
Vytezek: 65 %

Teplota tani: 172,8 °C

Ry 0,314

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.48 (1H, s, CONHN), 10.31 (1H, s, CONH), 8.81
(2H, d, J = 5.0 Hz, H2, H6), 7.99 (1H, s, N=CH), 7.84 (2H, d, J = 5.0 Hz, H3, H5), 7.64
(2H, d, J=8.0 Hz, H2", H6"), 7.15 (2H, d, J=8.1 Hz, H3", H5"), 2.58 (2H, t, /= 7.6 Hz,
Ph-CH»), 1.61-1.51 (2H, m, CH»), 0.88 (3H, t, J = 7.3 Hz, CH3).

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 162.73, 160.95, 150.63, 143.24, 140.02, 138.00, 136.24,
128.70, 121.82, 120.16, 36.89, 24.27, 13.77.

IR: 560, 3036, 2929 2855, 1702, 1654 (v(C=0) amid), 1647, 1609, 1544, 1514, 1416, 1410,
1291, 1254, 1152, 1085, 832, 749, 672, 665 cm’.

EA: vypocteno: C, 65.79; H, 5.85; N, 18.05, nalezeno: C, 65.71; H, 5.89; N, 18.10.
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4.1.2.12 (E)-N-(4-Butylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

4-butylanilin 174 ul

N NH2  EDC-HCL HOBt o o (CHz)aCH3
- 0°C

| 1oy

? i SO Re

DMF
N

0 N'N*“-)LDH #

: (CH;)3CHs

Obrazek 38: Schéma pripravy (E)-N-(4-butylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamidu

Sumarni vzorec: CisH20N4O2

Relativni molekulova hmotnost: 324,16

Popis: Svétle zluta krystalicka latka
Vytézek: 49 %

Teplota tani: 200,1-200,3 °C

Ry 0,357

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.43 (1H, s, CONHN), 10.28 (1H, s, CONH), 8.81
(2H, d, J=5.1 Hz, H2, H6), 7.95 (1H, s, N=CH), 7.83 (2H, d, J = 5.0 Hz, H3, HS5), 7.64
(2H, d, J=8.0 Hz, H2", H6"), 7.15 (2H, d, /= 8.0 Hz, H3", H5"), 2.56 (2H, t, /= 7.6 Hz,
Ph-CH>), 1.57-1.51 (2H, m, ’CHz), 1.33-1.25 (2H, m, *CH>), 0.89 (3H, t, J= 7.4 Hz, CH3).
13C NMR (126 MHz, DMSO): 6 162.74, 160.93, 150.64, 143.24, 140.02, 138.20, 136.18,
128.64, 121.80, 120.19, 34.45, 33.34, 21.87, 13.95.

IR: 2962, 2925, 2858, 2370, 1676, 1654 (v(C=0) amid), 1596, 1541, 1516, 1413, 1312,
1290, 1252, 1162, 929, 842, 831, 665, 647, 643, 639 cm’".

EA: vypocteno: C, 66.65; H, 6.21; N, 17.27, nalezeno: C, 66.71; H, 6.24; N, 17.33.
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4.1.2.13 (E)-N-[4-(Terc-butyl)fenyl]-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

4-terc-butylanilin 175 ul

N NH, EDC-HCL HOBt O o

T
0°C N
| P o - @)LH' ‘H\KJ‘LH
DMF N
-
o H'N*-)LDH

Obrazek 39: Schéma pripravy (E)-N-[4-(terc-butyl)fenyl]-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamidu

Sumarni vzorec: Ci1sH20N4O2
Relativni molekulova hmotnost: 324,38

Popis: Bil4 krystalicka latka
Vytezek: 72 %

Teplota tani: 182,8-183,2 °C

Ry 0,292

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 12.49 (1H, s, CONHN), 10.29 (1H, s, CONH), 8.82
(2H, d, J=4.9 Hz, H2, H6), 7.95 (1H, s, N=CH), 7.83 (2H, d, J = 4.9 Hz, H3, HS), 7.66
(2H,d,J=8.2 Hz, H2", H6"), 7.36 (2H, d, /= 8.2 Hz, H3", H5"), 1.27 (9H, s, CH3).

