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Abstrakt

Tématem diplomové prace je priprava a ndsledné hodnoceni potencidlnich

antituberkulotik na bazi nitrovanych aromatu.

V teoretické ¢asti se prace zabyva tuberkuldzou a jeji terapii, v dalSich kapitolach rozebira
nitrované antimikrobidlni Iatky jiz osvédcené, i nové pfipravované a testované. Prakticka
¢ast zahrnuje vicekrokovou pftipravu sloucenin ze substituované kyseliny benzoové,
kyseliny pyrohroznové a rlizné substituovanych anilinti, které byly hodnoceny v inhibici
rastu raznych kmen( mykobakterii. Strukturni zaklad latek je N-fenyl-2-[2-(3,5-
dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid, ktery se liSi substituci na benzenovém jadre N-
fenylpropanamidu. V pfipadé ctyr sloucenin byla provedena obména jedné nitroskupiny za

trifluormethylovou skupinu.

Vytézky syntéz findlnich latek se pohybovaly v rozpéti 7-72 % a jejich hodnoty minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) od 4 do vice nez 1000 umol/l. JakoZto nejucinnéjsi derivat se

ukazal N-(4-bromfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid.
Klicova slova

Antibiotika, antimykobakterialni aktivita, 3,5-dinitrobenzhydrazid, nitroskupina, syntéza,

tuberkuldza



Abstract

The goal of the master’s thesis was the synthesis and assessment of potential molecules

against tuberculosis based on aromatic compounds containing nitro groups.

The thesis reviews tuberculosis and its therapy, in the theoretical part, followed by well-
know and new nitro group containing antibiotics. The experimental part reports multitep
synthesis from parent compounds — substituted benzoic acid, pyruvic acid and variously
substituted anilines, which were evaluated for their antimycobacterial activity. The core
structure of the prepared compound molecules is  N-phenyl-2-[2-(3,5-
dinitrobenzoyl)hydrazinylidene]propanamide, which was variously substituted on the
benzene ring of N-phenylpropanamide. In case of four compounds, one nitro group was

switched to the trifluoromethyl group.

Yields varied from 7 to 72 % and their minimum inhibitory concentrations (MIC) ranged
from 4 to more than 1000 umol/I. N-(4-Bromphenyl)-2-[2-(3,5-

dinitrobenzoyl)hydrazinylidene]propanamide proved to be the most effective derivate.
Key words

Antibiotics, antimycobacterial activity, 3,5-dinitrobenzohydrazide, nitro group, synthesis,

tuberculosis
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Food and Drug Administration
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Nikotinamidadenindinukleotid
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1 Uvod

Tuberkuléza (TBC) je naddle jeden z globalnich zdravotnich problému i pres vyznamny
pokrok v jeji terapii. Srostouci rezistenci k dostupnym lécivym pripravkim se stava
prakticky nezbytnym vyhleddvat nové a inovativni pfistupy k terapii tohoto infekéniho
onemocnéni. V této souvislosti ma podstatnou roli vyzkum novych molekul, mezi které

mUZeme zaradit i zde studované derivaty nitrovanych aromat(.

Nitrované slouceniny se staly predmétem zajmu vyzkumu lécCiv diky svym fyzikalné-
chemickym, biologickym a farmakologickym vlastnostem. Jejich schopnost pronikat do
bakteridlnich bunék a vykazovat antimykobakteridlni Ucinky nabizi nadéjné perspektivy
v boji proti TBC. Tato vlastnost je umocnéna schopnosti nitrovanych derivatd pUsobit na
metabolické drdhy mykobakterii, coz muzZe vést k potlaceni rlstu a preziti patogenu

v hostiteli.



2 Teoretickd cast

2.1.  Tuberkuldza
TBC je infekéni onemocnéni vyvolané nakazou obligdtnimi patogeny ze skupiny

Mycobacterium tuberculosis komplex, mezi které se fradi napfiklad Mycobacterium

tuberculosis, Mycobacterium bovis ¢i Mycobacterium africanum. [1]

2.1.1. Etiologie a patogeneze
Pfenos patogenu muze probéhnout pres jiz nakazenou osobu, nej¢astéji inhalacni cestou

ze sputa, které pacient vykaslava. Dale i pfimym kontaktem s pacientovym sekretem,
infikovanymi pfedmeéty Ci pres zazivaci trakt potravou z nakazeného hovéziho dobytka,
nejcastéji neosetfenym mlékem. Rozsah inkubacni doby se pohybuje od 4 tydnti az do 2 let
od expozice. Vétsina infikovanych pacientl (90 %) neonemocni ihned, avSak mohou, pokud
se jejich imunitni systém oslabi. [1], [2]

2.1.2. Klinicky obraz

Hlavnim organem, ktery tuberkuléza postihuje, jsou plice. Nicméné mulze napadnout
jakykoliv organ v téle. Latentni infekce se klinicky nijak neprojevuje. Pacienti nejsou infekéni

a jediny zplsob potvrzeni ndkazy je pres imunologicky test. [1], [3]
Na zakladé cesty infekce mUzeme tuberkuldzu rozdélit na formu plicni a mimoplicni. [1]

Plicni forma je typickd postizenim plicniho parenchymu. Mezi pfiznaky fadime zvysenou
unavu, nocni poceni, hemoptyzu ¢i produktivni kasel. U imunokompetentnich dospélych
dochdzi k pomalé progresi nemoci, na rozdil od déti ¢ imunokompromitovanych

pacienta[1], [3]

Mimoplicni forma mUze infikovat rGzné organy, od lymfatickych uzlin pfes mocové ustroji
az po centrdlni nervovou soustavu a mozkové pleny. Jeji priznaky se rtzni dle postizeného
organu. Pokud mykobakterie napadne dva a vice orgadn(, hovofime o diseminované formé.

[1], [3]

2.1.3. Diagnostika

vevys

skiagramu hrudniku. Obraz na rentgenu je u plicni formy typicky a lze dle néj spolehlivé
diagnostikovat TBC. U mimoplicni formy Ize vyuzit i CT (computed tomography, pocitacova
tomografie) ¢i MR (magnetickd rezonance) mozku, MR kosti, tkani organ( v bfisni dutiné ¢i

ultrasonografie ledvin a uzlin, v zavislosti na postizené oblasti. [1], [2]
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Toto vySetfeni lze podpofit mikroskopickym zhodnocenim a kultivaci mykobakterii
z rlznych biologickych materidll pacienta (napf. vypotku, sputa &i jiné télni tekutiny), které
by mély byt odebrany pred zahajenim terapie. Avsak kultivace je dlouhd, v fadech tydnu.

Odecet obvykle probihd po 3, 6 a 9 tydnech. [1], [2]

K novéjsSim laboratornim metodam lIze zaradit napf. metodu zaloZenou na detekci
znaleného %CO, uvolnéného vlivem mykobakterii, PCR (polymerase chain
reaction/polymerazova retézova reakce), LCR (ligase chain reaction/ligazova retézova
reakce) ¢i dokonce vysetreni na geny rezistence pro véasnou diagnostiku vysoce rezistentni

Mtb. [2]

Rovnéz lze vyuzit i imunologické testy zaloZzené na uvolnéni interferonu-y lymfocyty
a dalSimi burikami, které byly v kontaktu s mykobakteriemi. Nelze vsak odlisit, zda ma
pacient aktivni i latentni formu, protoZe timto testem prokazeme pouze setkani a ndkazu
pacienta patogenem. DalS$im testem je i tuberkulinovy kozZni test, ktery obecné prokazuje
precitlivélost na mykobakterie, se kterymi se jiz pacient setkal. Tento test muize byt
ponékud zkomplikovan proockovanosti populace vakcinou. Zaroven negativita tohoto testu
nutné nevylucuje infekci TBC. [1], [2], [3]

2.1.4. Terapie

Zakladnimi cili Ié¢by TBC je vylécit pacienta, zachovat jeho kvalitu Zivota, zabranit umrti,
predejit pozdnim komplikacim, zabranit Sifeni nemoci v populaci a vzniku rezistence na

klinicky uzivand antituberkulotika. [4]

V ramci preventivni terapie se snazime eliminovat mykobakterie v klidovém stavu a tim

snizit pravdépodobnost reaktivace nemoci. [3]

Lécba TBC probihd pod dohledem lékare. Dle rozhodnuti pneumologa mUiZze byt pacient
hospitalizovan a léen pod pfimym dohledem. Lécbu lze provadét i ambulantné za
predpokladu, Ze se nejednd o komplikovaného pacienta, je schopen spolupracovat

v domdci izolaci a neohroZuje zranitelné skupiny ve své domdcnosti. [5]

Standardni rezim lécby trvda 6 mésici a je indikovan u vSech pacientll s nové
diagnostikovanou TBC, HIV pozitivnim pacientlim a téhotnym Zenam. Tento reZim zahrnuje
¢tyrkombinaci zakladnich antituberkulotik v inicidlni fazi (2 mésice) s naslednym podanim

dvojkombinace v pokracovaci fazi (4 mésice). V nékterych pripadech lze terapii protahnout
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az na 9 mésicU. Jedna o napfiklad o mimoplicni TBC, TBC u imunokompromitovanych

pacientd ¢i u nutnosti redukci poctu ¢i davek antituberkulotik. [5]

Mezi zdkladni antituberkulotika fadime isoniazid (INH), rifampicin, ethambutol
a pyrazinamid. Dopliikovym lé¢ivem je streptomycin, ktery se vyuziva hlavné u rezistentni

formy nemoci, recidiv ¢i u formy TBC usidlené v centralni nervové soustaveé. [4]

Velkym problémem v léCbé je existence rezistentnich kmen(, zejména MDR-TB (multi-drug
resistant tuberculosis). Jednd se o tuberkulézu rezistentni na INH a rifampicin s moznou
rezistenci na dalsi |éCiva. [6] Terapie této formy obvykle trva alespon 2 roky a vyuZziva
specialni rezimy lécby s vyuzitim chinolonl, aminoglykosidd ¢i makrolidd s nasledujici
Upravou dle citlivosti. [2] Tato IéCiva shrnuje tabulka ¢. 1. Jednou z moZnosti je podani
pétikombinace skupiny A a B 6 mésicl. Nasleduje trojkombinace moxifloxacinu, cykloserinu

a klofaziminu 14 meésicua. [4]