I3C NMR (126 MHz, DMSO): 6 162.71, 160.97, 150.65, 146.55, 143.24, 140.04, 135.93,
125.54, 121.80, 119.97, 34.26, 31.34.

IR: 3566, 3524,3213 (v(N-H)), 2962, 1686, 1676 (v(C=0) amid), 1648, 1600, 1542, 1533,
1406, 1296, 1086, 996, 936, 840, 827, 732, 697, 671 cm’".

EA: vypocteno: C, 66.65; H, 6.21; N, 17.27, nalezeno: C, 66.69; H, 6.17; N, 17.33.

43



4.1.2.14 (E)-2-(2-Isonikotinoylhydrazinyliden)-N-(4-pentylfenyl)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

4-pentylanilin 170 pl
N NH2  EDC-HCL HOBt o o (CH2)4CH3
h 0°C
| oy
DMF
o N'N{“)J‘DH N =
H (CH2)4CH3

Obrazek 40: Schéma pripravy (E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)-/N-(4-pentylfenyl)acetamidu

Sumarni vzorec: Ci9H22N4O;

Relativni molekulova hmotnost: 338,41

Popis: Zluté krystalicka latka
Vytezek: 59 %

Teplota tani: 177,0-177,2 °C

Ry 0,257

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 12.50 (1H, s, CONHN), 10.30 (1H, s, CONH), 8.81
(2H, d, J = 5.1 Hz, H2, H6), 8.00 (1H, s, N=CH), 7.85 (2H, d, J = 5.0 Hz, H3, H5), 7.64
(2H, d, J=8.0 Hz, H2", H6"), 7.15 (2H, d, J= 8.1 Hz, H3", H5"), 2.53 (2H, t, /= 7.6 Hz,
Ph-CH>), 1.58-1.51 (2H, m, )CHz), 1.34-1.21 (4H, m, *CH>, *CH,), 0.85 (3H, t,J=7.0 Hz,
CHa).

13C NMR (126 MHz, DMSO): 6 162.69, 160.95, 150.63, 143.25, 140.01, 138.22, 136.21,
128.63, 121.83, 120.18, 34.74, 31.02, 30.84, 22.13, 14.09.

IR: 3243 (v(N-H)), 3043, 2954, 2929, 2855, 1673 (v(C=0) amid), 1598, 1556, 1527, 1412,
1369, 1281, 1250, 1149, 1080, 1012, 940, 843, 793, 753, 679, 659, 647 cm’".

EA: vypocteno: C, 67.44; H, 6.55; N, 16.56, nalezeno: C, 67.40; H, 6.51; N, 16.62.
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4.1.2.15 (E)-N-(4-Decylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

4-decylanilin 282 ul
N N2 Epc-ncl, HoB o o (CH2)sCHa
= G;.C.
| =2 | L N'N"\a-)LN
2 DMF ' H H
M. =
o7 NN on
H (CH,)sCH 4

Obrazek 41: Schéma pripravy (E)-N-(4-decylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamidu

Sumarni vzorec: C24H32N402
Relativni molekulova hmotnost: 408,55

Popis: Bila krystalicka latka
Vytezek: 56 %

Teplota tani: 187,5-187,9 °C

Ry 0,211

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dy): & 12.43 (1H, s, CONHN), 10.28 (1H, s, CONH), 8.81
(2H, d, J = 5.0 Hz, H2, H6), 7.95 (1H, s, N=CH), 7.83 (2H, d, J = 5.0 Hz, H3, H5), 7.63
(2H, d, J=8.0 Hz, H2", H6"), 7.14 (2H, d, J= 8.1 Hz, H3", H5"), 2.52 (2H, t, J= 7.6 Hz,
Ph-CH>), 1.57-1.50 (2H, m, 2CHz), 1.29-1.19 (14H, m, *CHz, *CH,, >*CHa, °CHz, "CHa,
$CHy, °CHa), 0.84 (3H, t, J= 6.8 Hz, CH3).