Léciva uzZivané v terapii MDR-TB dle WHO

Skupina Léciva
. . L, .. | Levofloxacin nebo moxifloxacin
Skupina A: Pokud mozno, maji byt pouZity —
Y o Bedachilin
vsechny tfi
Linezolid
. . o , Klofazimin
Skupina B: Pokud moZno, pridat oba léky - —
Cykloserin nebo terizidon
Ethambutol
Delamanid

Skupina C: Pouzit na doplnéni lé¢ebného rezimu | Pyrazinamid

v pfipadé, pokud nelze pouzit 1éky ze skupiny A | Imipenem-cilastatin nebo meropenem

aB. Amikacin nebo streptomycin

Ethionamid nebo prothionamid

Kyselina p-aminosalicylova

Tabulka 1 Léciva na MDR-TB [4]

2.2.  Aktualné uZivana antituberkulotika prvni linie

2.2.1. lsoniazid
Isoniazid (struktura viz obrdzek 1) zastavuje syntézu mykolovych kyselin, které jsou

dllezitou soucasti bunécné stény. Diky tomuto mechanismu nema vliv na lidské bunky.
Jedna se o prolécivo, které se aktivuje mykobakteridlnim enzymem KatG. Rezistence v{ci
nému muZe zvySena hned nékolika zpUsoby, zejména mutaci zminéného KatG (znemozni

se aktivace |éciva) ¢i mutaci operonu gabG1-inhA (klicového enzymu v syntéze mykolovych
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kyselin). OvSsem zkfizena rezistence s jinymi antituberkulotiky se nevyskytuje. [7], [8]
Davkuje se 300 mg denné peroralné i parenteralné. [9]

H
OsN.
NH,

X

7

N

Obrdzek 1 Vzorec isoniazidu

2.2.2. Rifampicin
Rifampicin (struktura viz obrazek 2) inhibuje DNA-dependentni RNA polymerazu

prokaryotickych bunék. Kromé TBC je rovnéz ucinny proti lepie a vétSiné G+ i G- bakterii.
Rezistence se mulze vyvinout pomérné rychle pomoci mutace cilového mista RNA
polymerazy. [7] Podava se jak peroralné, tak parenterdlné v davce 450 mg ¢i 600 mg denné

dle hmotnosti. [9] Jeho strukturu ukazuje obrazek 2.

Obrdzek 2 Vzorec rifampicinu

2.2.3. Ethambutol
Ethambutol (struktura viz obrazek 3) blokuje arabinosyl-transferdzu. Timto zpUsobem

inhibuje tvorbu sacharid(i potfebnych pro vystavbu bunécné stény. [10] PUsobi pomérné

rychle, jiz po 24 hodinach. [7] Podava se peroralné v davce 15 mg/kg jednou denné. [9]

Obrdzek 3 Vzorec ethambutolu

2.2.4. Pyrazinamid
Bakteriostaticky efekt pyrazinamidu se aktivuje pfi kyselém pH, které se v mykobakterii

nachdzi. Plisobi efektivné proti intracelularnim organismim v makrofazich, diky hromadéni

|éCiva v lysozomech, které maiji pravé kyselé pH. Ve formé aktivniho metabolitu (kyseliny
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pyrazinkarboxylové) se vdie na aspartdtdekarboxyldzu PanD, enzym zodpovédny za
biosyntézu koenzymu A, ktery hraje roli v syntéze mastnych kyselin. Zkfizena rezistence se
zde nevyskytuje, avSak pfi monoterapii se rozvine pomérné rychle. [7], [11] UzZiva se

1500 mg ¢i 2000 mg denné v zavislosti na hmotnosti, a to ve formé tablet. [9] Strukturu

o)
N
[ \j)J\NHz
~
N

Obrazek 4 Vzorec pyrazinamidu

nalezneme na obrazku 4.

2.2.5. Streptomycin
Streptomycin (struktura viz obrazek 5) inhibuje syntézu bakteridlnich protein( pres vazbu

na 30S podjednotku ribozomu a tvorby abnormdlniho pdaru kodon:antikodon. Jeho
transport do bunék je zavisly na kysliku, tudiz pdsobi pouze na aeroby. Plsobi baktericidné
a jeho efekt mlze byt posilen antibiotiky pUsobicimi na bunécnou sténu. Rezistence se
rozviji pomérné snadno nékolika mechanismy. NejdllezZitéjsSim je inaktivace
antituberkulotika mikrobialnimi enzymy. [7] Podava se intravendzné od 10 mg/kg do

15 mg/kg v zavislosti na véku. Po pocatecni fazi se jiz ve vSech vékovych kategoriich uziva

15 mg/kg tfikrat tydné. [9]

H,N
HO HN—  )—NH OHHN
HN NH,

Obrazek 5 Vzorec streptomycinu

2.3.  Nitrované antimikrobialni latky

2.3.1. Vyznam nitroskupiny v antimikrobnich latkach
Nitroskupina diky svym fyzikalnim a chemicky vlastnostem (zdporny mezomerni i indukéni

efekt, polarita, velikost, schopnost tvofit vodikové mistky) hraje podstatnou roli

v protimikrobnich latkach. [12]

Jednou z nich jsou redoxni vlastnosti. Nitroskupina se mze pomoci oxidoreduktaz (napf.

pyruvat/ferredoxin oxidoreduktaza) redukovat na rdzné formy znazornéné na obrdazku 6.
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JakoZto kofaktory  vyuZzivaji  tyto enzymy  flavinmononukleotid (FMN),
flavinadenindinukleotid  (FAD), nikotinamidadenindinukleotid-fosfat (NADPH) (i
nikotinamiddinukleotid (NADH). [12]

Type | NTR Type | NTR Type | NTR
Ar—NO; — > Ar—NO —— > Ar—NHOH —— > Ar—NH,

O,
Type Il NTR & 0, ( Ar—NO,

Ar—NO,
Obrdzek 6 Obecny mechanismus redukce aromatickych nitrosloucenin [12]
Timto zpusobem mohou pfimo plsobit ¢i jako proléciva po bioaktivaci na reaktivni formy
dusiku, které teprve atakuji patogeny. U¢inkovat mohou i produkci volnych radikal(i. Aviak
tyto formy rovnéz hraiji roli v toxicité nitrovanych antibiotik, jmenovité vyssi hepatotoxicité,
genotoxicité, mutagenité (mechanismus pusobeni viz obrazek 7) ¢i kancerogenicité. [12],

[13]

Ar-NH, O-acetyl
transferase
- Ar-NHOAC
2e’ reduction
N-acetyl
—_— . . transferase
Ar-NO» — Ar-NOy —— Ar-NO c—» Ar-NHO —» Ar-NHOH — Ar-NAcOH
0; O, Radical Nitroso
Anion
H* Ar-NHOS0O,
sulfotransferase
REACTIVE OXYGEN SPECIES
[
0 0
PSS I I o S R,
/l{:. Al ,L«; N U\ P > Nitrenium ion
H,N™ "N N + N T}.N

[ MUTATION/GENOTOXICITY ]

Obrdzek 7 Mutagenni plsobeni nitroaromatd [14]
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2.3.2. Nitroimidazoly
Nitroimidazoly jsou slouceniny svelmi Sirokym spektrem ucinku proti parazitim,

mykobakteriim a anaerobnim mikroorganismim. Strukturalné se jednd o imidazoly
s pfipojenou nitroskupinou v poloze 2, 4 ¢i 5. [15]

2.3.2.1. 5-nitroimidazoly

MuZeme zde zafadit hned nékolik latek, jmenovité tinidazol, ornidazol ¢i seknidazol. Oviem

nezndméjsi zastupce je bezesporu metronidazol (struktura viz obrazek 8). [12]

Pouziva se jiz od 50. let minulého stoleti na Ié¢bu anaerobnich bakterialnich a parazitickych
infekci (trichomoniazy, amébidzy, giardidzy...), na pfidruzené infekce u Crohnovy choroby
a rosaceu. Rovné? je uc¢inny na latentni/anaerobné rostouci mykobakterie. Kromé Sirokého
spektra ma rovnéz i pfijatelné nezddouci Ucinky. Plsobi jako prolécivo. Mechanismus
ucinku je zaloZen na vstupu do buriky, nasledné tvorby redukované formy (vznika acetamid
a hydroxyethyloxamova kyselina) ve které se vaze na DNA, ¢imZ inhibuje syntézu

nukleovych kyselin, a tim vede ke konecné inaktivaci patogenu. [12], [15]

OH

)
O,N \&NW/

Obrazek 8 Struktura metronidazolu [15)
Kromé samotného metronidazolu byly i vyvinuty jeho hybridy — donory oxidu dusnatého
(jejich struktury viz obrazek 9). RozliSujeme zde tfi skupiny, nitrooxy, furoxanové
a furazanové derivaty. Byly nasyntetizovany za ucelem eradikace Helicobacter pylori
v terapii zaludecnich viedl a dalSich gastrointestinalnich potiZich. Tyto latky projevily v in
vitro testovani lepsi vysledky v aktivité proti H. pylori nez samotny metronidazol, coz? je

jedno z lé¢iv prvni volby. [12]

16



Metronidazol hybridy - estery s Metronidazol-furoxan hybridy
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/\( Metronidazol-furazan hybridy

~ )J\/\/ NO:
e 1 \
7/ \/\N/\(\K
(NCX 972) Ho I N
N-g

N-o
(R = Ph, SO,Ph)
Obrazek 9 Metronidazolové hybridy - NO donory [12]
Proti visceralni leishamindze byly nasyntetizovany hybridy metronidazolu a chinolinu, kde
jiz samotné latky pfed hybridizaci mély jistou aktivitu proti témto patogenim. Jejich

struktury jsou znazornény na obrazku 10. [12]

Y CRBS
N N/ N =

TN OOy
P N02 P4

Obrazek 10 Metronidazol-chinolinové hybridy [12]
Proti trichomonidze byly zhodnoceny hybridy metronidazolu s kyselinou para-
hydroxybenzoovou. Jeden ze série, 4-[2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-
yl)ethoxy]benzoova kyselina, vykazal 1,8x vyssi efekt oproti metronidazolu (struktura viz

obrazek 11). [15]
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Obrazek 11 Struktura 4-[2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethoxy]benzoové kyseliny [15]
Do druhé generace nitroimidazoll spadd seknidazol (struktura viz obrazek 12). Oproti
metronidazolu ma delsi biologicky polocas a vyssi vstfebani per os. PUsobi selektivné na
anaerobni bakterie a protozoa. Mechanismus ucinku je podobny metronidazolu, spocivajici

v tvorbé reaktivnich radikalu, které interferuji se syntézou DNA. [15]