13C NMR (126 MHz, DMSO): § 162.70, 160.92, 150.64, 143.23, 140.01, 138.21, 136.19,
128.62, 121.79, 120.15, 34.77, 31.46, 31.15, 29.18, 29.16, 29.03, 28.86, 28.77, 22.26,
14.12.

IR: 3419, 3239 (v(N-H)), 2917, 2851, 1683, 1669 (v(C=0) amid), 1553, 1531, 1516, 1497,
1414, 1303, 1293, 1278, 1087, 1007, 849, 820, 750, 685, 652, 646 cm’".

EA: vypocteno: C, 70.56; H, 7.90; N, 13.71, nalezeno: C, 70.63; H, 8.00; N, 13.67.
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4.1.2.16 (E)-N-(4-Dodecylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid

Navéazka vychozi slouceniny:

4-dodecylanilin 288 mg
CHa)14CH
| Ha EDLnn:lncnm 0 0 /@/ﬂ 2)11CH,
(CH2)11CH4

Obrazek 42: Schéma pripravy (E)-N-(4-dodecylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamidu

Sumarni vzorec: Ca6H36N4O2
Relativni molekulova hmotnost: 436,60

Popis: Bila krystalicka latka
Vytezek: 52 %

Teplota tani: 182,8 °C

Ry 0,229

TH NMR (500 MHz, THF-ds): 6 11.60 (1H, s, CONHN), 9.82 (1H, s, CONH), 8.76-8.73
(2H, m, H2, H6), 7.78-7.68 (5SH, m, N=CH, H3, HS5, H2’, H6"), 7.10 (2H, d, J = 8.2 Hz,
H3’, H5"), 2.57 (2H, t, J= 7.7 Hz, Ph-CH>), 1.64-1.57 (2H, m, >’CH>), 1.36-1.26 (18H, m,
3CHa, “CHa, °CHa, °CHa, "CHa, ®CH,, °CHa, '°CHa, !'CH>), 0.89 (3H, t, J = 6.7 Hz, CH3).
13C NMR (126 MHz, THF): § 163.55, 161.69, 151.48, 143.43, 140.77, 138.91, 137.44,
129.18, 122.04, 120.50, 36.21, 32.87, 32.56, 30.63, 30.59, 30.54, 30.49, 30.30, 30.21,
25.81, 23.56, 14.43.

IR: 3413, 3240 (v(N-H)), 2918, 2851, 1672 (v(C=0) amid), 1597, 1553, 1519, 1471, 1414,
1366 1291, 1257, 1156, 1086, 1006, 930, 842, 751, 684, 649 cm™.

EA: vypocteno: C, 71.53; H, 8.31; N, 12.83, nalezeno: C, 71.48; H, 8.26; N, 12.86.
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4.2 Biologicka ¢ast

4.2.1 Hodnoceni antimykobakterialni aktivity (68)

Ptipravené derivaty byly hodnoceny in vitro jako potencialni antimykobakterialni
latky. Testovanymi kmeny byly Mycobacterium tuberculosis 331/88 (tj. pIn€ citlivy kmen
H37Rv) viedéni 107 adva kmeny netuberkuloznich (atypickych) mykobakterii:
Mycobacterium avium 330/88 (rezistentni na isoniazid, rifampicin, ofloxacin a ethambutol)
v fedéni 107, Mycobacterium kansasii 139/18 (fedéni 10™*). Kmeny byly ziskany z Ceské
narodni sbirky typovych kultur.

Stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci bylo provadéno mikrometodou
v Sulové pidé (SEVAC, Praha, Ceské republika) v plastikovych P-desti¢kach. Testované
latky byly ptidany v roztoku DMSO tak, aby vysledné koncentrace ¢inily 32, 16, 8, 4, 2, 1,
0,5,0,25,0,125, 0,064 a 0,032 uM. MIC hodnoty byly odecteny po 14 a 21 dnech inkubace

pti 37 °C, u M. kansasii navic i po 7 dnech.