Ao
4

NO,

Obrdzek 12 Struktura seknidazolu [15]
Tinidazol (struktura viz obrdzek 13), dalsi z nitroimidazold, je antiprotozoalni prolécivo
uzivané k terapii trichomoniazy, amebidzy, bakterialni vagindzy, negonokokové uretritidy a
jinych sexualné prenosnych nemoci. Jeho mechanismus ucinku je neznamy, ale

predpokladad se, Ze je podobny vyse zminénym nitroimidazollm. [15]

A
I
~ _\—ﬁ—\
NO, o)
Obrdzek 13 Struktura tinidazolu [15]

Ornidazol (struktura viz obrazek 14) ma pomérné Siroké spektrum ucinku, od zaludecnich,
stfevnich infekci az po ty mocové ¢i pohlavni. Lze ho vyuZit i preventivné na infekce pfi
operacnich zakrocich. Molekula ornidazolu prochazi pasivnim transportem do burky, kde

se pomoci ferredoxin-redoxniho systému redukuje na aktivni amino formu. [15]
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e

Obrdzek 14 Struktura ornidazolu [15]
Mezi novéjsi latky této skupiné se fradi satranidazol (struktura viz obrazek 15),
sulfonamidovy nitroimidazol s vazbou C-N na C2. Funguje na jaterni abscesy zpUlsobené
amébami, trichomonidzu a giardiézu. Pro svUj Ucinek musi projit do buriky pasivni difuzi
a nasledné bakteridlnim redoxnim systémem se redukuje na cytotoxickou formu. V této

formé atakuje DNA a dalsi dllezité biomolekuly. [15]

oy /HM

Obrdzek 15 Struktura satranidazolu [15]

2.3.2.2. 4-nitroimidazoly
Jedna se o bicyklické slouceniny obsahujici imidazol a péti- ¢i Sesticlenny kyslikovy kruh

(struktury viz obrdzek 16). Patfi k nim naptiklad delamanid ¢i pretomanid. Tyto latky
prokazaly aktivitu proti Mycobacterium tuberculosis a rovnéz i proti anaerobnim infekcim.
Mechanismus ucinku zahrnuje tvorbu NO2 a/nebo NO, které se Gcéastni na biologické
aktivité. Z téch latek byl schvalen pretonamid (FDA, Food and Drug Administration)
v kombinaci s bedachilinem a linezolidem a rovnéz i delamanid (EMA, European Medicines

Agency) k |é¢bé multilékové rezistentni TBC. [12], [16]
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Obrézek 16 Struktury antimykobakteridlné aktivnich 4-nitroimidazold [12]
Jak bylo zminéno vysSe, pretomanid (struktura viz obrdzek 16) je antituberkulotikum
plsobici také na rezistentni formy nemoci. PlUsobi po aktivaci Faxo-systémem (sloZzen ze
2 enzymU — deazaflavin dependentni nitroreduktazy a Fa20 dependentni glukdza-6-fosfat
dehydrogendzy a ¢tyf koenzym) pfitomnym v mykobakterii. Mechanismus ucinku spociva
v inhibici DprE2 (dekaprenylfosforyl-beta-D-rib6za-2"-epimeraza 2), klicového enzymu

v syntéze arabinogalaktanu, ktery je soucasti bunécné stény mykobakterie. [15], [17]

Dalsi ze zadstupcl této strukturni skupiny je delamanid (struktura viz obrazek 16). Jedna se

o nitro-dihydroimidazooxazol ucinny také na rezistentni tuberkuldzu. Stejné jako
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pretomanid musi byt delamanid aktivovan v mykobakterii. Mechanismus ucinku je shodny
s pretomanidem, tedy pres inhibici DprE2. Kvili zjiSténé toxicité pro embryo/plod je IéCivo

nevhodné k podavani téhotnym zendm. [15], [16], [17]

Megazol (struktura viz obrdzek 17), hybrid 4-nitroimidazolu a 2-amino-1,3,4-thiadiazolu,
byl vyvinut za ucelem eradikace Trypanosoma brucei a Trypanosoma cruzi. Presny
mechanismus Ucinku neni zndm. Predpoklada se, Ze pasivni difuzi prochazi do agens, kde

po redukci tvori nitroradikaly, zodpovédné za toxické plsobeni na metabolismus. [18], [19]

/ N
N S
Lo« T

Obrazek 17 Struktura megazolu [19]

O2N Hy

2.3.2.3. 2-nitroimidazoly
Na rozdil od metronidazolu tyto latky v téle neprodukuji oxidy dusiku a vSechny atomy

dusiku a kysliku zdstavaji navazany na pGvodni molekuly. Radime sem naptiklad azomycin,

misonidazol ¢i benzindazol. [12] Jejich struktury jsou znazornény na obrazku 18.

OzN/E} ozN/E} O,N /2}
H

HN
1

Azomycin Misonidazol Benznidazol

Obrdazek 18 Struktury 2-nitroimidazol( [12]
Benznidazol je |écivo uZivané na Chagasovu nemoc zplsobenou Trypanosoma cruzi, jak na
akutni, tak i chronickou formu. Analogicky jako predchozi latky, benznidazol plsobi az po
redukci na amino formu parazitickymi nitroreduktdzami. Posléze se vaze na proteiny, lipidy
¢i nukleové kyseliny, které nasledné poskozuje. Je nevhodny pro téhotné zeny. V posledni
dobé se na néj zacind tvofit rezistence. Mezi jeho nezadouci Ucinky patfi dermatitida i

periferni neuropatie. [15], [20]

21



2.3.3. Nitrofurany a nitrothiofeny
Zakladem struktury je heterocyklus (furan ¢i thiofen) substituovany nitroskupinou. Tyto

latky jsou jiz dlouho uZivany v terapii anaerobnich bakteridlnich a parazitickych infekci.
PUsobi pres uvoliovani NO2 a NO po metabolizaci v jatrech. [12], [15] Jejich struktury jsou

znazornény na obrazku 19.

o)

o

Nitrofurantoin

O
o [N
O3N U/\\N _N \) o

Nifurtimox

S
S O-N N
02N N 2
UO\ O
—N
Nitrothiofen —NH

Thienopyrimidin (TPO35)

Obrazek 19 Struktury nékterych nitrofurand a nitrothiofend [12]

2.3.3.1. Nitrofurantoin
Nitrofurantoin, jakozto nejvyznamnéjsi zastupce této strukturni skupiny, je antibiotikum

uzivané na prevenci a terapii mocovych infekci (naptiklad infekce E. coli, Enterobacter Ci
Enterococcus), zejména akutni cystitidy. Mechanismus ucinku je komplexni a zahrnuje
reaktivni produkty vzniklé bakteridlni nitroreduktazou, které nasledné inhibuji citratovy
cyklus, syntézu DNA, RNA a proteind. [12], [15] Z nezddoucich Ucinku se nejcastéji vyskytuje
nauzea, zvraceni, prajem ¢i ztrata chuti. [21]

2.3.3.2. Nifurtimox

Dalsim zastupcem je nifurtimox, léCivo pUsobici proti Chagasové nemoci a trypanozomé
zpUsobujici spavou nemoc. Jedna se o prolécivo, které se aktivuje v jatrech pomoci
cytochromu P450 a nitroreduktazy. V aktivni formé inhibuje trypanothion-reduktdzu a tim
ovliviiuje bunéénou ochranu proti oxidanimu stresu. [12], [15], [22]

2.3.3.3. Nifuroxazid

Sirokospektré stfevni antibiotikum uZivané na akutni & chronické infekéni prajmy,
zplUsobené pozienim jidla ¢i napoji kontaminovanych patogeny jako Giardia nebo
Cryptosporidium. Inhibuje proces bunécného dychani a biosyntézu nukleovych kyselin.
Jeho vyhodou je, Ze neovliviiuje intestindlni floru i pfi podani vysokych davek. [15], [23]

Jeho struktura je znazornéna na obrazku 20.
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Obrazek 20 Vzorec nifuroxazidu [15]

2.3.3.4. Nitrothiofeny
Diky podobnosti thiofenu s furanem a imidazolem byly vytvofena a zhodnocena série latek

se zakladem 5-nitrothiofenu a otestovana na aktivitu proti mykobakteriim. Vzesla z toho
aktivni a zdroven netoxickda vaddi struktura 2-(3-methylpiperidin-1-yl)-5-nitrothiofen.
Studie ukazuji, Ze pro mechanismus ucinku je dualezitd pritomnost Fao-dependentni
nitroreduktdzy obsazena napfiklad v Mycobacterium smegmatis, jejiz vlivem se z molekuly

uvolfiuje NOy". [12]

Zminény mechanismus byl studovan na latce TPO53, coZ je kondenzovany thiofen-
pyrimidin aktivni v{ci replikujici i nereplikujici formé mykobakterii. [12]

2.3.3.5. Noveé latky se strukturou nitrofuran( [15]

Prvni slouceniny kombinuji nitrofuran a triazolovy skelet (viz obrazek 21), ktery se jiz
klinicky osvédcil. Byly testovany na aktivitu proti G+, G- a kvasince Candida albicans.
Nejucinnéjsi se ukdzala struktura se dvéma atomy chloru na fenylu, ktera méla zhruba 2x

vyssi aktivitu nez klinicky vyuzivany mikonazol proti C. albicans a C. parapsilosis.

Obrdzek 21 Struktura nitrofuran-triazolovych hybridi[15]
Dalsi vyzkum byl zaméren na pentacyklické derivaty nitrofuranu (struktura viz obrazek 22)
s potencidlni antituberkulotickou aktivitou. Vysoce aktivni vici nereplikujici se formé
Mycobacterium tuberculosis se ukazal 3-(5-nitrofuran-2-yl)-5-{4-[4-(4-

trifluormethylfenoxy)piperidin-1-yl]fenyl}-4,5-dihydroisoxazol.
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Obrdzek 22 Struktura 3-(5-nitrofuran-2-yl)-5-{4-[4-(4-trifluormethylfenoxy)piperidin-1-ylifenyl}-4,5-dihydroisoxazolu [15]
Obecnym trendem se ukazal byt fakt, Ze aktivitu zvysSuji elektron-odtahujici skupiny.
Z dalsich derivatQ se ukdazal aktivni proti mykobakteriim 2-[(3,4-dibrom-5-nitrofuran-2-
yl)methylen]-N-fenylhydrazin-1-karbothioamid (struktura viz obrazek 23). Oproti

referencni latce, rifampicinu, byla aktivita vyssi az o 2 Fady.