Dvé nejlepsi slouceniny: 11 a 12 byly testovany proti MDR-TB kmentm a jednomu
XDR-TB kmeni. Bylo testovano sedm kment Mycobacterium tuberculosis (234/2005,
9449/2007, 7357/1998, 8666/2010, Praha 1, Praha 4 a Praha 131) v fedéni 107. Kmeny
byly ziskany z Ceské narodni sbirky typovych kultur. Stanoveni minimélnich inhibi¢nich
koncentraci bylo provadéno opét mikrometodou v Sulové pidé (SEVAC, Praha, Ceska
republika) v plastikovych P destickach. Testované latky byly ptidany v roztoku DMSO tak,
aby vysledné koncentrace ¢inily 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,064 a 0,032 uM. MIC
hodnoty byly odecteny po 14 a 21 dnech inkubace piti 37 °C.

Vsechny sedm testovanych kment je rezistentnich na INH, rifampicin, rifabutin
a streptomycin a v nékterych ptipadech byla pozorovana rezistence také na jina léciva.
Kmen Praha 1 je rezistentni na INH, rifampicin, rifabutin, streptomycin, ethambutol a
klofazimin; Praha 4 rezistentni na INH, rifampicin, rifabutin, streptomycin, ethambutol,
ofloxacin a klofazimin; 234/2005 rezistentni na INH, rifampicin, rifabutin, streptomycin a
ethambutol; 9449/2006 rezistentni na INH, rifampicin, rifabutin a streptomycin; 7357/1998
rezistentni na INH, rifampicin, rifabutin, streptomycin, ethambutol a ofloxacin; 8666/2010
rezistentni na INH, rifampicin, rifabutin, streptomycin, ethambutol, ofloxacin a klofazimin.
Kmen XDR-TB Praha 131 je odolny vi¢i INH, rifampicinu, rifabutinu, streptomycinu,

ethambutolu, ofloxacinu, gentamicinu a amikacinu.
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cwwvr

rustu mykobakterii. Jako referen¢ni latka byl pouzit isoniazid, antituberkulotikum 1. linie
a zérovenn synteticky prekursor hodnocenych sloucenin, ktery byl nafedén sterilni
destilovanou vodou. Testovani antimykobakteridlni aktivity bylo provedeno externé
ve Zdravotnim ustavu se sidlem v Ostrave, laboratofi pro diagnostiku mykobakterii

a tuberkulozy, pod vedenim RNDr. Jifiny Stolatikové.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Chemicka cast

Bylo piipraveno celkem Sestnact substituovanych  N-fenyl-2-(2-
isonikotinoylhydrazono)acetamidi (jednotlivé substituenty jsou wuvedeny v tabulce
2 na strance 29). Slouceniny se liSily v substituci anilinu — byl monosubstituovany v poloze
3 nebo 4, disubstituované aniliny byly substituované v poloze 3 a 4 nebo 3 a 5. Bylo
piipraveno pét halogenderivatt (1-5), jeden nitro derivat (6) a deset alkylovanych derivati
(7-16), konkrétné jsou uvedeny v tabulce 3. Slouceniny jsou lipofilni, aby se mohly dostat
pasivni difuzi skrz bunécnou sténu mykobakterii. U monofluorovanych a nitro slouc¢enin
neni vliv na zvySeni lipofility jednoznacny, ale tyto funkéni skupiny se Casto vyskytuji
v fad¢ sloucenin s antimykobakteridlni aktivitou. (69) (70) VSechny pfipravené derivaty
jsou vSak vyznamné¢ lipofiln€jsi nez vychozi prekursory INH a INHA. Substituenty a jejich
poloha na benzenovém jadfe anilinu byly zvoleny tak, aby doplnily soucasné
pfipravovanou sérii. Zastoupeny jsou tak skupiny s riiznymi elektronovymi i sterickymi
efekty. Kladny mezomerni a soucasné zaporny indukéni efekt maji halogenové substituenty
(1-3), CF3 skupina vykazuje zaporny indukéni efekt (4), zdporny indukéni a mezomerni
efekt ma nitro skupina (6), alkyly (7-16) jsou nositeli kladného indukéniho efektu. Delsi
alkyly a terc-butyl (13) jsou stericky naro¢né.

INHA byla pfipravena reakci isoniazidu rozpusténém ve smési acetonitrilu a vody
s roztokem monohydratu kyseliny glyoxalové v demineralizované vodé. (66)Reakce
probihala rychle a poskytovala vysoky, prakticky kvantitativni vytéZek. Také purifikace

nebyla obtizna.

Anilidy byly pfipraveny reakci INHA s pfisluSnymi aniliny v prostiedi DMF
za snizené teploty couplingem pomoci karbodiimidii,, konkrétné EDC.HCI, ktery se
pfidaval v mirném nadbytku. (60) Nizka teplota a HOBt zamezuji tvorbé vedlejSich
produktti. Vyhodou této reakce je snadné Cisténi, protoze nezreagovana kyselina, HOBt,
EDC.HCI a mocovina (vznikajici reakci z EDC.HCI) jsou rozpustné ve vodé a/nebo
vodném roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a daji se odstranit vytfepanim v délici
nalevce, kdezto pfipravené amidy zlistavaji rozpusténé v organické fazi (dichlormethan

nebo ethyl-acetat), ze které byly posléze vysraZzeny piidavkem hexanu.
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Reakce maji pfijatelné az velmi dobré vytézky, které se pohybuji mezi 38 % a 94 %,
ale ve vétSin¢ piipadl byly vytézky vysSi nez 60 %. Reakce probihaly zpravidla
bez komplikaci, né€které slouceniny bylo potieba Cistit rekrystalizaci, protoze vznikal
(podle NMR) vedle majoritniho trans isomeru také minoritni cis isomer produktu. (E)-N-
(3-Fluorfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid 1 byl rekrystalizovan z ethanolu
a (E£)-N-(3,4-dimethylfenyl)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid 8 byl
rekrystalizovan z diethyletheru. Nejvyssi vytézky poskytovaly slouceniny s kratkymi a
sttednimi alifatickymi fetézci. Hife se ptipravovaly slouceniny s dlouhymi alifatickymi
fetézci (15 a 16), protoze byly Spatné rozpustné v pouzitych rozpoustédlech a
pied prenesenim do délici nalevky se smés musela zahtat. Nitro derivat 6 nebyl stabilni za

vyssich teplot, proto musel byt vysusen pomoci snizeného tlaku.

Vsechny pfipravené slouceniny byly charakterizovany a ziskany v dostate¢ném

mnozstvi a pozadované Cistoté pro pldnované hodnoceni biologické aktivity.

50



5.2 Biologicka cast

5.2.1 Vysledky hodnoceni aktivity proti Mtb., M. avium a M. kansasii

Vysledky méteni MIC jsou uvedené v tabulce 4, nejlepsi hodnoty jsou zvyraznény

tucné.
MIC [uM]
Kod Mtb. 331/88 M. avium 330/88 M. kansasii 235/80
14d 21d 14d 21d 7d 14 d 21d
1 0,25 0,25 >1000 >1000 2 4 8
2 0,25 0,5 >1000 >1000 4 8 8
3 0,25 0,25 >250 >250 2 4 8
4 0,25 0,25 >1000 >1000 2 4 8
5 0,125 0,25 >1000 >1000 2 4 8
6 0,125 0,25 >250 >250 4 8 8
7 0,125 0,25 >1000 >1000 2 4 4
8 0,125 0,25 >250 >250 2 4 4
9 0,125 0,25 >1000 >1000 2 4 4
10 0,25 0,5 >1000 >1000 4 8 8
11 0,125 0,125 >250 >250 2 4 4
12 0,064 0,125 >250 >250 2 4 4
13 0,125 0,5 >250 >250 2 4 8
14 0,125 0,25 >250 >250 2 4 8
15 0,125 0,25 >250 >250 2 4 8
16 0,25 0,25 >250 >250 4 4 8
INHA 0,25 0,5 250 >250 4 4 8
INH 0,5 0,5 >250 >250 1 2 2
Tabulka 3: Zmérené MIC proti Mtb., M. avium a M. kansasii
Zkratky pouZité v tabulce:
INHA isoniazid
INH 2-(2-1sonikotinoylhydrazono)octovéa kyselina
Mtb. Mycobacterium tuberculosis
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5.2.2 Vysledky hodnoceni aktivity proti rezistentnim kmentim

Dv¢ nejlepsi slouCeniny byly testovany také proti MDR-TB a jednomu XDR-TB
(Praha 131) kmeni. Vysledky MIC jsou uvedeny v tabulce 4.