Obrdzek 23 Struktura 2-[(3,4-dibrom-5-nitrofuran-2-yl)methylen]-N-fenylhydrazin-1-karbothioamidu [15]
Derivaty nitrofuran-thiadiazolu byly testovany na aktivitu proti leishmanidéze. Dobré
vysledky ukazal 1-(5-chlor-2-thienyl)-2-{[5-(5-nitrofuran-2-yl)-1,3,4-thiadiazol-2-
yllthio}ethan-1-on (struktura viz obrazek 24), a to proti Leishmania major, agens
zpUsobujici kozni leishmanidézu. Jeho ICso byla zhruba 9x nizsi oproti flukonazolu,

referen¢nimu lécCivu.

Obrdzek 24 Struktura 1-(5-chlor-2-thienyl)-2-{[5-(5-nitrofuran-2-yl)-1,3,4-thiadiazol-2-yl]thio}ethan-1-onu [15]

2.3.4. Nitrothiazoly
Byly syntetizovdny a testovdny derivaty 5-nitro-2-aminothiazolu proti riGznym kmenim

rodu Trypanosoma. 2-{4-[(4-Chlorfenyl)(fenyl)methyl]piperazin-1-yl}-N-(5-nitrothiazol-2-
yl)acetamid (struktura viz obrazek 25) vykazal okolo ¢tyrnasobku aktivity benznidazolu jako

referencni latky. [15]
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Obrdzek 25 Struktura 2-{4-[(4-chlorfenyl)(fenyl)methyl]piperazin-1-yl}-N-(5-nitrothiazol-2-yl)acetamidu [15]

2.3.5. 1,3-Benzothiazin-4-ony
| tato skupina se ukazala aktivni proti tuberkuldze, a to zejména latka BTZ043. Pro ucinek

je dulezita pritomnost atomu siry a nitro skupiny, nebot redukce nitroskupiny na
hydroxylamin/amin sniZuje aktivitu. BTZ043 (struktura viz obrazek 26) ve formé proléciva
se redukci aktivuje na nitrosoderivat, ktery se kovalentné vaze na aktivni misto (thiolova
skupina cysteinu 387) DprEl (dekaprenylfosforyl-beta-D-rib6za-2"-epimeraza 1), enzymu

hrajici dllezitou roli v tvorbé bunécné stény. [12], [24]

NO, o
S _N
T
N
FiC
0

Obrdzek 26 Struktura BTZ043 [12]

Modifikaci strukturniho zadkladu BTZ043 vznikl makozinon (obrazek 27) se stejnym
mechanismem ucinku, avsak s nizsi cenou vyroby, jednodussi chemickou syntézou a lepSim

farmakodynamickym profilem. [25]
NO, (\N
SYN\)
|
N

O

FsC

Obrdzek 27 Struktura makozinonu [25]
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2.3.6. Nitrofenylové derivaty
Nékolik latek z této skupiny jsou aktualné uzivany jakozto protiinfek¢ni latky. Strukturné

obsahuji nitro skupinu kovalentné vazanou na benzenovy kruh. [15]

2.3.6.1. Amfenikoly

Zakladni strukturou této skupiny je (1R,2R)-N-(1,3-dihydroxy-1-fenylpropan-2-yl)acetamid.
[26] Jednotlivé latky se od sebe lisi substituci v poloze 4 benzenového jadra (nitro i
methylsulfonylova skupina) ¢i substituci na acetamidovém skeletu (dichlor ¢i azidova
skupina). Jedna vyjimka ze zakladniho skeletu vznikla oboménou OH skupiny na C3 za fluor

u florfenikolu. Zminéné struktury jsou znazornény na obrazku 28. [27]

OH OH OH OH
Cl
HN HN
O,N cl O,N \n/\N3
(6] (0]
Chloramfenikol Azidamfenikol
OH OH OH F
Cl Cl
(@)
Q HN \ HNWH\C'
P-4 cl S
o} O o}
Thiamfenikol Florfenikol

Obrazek 28 Struktury amfenikol( [26]
Jedna se o pomérné Sirokospektra antibiotika plsobici proti G+ i G- mikroorganizmm. [26]
Vlivem pfitomnosti nezadoucich ucinka citajic napf. aplastickou anémii, Gtlum kostni diené
Ci ,gray baby“ syndrom a pomérné rozsifené rezistenci, bylo jejich uzivani znaéné omezeno.
[15], [27] V Kklinické praxi se amfenikoly vyuZivaji bud ve formé topickych pfipravki
(chloramfenikol v mastech ¢i ocnich kapkach) [26], ve veterindrni praxi (napt. florfenikol
v terapii respiracnich infekci dobytku a prasat) kvlli absenci zminénych nezadoucich Gcinkd
u zvirat, ¢i jako rezervni antibiotikum na tézké infekce (napt. rezistentni Haemophilus
influenzae, menigitida u pacientd, kterym nemohou byt podany peniciliny, ¢i na bfisni

tyfus). [7]
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Mechanismus ucinku je zaloZzen na reverzibilni vazbé na L16 protein 50S podjednotky
bakteridlniho ribozomu. Timto zplsobem se zastavi rlist proteinU inhibici tvorby peptidové
vazby. [15]

2.3.6.2. Niklosamid

Jedna se o Siroce uzivané anthelmintikum na lé¢bu tasemnicovych infekci i schistosomdzy.
Rovnéz se u néj prokazala i protirakovinna aktivita v preklinickych studiich. Mechanismus
ucinku je zaloZzen na procesu rozvratu vodikového gradientu na vnitfni mitochondrialni
membrané, inhibici syntézy ATP a aktivaci dychaciho fetézce pro oxidaci NADH. [15], [28]

Jeho struktura je znazornéna na obrazku 29.

O,N

Iz

Cl
Cl

Obrazek 29 Struktura niklosamidu [15]

2.3.6.3. Oxamnichin
Semisyntetické anthelmintikum s tetrahydrochinolinem (viz obrazek 30) jako zakladem

struktury se uziva na Iécbu infekce Schistosomiasis mansoni (i kdyZ je preferovano uziti
prazikvantelu). Jeho mechanismus plsobeni neni plné znam. Pravdépodobné se jedna
o prolécivo. Po absorpci parazitem vznikd ester oxamnichinu s kyselinou sirovou pomoci
endogenni sulfotransferdzy. Tento ester se samovolné rozklada, tim se méni na reaktivni
elektrofil, ktery se vaze na DNA, proteiny a dal$i makromolekuly, coz ma za nasledek
kontrakci a paralyzu parazita. Nej¢astéji hlasené nezadouci Ucinky jsou nauzea, zvraceni,
bolest hlavy ¢i ospalost. Vzhledem k jeho vaznéjsim nezadoucim ucinkdm na centraini

nervovou soustavu (halucinace, kiece) je indikovan pouze pfi rezistenci na prazikvantel.

[15], [29]
Hom
H
N
O,N N Y
Obrazek 30 Struktura oxamnichinu [15]
2.3.6.4. Nitroxolin

Hydroxychinolinové lécivo (struktura viz obrazek 31) uc¢inné na mocové infekce zplisobené

béZznymi G+ a G- mikroorganismy (napf. E. coli). Byla rovnéz prokazana jeho ucinnost proti
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Candida auris ¢i bakteriim zpUsobujici prajem (napft. Clostridium difficile, Salmonella

vrve

kationt( potfebnych pro funkci RNA polymerazy. [15], [30]

OH

/

NO,

Obrdzek 31 Struktura nitroxolinu [15]

2.3.6.5. Nové ldtky se strukturou nitrobenzenu [13]
Jedny z novéjSich latek vykazujici antimykobakteridlni aktivitu jsou derivaty N-(2-

fenoxyethyl)imidazol[1,2-a]pyridin-3-karboxamidu (struktura viz obrdzek 32). Prokazaly

slibnou aktivitu proti kmeni Hz7Rv.

= ‘Z\ZNF/ - ) Nﬁ_/
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Obrdzek 32 Struktury derivatu N-(2-fenoxyethyl)imidazol[1,2-a]pyridin-3-karboxamidu a 1-{4-{[2-(2,4-dinitrofenyl)
hydrazon]methyl}fenyl}-1H-1,2,4-triazolu [13]
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Proti stejnému kmeni rovnéZz prokazaly aktivitu derivaty 1-{4-{[2-(2,4-dinitrofenyl)
hydrazon]methyl}fenyl}-1H-1,2,4-triazolu (struktura viz obrazek 32) i 2-(1-benzoyl-1H-
benzo[d]imidazol-2-ylthio)-N-substituované amidy (struktura viz obrazek 33), které

zaroven prokazaly efekt antifungalni ¢i antiproliferativni.

Ow S¥s O*UQ

Obrdzek 33 Struktury 2-(1-benzoyl-1H-benzo[d]imidazol-2-ylthio)-N-substituovanych amidi [13]
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3 Cil prace

Cilem prace je syntetizovat a zhodnotit biologickou aktivitu derivatd nitrovanych aromatu,
konkrétné 2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-fenylpropanamid( substituovanych
raznymi skupinami obsahujici halogeny na N-fenylpropanamidové ¢asti. Rovnéz se pfipravi
jedna molekula substituovana n-oktylem. Jde o analogii pfechozi prace, kde byl misto 3,5-
dinitrobenzohydrazidu pouzit k pfipravé analogickych sloucenin isoniazid. [31] Podle této
prace byly voleny i substituenty na anilidové ¢asti cilovych molekul. U sloucenin s nejvyssi
aktivitou bude provedena zdména jedné nitro skupiny za trifluormethylovou. Jedna se

o analogii s BTZ043. [24]

> 0 R
N A ! N° N
X NT N H H
| H H
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N

X = NOz, CF3

R =F, Cl, Br, I, CF5, OCF,H, OCF5,SCFs, CgH-

Obrazek 34 Schéma cile diplomové prdce

Ptipravené slouceniny podstoupi in vitro testovani biologické aktivity vici mykobakteriim.

Tyto hodnoty se porovnaji s isoniazidem a nesubstituovanymi hydrazidy.
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4 Prakticka ¢ast

PFi syntézach byly pouzity komeréné dostupné chemikalie a rozpoustédla od firem Merck
(Darmstadt, Némecko), VWR/Avantor (Stfibrnd Skalice, Ceskd republika), Lach-Ner
(Neratovice, Ceskd republika) a Penta Chemicals (Praha, Ceskd republika), které byly dale

pouzity bez dalSiho CiSténi, pouze n-hexan byl purifikovan destilaci.