MIC [uM]

Sloucenina 11 Sloucenina 12

Kmen 14d 21d 14d 21d
234/2005 32 64 32 64
9449/2007 32 32 32 32
7357/1998 32 64 32 64
8666/2010 16 32 16 32
Praha 1 32 32 32 32
Praha 4 16 32 32 32
Praha 131 32 64 32 64

Tabulka 4: MIC proti rezistentnim kmenim

5.3 Diskuze — biologicka cast

Aktivita syntetizovanych latek byla testovana in vitro. Testovani bylo provedeno
extern¢ ve Zdravotnim ustavu se sidlem v Ostravé, v laboratofi pro diagnostiku
mykobakterii a tuberkulézy, pod vedenim RNDr. Jifiny Stolafikové. Testovani bylo
provedeno na kmenech Mrtbh., M. avium a M. kansasii a pro dva vybrané nejucinngjsi
derivaty také na sedmi MTD-TB kmenech, z nichz jeden byl XDR-TB. Hodnoty MIC byly
odecteny po 14 a 21 dnech, v ptipadé M. kansasii také po 7 dnech. Jako referen¢ni latka

byl pouzit vychozi isoniazid. Vysledky jsou sumarizovany v tabulkach 3 a 4.

Rozsah MIC piipravenych sloucenin proti Mth. po 14 dnech byl od 0,064 uM
do 0,25 uM. Nejlepsi vysledky m¢él (E)-N-(4-butylfenyl)-2-(2-
isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid 12. MIC isoniazidu méfend za stejnych podminek
byla 0,5 uM. Rozsah MIC pftipravenych sloucenin proti Mtb. po 21 dnech byl od 0,125 uM
do 0,5 uM, MIC isoniazidu byla 0,5 uM. Proti Mtb. vykazovaly lepsi aktivitu derivaty 5-9
a 11-15, ostatni byly srovnatelné s INH 1 navzijem. Antimykobakteridlni aktivita se
zvySovala s prodluzujicim se alkylovym fetézcem azZ po butyl, pak se aktivita zase mirné
snizovala. Rozvétveni alkylového fetézce aktivitu nezvysSuje (terc-butyl derivat 13). Dobré
vysledky mély také slouceniny s dvéma methyly (8 a 9) a s nitro skupinou (6). Poné¢kud
horsi vysledky vykazovaly slouceniny substituované halogeny (1-5), ptfesto ale jejich

hodnoty MIC byly nizké v rozmezi 0,125-0,5 uM.
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Nové slouceniny maji oproti isoniazidu srovnatelnou nebo mirn¢ horsi aktivitu
proti M. kansasii. MIC byla v rozsahu od 2 uM do 4 uM métena po sedmi dnech a od 4 uM
do 8 uM méfena po 14 a 21 dnech. Derivaty substituované methyly (7-9), propylem 11 a
butylem 12 jsou ale s INH aktivitou pln¢ srovnatelné. Stejnou nebo srovnatelnou aktivitu
mayji také proti M. avium, kde je ovSem aktivita celkové v porovnani s ostatnimi kmeny

zanedbatelnd s hodnotami MIC >250 uM. Jako nejucinnéjsi se ukazala kyselina INHA.