Pribéh vsech reakci byl pravidelné monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC).
Jako staciondrni faze byly pouzity desticky s 0,2 mm vrstvou silikagelu 60 F254 od firmy
Merck (Darmstadt, Némecko). Jako mobilni faze byla pouZivdana soustava
dichlormethan/methanol v poméru 98:2 (v/v), detekce byla provadéna UV lampou (UV

Lamp 4, Camag, Muttenz, Svycarsko) pf¥i 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.

Infracervenad spektra byla zmérena technikou ATR (attenuated total reflectance; Ge krystal)
spektrofotometrem Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
v rozmezi 650-4000 cm™. Méfeni probihala na Katedfe organické a bioorganické chemie

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (pani Iva Vencovska).

NMR spektra byla zméfena na Katedre organické a bioorganické chemie Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové doc. PharmDr. Jifim KuneSem, CSc. Méfeni
probihala pfi laboratorni teploté na pfistrojich Varian VNMR S500 (500 MHz pro 'H a 126
MHz pro 3C; Varian Comp., Palo Alto, USA) a JNM-ECZ 600R (600 MHz pro *H a 151 MHz
pro 13C; JEOL, Tokio, Japonsko). Jako rozpoustédlo byly pouZity deuterovany
dimethylsulfoxid (DMSO-ds) a aceton (hodnoty chemického posunu & (v ppm)
v protonovych spektrech jsou vztazeny nepfimo k tetramethylsilanu, uhlikové posuny byly
stanoveny podle centralni linie signdlu rozpoustédla (DMSO-ds pfi 6 = 39,5 ppm, aceton-ds
pfi 6 = 29,8 a 206,3 ppm). Interakéni konstanta (J) je uvedena v Hz. NMR spektra byla
vyhodnocena pomoci programu MestReNova (Mestrelab Research, Santiago de

Compostela, Spanélsko).

Elementarni analyza (C, H, N) byla provedena na pfistroji Vario MICRO Cube Element

Analyzer (Elementar Analysensysteme, Hanau, Némecko) na Katedie farmaceutické
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chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Vypoctené

i zmérené hodnoty jsou udany v procentech.

Chemické vzorce a reakéni schémata byly vytvoreny a chemické nazvy byly zkontrolovany
pomoci programu ChemDraw Ultra 21.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA). V tomto

programu byly také vypocteny ocekavané vysledky elementarni analyzy.

Cistota ptipravenych slouéenin byla ovéfena pomoci TLC, NMR spektroskopie, teploty tani

a elementarni analyzy.

4.1. Syntéza prekurzor(
4.1.1. Kyselina (E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanova
3,5-Dinitrobenzoova kyselina (10,135 g, 47,78 mmol) byla rozpusténa ve 100 ml methanolu.

Po kapkach byla pridana koncentrovand kyselina sirovd (7 ml) a smés byla ponechana
reagovat pres noc za varu pod zpétnym chladicem. Methanol byl odpafen pomoci
snizeného tlaku a zbytek byl rozpustén v ethyl-acetdtu. Pomoci nasyceného roztoku
hydrogenuhlic¢itanu sodného se upravilo pH na hodnotu 7. Reakéni smés se poté vytiepala
solankou a organicka ¢ast byla vysuSena stanim nad bezvodym siranem sodnym. Ethyl-
acetat byl odpafen pomoci snizeného tlaku za zisku krystalického produktu. [32] VytézZzek

byl 96 %.

Ziskany methyl-3,5-dinitrobenzoat (10,47 g, 46,30 mmol) byl rozpustén ve 300 ml horkého
ethanolu. Po kapkach byl pfidan v nadbytku 64% roztok hydrazin hydratu (7 ml) a smés se
michala 1 hodinu za laboratorni teploty. Posléze se smés ochladila externé ledem na 0 °C
a byla naddle michana 4 hodiny. Smés jsme prefiltrovali a izolované krystaly promyli

postupné ethanolem a diethyletherem. [33] Vytézek po vysuSeni byl 52 %.

3,5-Dinitrobenzohydrazid (5,38 g, 23,78 mmol) byl rozpustén ve 400ml horkého ethanolu.
Posléze byl postupné prikapavan 1,1 ekvivalent (2,30 g, 1,86 ml) kyseliny pyrohroznové
a smés se michala za varu 1 hodinu pod zpétnym chladiéem. Srazenina byla odfiltrovana

a promyta studenym methanolem. [31] Vytézek byl 61 %.

32



0 O
O,N H,SO; reflux 12h O,N - NH;NH,.H,0, EtOH O2N N,NHz
OH 3 0 4h, 0°C H
MeOH
NO,

NO,

NO,
o o o) 0
O,N -NH; O,N N
H N @) OH reflux 1h 2 ”’ A OH
EtOH
NO, NO,

Obrdzek 35 Schéma syntézy kyseliny (E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanové

4.2.2. Kyselina (E)-2-{2-[3-nitro-5-(trifluormethyl)benzoyllhydrazinyliden}propanova
Dymava kyselina dusi¢na (5,5 ml) se po kapkdach za intenzivniho michani pridala ke smési

kyseliny 3-trifluormethylbenzoové (5 g, 26 mmol) a koncentrované kyseliny sirové (23 ml).
Smés se michala 3 hodiny pfi pokojové teploté a poté se nalila na led. Precipitat byl hned
odfiltrovan, rozpustén ve 30 ml ethyl-acetdtu a extrahovan 2x25 ml vodou a 2x25 ml
solankou. Organickd vrstva se vysusila bezvodym siranem sodnym a ethyl-acetat byl

odparen za snizeného tlaku. [33] VytéZek je 76 %.

3-Nitro-5-(trifluormethyl)benzoova kyselina (4,728 g, 20,09 mmol) se rozpustila v 70 ml
methanolu a pfidalo se 15 kapek koncentrované kyseliny sirové. Smés se michala pod
zpétnym chladi¢em za varu 48 hodin. Rozpoustédlo se odpafilo za snizeného tlaku a zbytek
byl rozpustén v 60 ml ethyl-acetdtu a promyt 2x40 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu
sodného a 1x40 ml solanky. Vodné vrstvy byly poté jesté vytrepany s ethyl-acetatem.
Organické frakce byly spojeny a vysuseny bezvodym siranem sodnym. Nasledné byl ethyl-

acetat odparen za snizeného tlaku. [33] Vytézek byl 87 %.

Hydrazin hydrat (8,686 ml, 87,12 mmol) se pfidal do roztoku methyl-3-nitro-5-
(trifluormethyl)benzoatu (4,343 g, 17,43 mmol) v 80 ml ethanolu. Smés se 2 hodiny michala
za varu pod zpétnym chladicem. Rozpoustédlo se odpafilo za snizeného tlaku a zbytek se
rozpustil v 80 ml chloroformu a extrahoval 3x40 ml vody a 1x20 ml solanky. Organicka
vrstva se vysusila bezvodym siranem sodnym a odpafila za snizeného tlaku. [33] Vytézek

byl 89 %.

3-Nitro-5-(trifluormethyl)benzohydrazid (2,0 g, 8 mmol) byl rozpustén ve 60 ml horkého
methanolu. Posléze byl postupné pfikapavan 1,1 ekvivalent pyruvadtu a smés se michala

2 hodiny pod zpétnym chladi¢em. Methanol se odpafil za snizeného tlaku a zbytek byl
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rozpustén v ethyl-acetdtu a prevrstven hexanem. Vzniklé krystaly byly odfiltrovany

a vysuseny. [31] Vytézek byl 89 %.
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Obrdzek 36 Schéma syntézy kyseliny (E)-2-{2-[3-nitro-5-(trifluormethyl)benzoyl]hydrazinylidenj}propanové

4.3.  Syntéza (E)-N-fenyl-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidd
Obecny postup syntézy

2-[2-(3,5-Dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanova kyselina (296,2 mg, 1,0 mmol) a 1,1
ekvivalentu 1-hydroxybenzotriazol hydratu (HOBt, 148 mg) bylo rozpusténo v 20 ml DMF
(N,N-dimethylformamid) za stalého michani. Smés byla ochlazena ledovou lazni na 0 °C. Byl
pfidan odpovidajici substituovany anilin (1,1 mmol), N-(3-dimethylaminopropyl)-N*
ethylkarbodiimid hydrochlorid (EDAC.HCI, 2,6 mmol, 500 mg) a smés se ponechala michat
24 hodin pfi 0°C. Rozpoustédlo se odpafilo do sucha za snizeného tlaku a zbytek se rozpustil
v 15 ml ethyl-acetatu. Reakéni smés byla prevedena do délici nalevky a vytfepana postupné
s 15 ml vody, 2x15 ml 10% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a 2x15 ml solanky.
Organickd vrstva se oddélila a vysusila bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédlo se
odpafilo do sucha pod snizenym tlakem. Pokud bylo potfeba, produkt se pfrecistil
krystalizaci z dichlormethanu nebo pouzitim kolonové chromatografie. [31] Jako mobilni

faze se pouzZila smés dichlormethanu a methanolu v poméru 98:2 (v/v).

O,N _N NH,
2 NS OH + I XN HOBt EDAC. HCl w)k
H R4 _ TDMF, 0°C, 24 0

NO,

Obrazek 37 Schéma syntézy (E)-N-fenyl-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid
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(E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(3-fluorfenyl)propanamid (JD-M-F)
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NO,

Obrdzek 38 Schéma syntézy (E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(3-fluorfenyl)propanamidu

Sumarni vzorec: Ci6H12FN5O6

Relativni molekulovd hmotnost: 389,30

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 35%

Teplota tani: 154,4 °C

Rt 0,86

1H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.59 (s, 1H, CONHN), 10.26 (s, 1H, CONH), 9.02 (s, 2H, H2,
H6), 8.98 (s, 1H, H4), 7.72 — 7.68 (m, 1H, H2"), 7.55 — 7.51 (m, 1H, H6°), 7.36 — 7.30 (m, 1H,
H5'), 6.91 — 6.86 (m, 1H, H4'), 2.24 (s, 3H, CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 163.53, 162.58 (d, J = 241.3 Hz), 152.45, 148.48, 148.30,
140.50 (d, J = 7.6 Hz), 136.51, 130.83 (d, J = 9.6 Hz), 129.18, 122.00, 116.51, 110.88 (d, J =
20.6 Hz), 107.38 (d, J = 20.7 Hz), 13.37.