Dvé nejlepsi slouceniny byly testovany proti MDR-TB — (E)-N-(4-butylfenyl)-2-
(2-isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid 12 a (E)-N-(propylfenyl)-2-(2-
isonikotinoylhydrazinyliden)acetamid 11. MIC proti sedmi riznym kmenim byla od
16 do 32 uM m¢étend po 14 dnech a od 32 uM do 64 uM meétena po 21 dnech. Slouceniny
byly proti MDR-TB podstatné¢ mén¢ ucinné nez vici pln€ 1€kové citlivému kmenu Mzb.
Hi37Rv (331/88), snejvétsi pravdépodobnosti kvili zkiizené rezistenci s parentnim

isoniazidem. Zarovein nebyl zjiStén rozdil v aktivité¢ viici MDR kmentim a XDR-TB.

V porovnani s INHA mély z ptipravenych derivatl leps$i aktivitu proti Mtb. jenom
derivaty 11 a 12, ostatni byly srovnatelné. Vysledky proti M. avium a M. kansasii byly také
srovnatelné. Piestoze jsou nové ptipravené derivaty vyrazné lipofilnéjsi, jejich aktivitu to
oproti INHA pfili§ nezvySuje. Jednoznacny vliv lipofility na biologickou aktivitu nebyl
potvrzen, protoze derivaty s nejdelsim alkylovym fetézcem (15 a 16) mély horsi aktivitu

neZ slouceniny se sttedné dlouhymi alkylovymi fetézei (11 a 12).
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6 Zavér

Bylo pfipraveno Sestnact finalnich amidi 2-(2-isonikotinoylhydrazono)octové
kyseliny s rizn¢ substituovanymi aniliny, patnact bylo origindlnich a jeden byl jiz popsan
drive. Byla také ptipravena jiz diive znama INHA. Substituenty byly vybrany tak, aby
doplnily jiz existujici sérii analog isoniazidu. 2-(2-Isonikotinoylhydrazono)octova kyselina
byla ziskana kondenzac¢ni reakci isoniazidu s glyoxalovou kyselinou s prakticky
kvantitativnim vytézkem. Metodou piipravy amidl byla tvorba amidové vazby z kyseliny
a substituovanych anilinti pomoci karbodiimidu (EDC.HCI) za chlazeni a piitomnosti

HOBt. Vytézky byly velmi dobré, vétSinou nad 60 %.

Vsechny nové slouceniny maji lepSi nebo srovnatelnou aktivitu proti Mztb.
v porovnani s isoniazidem. Antimykobakteridlni aktivita se zvySovala s prodluzujicim se
alkylovym fetézcem aZz po butyl, pak se aktivita zase mirn€¢ snizovala. Rozvétveni
alkylového fetézce aktivitu nezvysuje. Dobré vysledky mély také slouceniny s dvéma
methyly a s nitro skupinou, naopak mirn¢ vyssi hodnoty MIC vykazovaly slouceniny

s halogeny navdzanymi pfimo na benzenové jadro.

Nejlepsi aktivita proti Mtb. byla prokdzana u (E)-N-(4-butylfenyl)-2-(2-
isonikotinoylhydrazinyliden)acetamidu, jeho MIC byla 0,064-0,125 uM. Velice dobrou
aktivitu mél také (E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)-N-(4-propylfenyl)acetamid, jeho
MIC byla 0,125 puM. Pro srovnani — MIC isoniazidu je 0,5 uM, a doslo tedy ke zvySeni
aktivity. Bohuzel byla v pfipadé multilékové rezistentnich kmenti zjisténa zkiizena
rezistence s isoniazidem. Slouc¢eniny maji aktivitu i proti M. kansasii, mnohé jsou zcela

srovnatelné s isoniazidem, naopak in vitro u¢innost vuci M. avium je vSeobecné nizka.

Ptipravené latky maji 1 v porovnani s jinymi ,,me-too* derivaty isoniazidu velice
dobrou aktivitu. V dalSim kroku budou testované na cytotoxicitu, ptedev§im na toxicitu pro
jaterni buiiky s ohledem na znamou hepatotoxicitu isoniazidu. Déle bude experimentalné
potvrzen také mechanismus ucinku, kde predpokladdame vzhledem ke strukturni podobnosti

a zktizené rezistenci inhibici syntézy mykolovych kyselin analogicky isoniazidu.
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