IR: 3107, 1667, 1629, 1613, 1541, 1520, 1492, 1474, 1442, 1344, 1270, 1188, 1168, 1128,
1076, 966, 920, 869, 794, 760, 731, 717, 683, 644 cm™,

EA: vypocteno C 49,36; H 3,11; N 17,99; nalezeno C 49,33; H 3,10; N 17,95.
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(E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(4-fluorfenyl)propanamid (JD-P-F)
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Obrdzek 39 Schéma syntézy (E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(4-fluorfenyl)propanamidu

Sumarni vzorec: Ci6H12FN5O6

Relativni molekulovd hmotnost: 389,30

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 18 %

Teplota tani: 112,9°C

Rt 0,86

1H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.54 (s, 1H, CONHN), 10.12 (s, 1H, CONH), 9.03 (s, 2H, H2,
H6), 8.97 (s, 1H, H4), 7.77 = 7.69 (m, 2H, H2", H6'), 7.17 — 7.13 (m, 2H, H3', H5'), 2.24 (s, 3H,
CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Dg) 6 163.22, 158.92 (d, J = 241.0 Hz), 152.60, 148.49, 136.49,
135.10, 129.17, 126.49, 122.60, 122.03, 115.79 (d, / = 22.2 Hz), 13.43.

IR: 3226, 3101, 1689, 1674, 1627, 1531, 1508, 1343, 1327, 1293, 1269, 1208, 1173, 1153,
1116, 1073, 1025, 958, 836, 763, 740, 730, 714 cm™.,

EA: vypocteno C 49,36; H 3,11; N 17,99; nalezeno C 49,39; H 3,15; N 18,03.
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(E)-N-(3-chlorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-M-CI)
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Obrdzek 40 Schéma syntézy (E)-N-(3-chlorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidu

Sumarni vzorec: C16H12CINsO6

Relativni molekulovd hmotnost: 405,75

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 12 %

Teplota tani: 179,8 °C

Rt 0,85

14 NMR (600 MHz, aceton-Ds) & 10.01 (s, 1H, CONH), 9.13-9.07 (m, 3H, H2, H4, H6), 8.03
(s, 1H, H2"), 7.34-7.28 (m, 2H, H4", H5’), 7.10 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H6°), 2.30 (s, 3H, CHs).

13C NMR (151 MHz, aceton-Dg) 6 162.18, 151.96, 148.58, 139.93, 136.86, 136.74, 133.91,
130.21, 128.45, 123.68, 121.42, 119.63, 118.24, 10.62.

IR: 3414, 3306, 3094, 1682, 1671, 1629, 1592, 1544, 1523, 1420, 1372, 1342, 1279, 1260,
1179, 1155, 1078, 921, 883, 794, 743, 729, 713, 684, 670, 653, 636, 624, 617, 608 cm™.

EA: Vypocteno C47,36; H 2,98; N 17.26; nalezeno C47,32; H 3,01; N 17,30.
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(E)-N-(4-chlorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-P-Cl)
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Obradzek 41 Schéma syntézy (E)-N-(4-chlorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidu

Sumarni vzorec: C16H12CINsO6

Relativni molekulova hmotnost: 405,75

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 7%

Teplota tani: 184,8 °C

R¢ 0,87

'H NMR (600 MHz, aceton-Ds) 6 10.75 (s, 1H, CONHN), 9.95 (s, 1H, CONH), 9.11 (s, 2H, H2,
H6), 9.09 (s, 1H, H4), 7.87 —7.83 (m, 2H, H2", H6"), 7.34 - 7.29 (m, 2H, H3", H5"), 2.30 (s, 3H,
CHs).

13C NMR (151 MHz, aceton-Dg) 6 161.94, 161.14, 150.63, 148.58, 141.56, 137.43, 136.59,
130.05, 128.27, 121.42,121.32, 13.66.

IR: 3100, 1681, 1627, 1591, 1541, 1517, 1492, 1343, 1310, 1284, 1265, 1171, 1079, 831,
743,729, 719, 699, 686, 680, 671, 660, 654, 646, 640, 633, 627, 621, 616, 606 cm™.

EA: vypocteno C47,36; H 2,98; N 17,26; nalezeno C 47,35; H 2,94; N 17,23.
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(E)-N-(3-bromfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-M-Br)
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Obrdzek 42 Schéma syntézy (E)-N-(3-bromfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidu

Sumarni vzorec: Ci16H12BrNsOe
Relativni molekulovd hmotnost: 450,21

Popis NaZloutla pevna latka
Vytézek: 21%

Teplota tani 196,8 °C

Rt 0,88

1H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.77 (s, 1H, CONHN), 10.26 (s, 1H, CONH), 9.04 (s, 2H, H2,
H6), 8.97 (s, 1H, H4), 8.07 (s, 1H, H2'), 7.71 (s, 1H, H4’), 7.29 — 7.23 (m, 2H, H5’, H6'), 2.26
(s, 3H, CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO0-Ds) 6 163.90, 154.72, 148.43, 147.21, 140.39, 137.25, 136.54,
131.18, 129.26, 127.00, 123.03, 121.96, 119.37, 13.46.

IR: 3130, 3091, 1682, 1670, 1645, 1629, 1591, 1544, 1521, 1451, 1425, 1342, 1279, 1261,
1178, 1117, 792, 756, 742, 729, 713, 684 cm™L.

EA: vypocteno C 42,69; H 2,69; N 15,56; nalezeno C 42,63; H 2,75; N 15,52.
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(E)-N-(4-bromfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-P-Br)
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Obrdzek 43 Schéma syntézy (E)-N-(4-bromfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidu

Sumarni vzorec: Ci16H12BrNsOe

Relativni molekulovd hmotnost: 450,21

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 30 %

Teplota tani: 251,7 °C

Rt 0,88

1H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.54 (s, 1H, CONHN), 10.18 (s, 1H, CONH), 9.02 (s, 2H, H2,
H6), 8.98 (s, 1H, H4), 7.74 — 7.70 (m, 2H, H3", H5'), 7.51 — 7.46 (m, 2H, H2', H6'), 2.24 (s, 3H,
CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) 6 163.48, 161.63, 152.73, 148.50, 138.14, 136.57, 132.03,
129.17,122.70, 121.99, 116.15, 13.43.

IR: 3325, 3104, 2987, 1693, 1682, 1663, 1627, 1588, 1540, 1518, 1490, 1397, 1343, 1284,
1266, 1172, 1157, 1076, 916, 831, 743, 730, 717, 690 cm ™.

EA: vypocteno C 42,69; H 2,69; N 15,56; nalezeno C 42,75; H 2,65; N 15,52.
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(E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(3-jodfenyl)propanamid (JD-M-I)
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Obrdzek 44 Schéma syntézy (E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(3-jodfenyl)propanamidu

Sumarni vzorec: Ci6H12IN5O06

Relativni molekulovd hmotnost: 497,21

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 38%

Teplota tani: 201,1°C

Rt 0,88

1H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.56 (s, 1H, CONHN), 10.16 (s, 1H, CONH), 9.02 (s, 2H, H2,
H6), 8.98 (s, 1H, H4), 8.22 (s, 1H, H2"), 7.72 (s, 1H, H4"), 7.42 (s, 1H, H6"), 7.10 (s, 1H, H5),
2.23 (s, 3H, CHa).

13C NMR (151 MHz, DMSO0-Ds) 6 163.51, 161.56, 152.34, 148.47, 140.14, 136.57, 132.94,
131.23,129.19, 128.88, 122.01, 119.99, 94.95, 13.36.

IR: 3259, 3095, 1692, 1666, 1586, 1542, 1519, 1409, 1340, 1274, 1261, 1178, 1171, 1116,
798, 743, 728, 714, 683, 651, 646, 636, 623,617, 613 cm™.

EA: vypocteno C 38,65; H 2,43; N 14,09; nalezeno C 38,69; H 2,48; N 14,03.
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(E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(4-jodfenyl)propanamid (JD-P-I1)
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Obrdzek 45 Schéma syntézy (E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(4-jodfenyl)-propanamidu

Sumarni vzorec: Ci16H12INsOe

Relativni molekulovd hmotnost: 497,21

Popis: Svétle zZlutd pevna latka
Vytézek: 34 %

Teplota tani: 253,0°C

Rt 0,88

1H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.59 (s, 1H, CONHN), 10.13 (s, 1H, CONH), 9.01 (s, 2H, H2,
H6), 8.97 (s, 1H, H4), 7.66 — 7.54 (m, 4H, H2’, H3", H5’, H6"), 2.23 (s, 3H, CH3).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 163.46, 161.48, 152.50, 148.48, 138.60, 137.87, 136.66,
129.14,122.89, 121.95, 88.17, 13.37.

IR: 3369, 3185, 3145, 3085, 3021, 1704, 1684, 1661, 1628, 1582, 1544, 1518, 1485, 1394,
1377, 1342, 1305, 1282, 1267, 1183, 1138, 1084, 921, 832, 822, 769, 744, 727, 713, 702,
685, 671, 653, 642, 633, 616, 605 cm™.

EA: vypocteno C 38,65; H 2,43; N 14,09; nalezeno C 38,70; H 2,44; N 14,04.
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(E)-N-(4-difluormethoxyfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-
P-OCF2H)
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Obrdzek 46 Schéma syntézy (E)-N-(4-difluormethoxyfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidu

Sumarni vzorec: Ca7H13F2N507

Relativni molekulovd hmotnost: 437,32

Popis: Svétle zZlutd pevna latka
Vytézek: 19 %

Teplota tani: 221,3°C

Rt 0,86

1H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.53 (s, 1H, CONHN), 10.14 (s, 1H, CONH), 9.02 (s, 2H, H2,
H6), 8.99 (s, 1H, H4), 7.76 (m, 2H, H2", H6), 7.29 — 6.97 (m, 3H, H3', H5", OCF2H), 2.24 (s,
3H, CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) 6 163.26, 161.48, 152.75, 148.49, 147.31, 135.99, 130.73,
129.16, 122.21, 121.96, 119.83, 116.99 (t, J = 257.6 Hz), 13.43.

IR: 3320, 3104, 1687, 1664, 1628, 1539, 1511, 1379, 1344, 1288, 1267, 1218, 1175, 1160,
1112, 1077, 1047, 938, 921, 833, 746, 729, 718, 685, 653, 614 cm™.

EA: vypocteno C 46,69; H 3,00; N 16,01; nalezeno C 46,65; H 3,05; N 16,00.
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(E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-[4-(trifluormethyl)fenyl]-propanamid (JD-

P-CF3)
’N\ OH NH HOBt EDAC. HC] W)L
+ “DMF, 0°C, 245
F3C

Obrazek 47 Schéma syntézy (E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(4-(trifluormethyl)fenyl)propanamidu

Sumarni vzorec: Ca7H12F3N506

Relativni molekulova hmotnost: 439,31

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 33%

Teplota tani: 200,7 °C

Rt 0,89

'H NMR (600 MHz, DMSO-D¢) 6 11.57 (s, 1H, CONHN), 10.41 (s, 1H, CONH), 9.02 (s, 2H, H2,
H6), 8.98 (s, 1H, H4), 7.98 — 7.94 (m, 2H, H3", H5"), 7.69 = 7.65 (m, 2H, H2", H6"), 2.25 (s, 3H,
CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 163.79, 161.53, 152.16, 148.47, 142.36, 136.44, 129.18,
126.48, 124.86 (q, J = 271.6 Hz), 124.54 — 122.20 (m), 122.03, 120.69, 14.61.

IR: 3113, 1683, 1670, 1614, 1528, 1410, 1346, 1319, 1298, 1267, 1242, 1183, 1153, 1118,
1066, 914, 843, 731, 716, 686, 653, 636, 617 cm™L.

EA: vypocteno C 46,68; H 2,75; N 15,94; nalezeno C 46,63; H 2,75; N 16,02.
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(E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-[3-(trifluormethoxy)fenyl]propanamid
(JD-M-OCF3)

2N N,N\ oH iaCO NH> _HOBt, EDACHCI HCl w)‘\ OCF,4
H DMF 0°C,24 h
NO,

Obrdzek 48 Schéma syntézy (E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(3-trifluormethoxyfenyl)propanamidu

Sumarni vzorec: Ci17H12F3NsO7

Relativni molekulovd hmotnost: 455,31

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 62 %

Teplota tani: 138,5 °C

Rt 0,88

1H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.60 (s, 1H, CONHN), 10.38 (s, 1H, CONH), 9.03 (s, 2H, H2,
H6), 8.98 (s, 1H, H4), 7.92 — 7.87 (m, 1H, H2"), 7.73 (s, 1H, H6'), 7.43 (s, 1H, H5’), 7.05 (s,
1H, H4'), 2.24 (s, 3H, CH3).

13C NMR (151 MHz, DMSO0-Ds) 6 163.71, 161.52, 152.43, 148.95, 148.48, 140.43, 136.62,
130.89, 129.15, 121.98, 120.63 (q, J = 256.4 Hz), 119.43, 116.42, 112.83, 13.38.

IR: 3102, 1681, 1667, 1629, 1612, 1537, 1494, 1371, 1344, 1263, 1217, 1168, 1139, 1080,
921, 776, 743, 729, 714, 684, 633, 614 cm™.

EA: vypocteno C 44,85; H 2,66; N 15,38; nalezeno C 44,89; H 2,71; N 15,33.
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(E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(4-trifluormethoxyfenyl)propanamid (JD-
P-OCF3)

O,N _N NH,
2 N j)kOH + HOBt EDAC. HCl \Q)‘\ W)‘\
H “DME, 0°C, 24 0

F3CO

OCF,

NO,

Obrdzek 49 Schéma syntézy (E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(4-trifluormethoxyfenyl)propanamidu

Sumarni vzorec: Ci17H12F3NsO7

Relativni molekulovd hmotnost: 455,31

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 18 %

Teplota tani: 144,5 °C

Rt 0,86

IH NMR (600 MHz, aceton-Ds) 6 10.98 (s, 1H, CONHN), 10.07 (s, 1H, CONH), 9.13 — 9.09 (m,
3H, H2, H4, H6), 7.95 — 7.92 (m, 2H, H2’, H6"), 7.30 — 7.25 (m, 2H, H3", H5"), 2.31 (s, 3H,
CHs).

13C NMR (151 MHz, aceton-De) 6 161.95, 161.46, 149.99, 148.61, 144.78, 137.68, 136.59,
129.75, 128.54, 121.31, 120.84 (q, J = 249.9 Hz), 119.83, 10.56.

IR: 3261, 3098, 2922, 1693, 1662, 1546, 1525, 1509, 1342, 1266, 1221, 1202, 1175, 1163,
941, 746, 728, 715 cm™.

EA: vypocteno C 44,85; H 2,66; N 15,38; nalezeno C 44,90; H 2,65; N 15,43.
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(E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-[4-(trifluormethylthio)fenyl]propanamid
(JD-P-SCF3)

OH + NH2 HOBt EDAC. HC] W)L . :
“DMF, 0°C. 241
F308

Obrdzek 50 Schéma syntézy (E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-[4-(trifluormethylthio)fenyl]propanamidu

SCF;

Sumarni vzorec: C17H12F3Ns06S
Relativni molekulovd hmotnost: 471,37

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 25%

Teplota tani: 120,6 °C

Rt 0,88

1H NMR (600 MHz, aceton-Dg) 6 11.11 (s, 1H, CONHN), 10.38 (s, 1H, CONH), 9.12 — 9.07 (m,
3H, H2, H4, H6), 7.95 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H2", H6’), 7.62 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H3", H5’), 2.31 (s,
3H, CHs).

13C NMR (151 MHz, aceton-Ds) & 162.25, 150.25, 148.58, 141.63, 137.29, 136.12, 129.94
(q,J = 307.4 Hz), 128.73, 128.61, 121.69, 120.73, 10.78.

IR: 3227, 3104, 1694, 1673, 1586, 1543, 1518, 1342, 1270, 1175, 1153, 1112, 1085, 850,
727,715 cm™.

EA: vypocteno C 43,32; H 2,57; N 14,86; nalezeno C 43,38; H 2,55; N 14,83.
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(E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(4-oktylfenyl)propanamid (JD-P-C8)

O,N _N NH,
2 N \W)kOH + HOBt EDAC. HCl \Q)‘\ W)L
H “DMFE, 0°C, 241

CgH47

CgHq7

NO,

Obrdzek 51 Schéma syntézy (E)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(4-oktylfenyl)propanamidu

Sumarni vzorec: C24H29N506

Relativni molekulova hmotnost: 483,52

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 50 %

Teplota tani: 265,7 °C

Rt 0,93

1H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 11.59 (s, 1H, CONHN), 9.90 (s, 1H, CONH), 9.02 (s, 2H, H2,
H6), 8.98 (s, 1H, H4), 7.62 — 7.58 (m, 2H, H2", H6'), 7. 14 — 7. 10 (m, 2H, H3", H5"), 2.50 (t, J
= 6.9 Hz, 2H, Ph-C1Hy), 2.24 (s, 3H, CHs), 1.54 — 1.47 (m, 2H, C2H,), 1.27 — 1.17 (m, 10H, C3H,,
C*Haz, C5Hy, C8Hy, C7Hy), 0.81 (t, J = 6.9 Hz, 3H, C8Hs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) 6 161.43, 152.88, 148.46, 138.49, 136.66, 136.30, 129.91,
129.18, 128.96, 120.62, 120.46, 40.60, 35.11, 31.80, 31.50, 29.36, 29.20, 29.16, 22.61,
14.48.

IR: 3268, 3112, 2918, 2854, 1693, 1662, 1630, 1621, 1593, 1543, 1523, 1471, 1434, 1412,
1368, 1342, 1329, 1294, 1271, 1178, 1151, 1137, 1120, 907, 843, 744, 728, 712, 681, 638,
617 cm™.

EA: vypocteno C 59,62; H 6,05; N 14,48; nalezeno C 59,69; H 6,10; N 14,43.
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(E)-N-(3,4-difluorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-3,4-F)

L 2 O
N _N F NH,
2 N OH 4+ HOBt EDAC. HCl
H DMEF, 0° c 24h
F
NO,

Obrdzek 52 Schéma syntézy (E)-N-(3,4-difluorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidu

Sumarni vzorec: Ci6H11F2N506

Relativni molekulova hmotnost: 407,29

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 32%

Teplota tani: 234,3°C

Rt 0,86

'H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.56 (s, 1H, CONHN), 10.32 (s, 1H, CONH), 9.02 (s, 2H, H2,
H6), 8.98 (s, 1H, H4), 7.88 (s, 1H, H2’), 7.54 (s, 1H, H5"), 7.36 (s, 1H, H6'), 2.24 (s, 3H, CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-D¢) 6 163.48, 161.53, 152.42, 149.39 (dd, J = 243.5, 13.0 Hz),
148.51, 145.92 (dd, J = 242.5, 12.6 Hz), 136.49, 135.84, 130.83, 129.17, 121.99, 117.85 (d,
J=17.6 Hz), 117.24 (d, J = 17.8 Hz), 13.37.

IR: 3336, 3242, 31009, 1693, 1665, 1651, 1628, 1539, 1520, 1427, 1374, 1343, 1271, 1240,
1205, 1187, 1168, 1118, 1091, 869, 832, 791, 756, 739, 731, 716, 694, 640, 633, 624, 614

cm™L.

EA: vypocteno C47,18; H 2,72; N 17,20; nalezeno C 47,22; H 2,75; N 17,24.

49



(E)-N-(3,4-dichlorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-3,4-Cl)

N _N NH,
2 N \w)k OH + HOBt EDAC. HCI w)k
H “DME, 0°C. 24 0
Cl
NO, cl

Obrdzek 53 Schéma syntézy (E)-N-(3,4-dichlorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidu

Sumarni vzorec: C16H11Cl2NsO6

Relativni molekulova hmotnost: 440,19

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 27 %

Teplota tani: 250,1°C

Rt 0,89

'H NMR (600 MHz, aceton-Ds) 6 10.99 (s, 1H, CONHN), 10.17 (s, 1H, CONH), 9.12 — 9.09 (m,
3H, H2, H4, H6), 8.21 — 8.18 (m, 1H, H2"), 7.79 — 7.75 (m, 1H, H6’), 7.50 — 7.46 (m, 1H, H5"),
2.30 (s, 3H, CH3).

13C NMR (151 MHz, aceton-Dg) 6 162.28, 156.33, 152.17, 148.61, 138.56, 136.46, 131.81,
130.54, 128.55, 126.17, 121.83, 121.45, 119.90, 10.58.

IR: 3335, 3213, 3092, 1688, 1666, 1582, 1540, 1514, 1477, 1466, 1385, 1373, 1342, 1268,
1202, 1170, 831, 747, 730, 716, 650, 641 cm™.

EA: vypocteno C 43,66; H 2,52; N 15,91; nalezeno C 43,70; H 2,47; N 15,99.
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(E)-N-(3,5-dichlorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-3,5-Cl)

O2N N’N\ OH + cl NH; HOBt EDAC. HCl w)k
H “DMF, 0°C, 241
NO, Cl

Obrdzek 54 Schéma syntézy (E)-N-(3,5-dichlorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidu

Sumarni vzorec: C16H11Cl2NsO6

Relativni molekulova hmotnost: 440,19

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 53 %

Teplota tani: 173,2 °C

Rt 0,91

'H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.59 (s, 1H, CONHN), 10.47 (s, 1H, CONH), 9.03 (s, 2H, H2,
H6), 8.97 (s, 1H, H4), 7.87 (s, 2H, H2’, H6'), 7.27 (s, 1H, H4'), 2.23 (s, 3H, CH3).

13C NMR (151 MHz, DMSO0-Ds) 6 163.96, 151.76, 148.44, 141.27, 136.77, 134.50, 129.14,
129.06, 123.54, 121.79, 118.91, 15.69.

IR: 3088, 1678, 1627, 1585, 1545, 1522, 1441, 1342, 1270, 1177, 1078, 920, 861, 803, 746,
728,715,691, 672, 650, 628, 604 cm™L.

EA: vypocteno C 43,66; H 2,52; N 15,91; nalezeno C 43,62; H 2,55; N 15,97.
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(E)-N-(4-brom-3-fluorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-Br-
F)

O,N _N F NH,
2 N \j)‘\OH . :©/ HOBt EDAC. HCl
H “DMFE 0°C2an
Br
NO,

Obrdzek 55 Schéma syntézy (E)-N-(4-brom-3-fluorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidu

Sumadrni vzorec: C16H11BrFNsOe
Relativni molekulova hmotnost: 468,20

Popis: Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 68 %

Teplota tani: 245,3 °C

Rt 0,91

'H NMR (600 MHz, DMSO-Dg) & 11.56 (s, 1H, CONHN), 10.37 (s, 1H, CONH), 9.02 (s, 2H, H2,
H6), 8.96 (s, 1H, H4), 7.86-7.83 (m, 1H, H2’), 7.62-7.53 (m, 2H, H5", H6’), 2.24 (s, 3H, CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Dg) 6 163.79, 158.45 (d, J = 242.1 Hz), 151.21, 148.44, 140.06,
136.84, 133.73, 130.85, 129.06, 121.79, 118.14, 108.66, 101.99, 13.30.

IR: 3395, 3091, 1692, 1670, 1592, 1545, 1514, 1421, 1342, 1290, 1184, 1149, 1126, 921,
866, 824, 765, 731, 652, 622 cm™.

EA: vypocteno C 41,05; H 2,37; N 14,96; nalezeno C 41,00; H 2,47; N 15,01.
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4.4. Syntéza (E)-N-fenyl-2-{2-[3-nitro-5-
(trifluormethyl)benzoyllhydrazinyliden}propanamidu
Obecny postupy syntézy

0 0 /_.R
NH; _HOBt EDACHCI FyC LN N '
OH +R_ DMFOC24h H H
NO,

Obrdzek 56 Schéma syntézy (E)-N-fenyl-2-{2-[3-nitro-5-(trifluormethyl)benzoyl]hydrazinyliden}propanamidi
2-{2-[3-Nitro-5-(trifluormethyl)benzoyllhydrazinyliden}propanovd kyselina (319,2 mg,
1,0 mmol) a 1,1 ekvivalentu HOBt (148 mg) bylo rozpusténo v 20 ml DMF za stalého
michdani. Smés byla ochlazena ledovou lazni na 0 °C, byl pfidan odpovidajici substituovany
anilin (1,1 mmol), EDAC.HCI (2,6 mmol, 500 mg) a smés se ponechala michat 24 hodin.
Rozpoustédlo se odpafrilo do sucha za snizeného tlaku a zbytek se rozpustil v 15 ml ethyl-
acetatu. Reakéni smés byla prevedena do délici ndlevky a vytfepana postupné s 15 ml vody,
2x15 ml 10% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného a 2x15 ml solanky. Organicka vrstvila
se oddélila a vysusila bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédlo se odpafilo do sucha pod
snizenym tlakem. Pokud bylo potreba, produkt se precistil krystalizaci z dichlormethanu.

(31]
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(E)-N-(4-fluorfenyl)-2-{2-[3-nitro-5-(trifluormethyl)benzoyl]hydrazinyliden}propanamid
(JD-CF3-PF)

O o
3C _N NH, _HOB EDACHC]  FyC
H = OH + DMFE, 0°C. 2410
F
NO,

Obrazek 57 Schéma syntézy (E)-N-(4-fluorfenyl)-2-{2-[3-nitro-5-(trifluormethyl)benzoyl]hydrazinyliden}propanamidu

Sumarni vzorec: C17H12FaN404

Relativni molekulovd hmotnost: 412,30

Popis Svétle zZlutd pevna latka
Vytézek: 67 %

Teplota tani 246,9 °C

Rt 0,88

1H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 11.54 (s, 1H, CONHN), 10.08 (s, 1H, CONH), 8.89 (s, 1H, H2),
8.68 (s, 1H, H4), 8.62 (s, 1H, H6), 7.74 (s, 2H, H2", H6"), 7.13 (s, 2H, H3’, H5’), 2.23 (s, 3H,
CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Dg) & 163.27, 161.96, 158.91 (d, J = 240.6 Hz), 152.42, 148.68,
136.68, 135.12, 131.45, 127.54, 124.22, 123.38 (q, J = 273.1 Hz), 122.62 (d, J = 8.0 Hz),
115.77 (d, J = 22.4 Hz), 14.60.

IR: 3376, 3208, 3105, 3061, 1671, 1543, 1528, 1508, 1411, 1393, 1371, 1356, 1326, 1316,
1302, 1277, 1240, 1207, 1186, 1147, 1111, 1100, 917, 837, 810, 786, 771, 763, 746, 726,
693, 652, 630 cm™.

EA: vypocteno C 49,52; H 2,93; N 13,59; nalezeno C 49,50; H 2,97; N 13,54.
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(E)-N-(4-chlorfenyl)-2-{2-[3-nitro-5-(trifluormethyl)benzoyllhydrazinyliden}propanamid
(JD-CF3-Cl)

S S o
2
sC N j)‘\OH /©/ _HOBLEDACHCL  FyC w)]\
H + TDMF, 0°C, 24 B0
Cl
NO,

Obrdzek 58 Schéma syntézy (E)-N-(4-chlorfenyl)-2-{2-[3-nitro-5-(trifluormethyl)benzoyl]hydrazinyliden}propanamidu

Sumarni vzorec: C17H12CIF3N404
Relativni molekulova hmotnost: 428,75

Popis Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 72 %

Teplota tani 256,6 °C

Rt 0,89

'H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) 6 11.46 (s, 1H, CONHN), 10.16 (s, 1H, CONH), 8.89 (s, 1H, H2),
8.68 (s, 1H, H4), 8.62 (s, 1H, H6), 7.76 (s, 2H, H2", H6"), 7.35 (s, 2H, H3", H5"), 2.23 (s, 3H,
CHs).

13C NMR (151 MHz, DMSO-Dg) & 163.45, 161.96, 152.31, 148.68, 137.73, 136.70, 131.45,
129.10, 128.03, 127.55, 124.02, 123.30 (q, / = 273.1 Hz), 122.32, 13.37.

IR: 3389, 3207, 3101, 3060, 1691, 1671, 1539, 1521, 1492, 1405, 1390, 1352, 1324, 1313,
1302, 1275, 1268, 1185, 1149, 1110, 1096, 915, 833, 819, 764, 741, 692, 653, 616 cm™.

EA: vypocteno C47,62; H 2,82; N 13,07; nalezeno C47,67; H 2,77; N 13,04.
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(E)-N-(4-bromfenyl)-2-{2-[3-nitro-5-(trifluormethyl)benzoyl]hydrazinyliden}propanamid
(JD-CF3-PBr)

O O
3C N NH2 HOBt EDACHCI F,C
H = OH + TDMF, 0°C. 24 0
Br
NO,

Obrdzek 59 Schéma syntézy (E)-N-(4-bromfenyl)-2-{2-[3-nitro-5-(trifluormethyl)benzoyl]hydrazinyliden}propanamidu

Sumarni vzorec: C17H12BrF3N404
Relativni molekulovd hmotnost: 473,21

Popis Svétle zZlutd pevna latka
Vytézek: 48 %

Teplota tani 242,1°C

Rt 0,89

1H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 11.48 (s, 1H, CONHN), 10.20 (s, 1H, CONH), 8.92 (s, 1H, H2),
8.72 (s, 1H, H4), 8.65 (s, 1H, H6), 7.74 (s, 2H, H2", H6), 7.51 (s, 2H, H3", H5), 2.26 (s, 3H,
CHs).

13C NMR (126 MHz, DMSO0-Ds) 6 163.40, 161.92, 152.18, 148.60, 138.07, 136.54, 131.93,
131.36, 127.49, 123.97, 123.22 (q, J = 273.2 Hz), 122.59, 116.02, 13.28.

IR: 3392, 3325, 3204, 3098, 1691, 1667, 1587, 1538, 1516, 1491, 1398, 1354, 1325, 1283,
1272,1238, 1181, 1146, 1110, 1096, 1075, 908, 830, 740, 732, 693, 683, 651, 615 cm™.

EA: vypocteno C 43,15; H 2,56; N 11,84; nalezeno C 43,20; H 2,67; N 12,00.

56



(E)-N-(4-jodfenyl)-2-{2-[3-nitro-5-(trifluormethyl)benzoyl]hydrazinyliden}propanamid
(JD-CF3-P1)

(0] (o] NH /@/
2
3C N Nj)‘\OH /©/ _HOBLEDACHC F4C w)k
H + “DMFE, 0°C.2An
|
NO,

Obrdzek 60 Schéma syntézy (E)-N-(4-bromfenyl)-2-{2-[3-nitro-5-(trifluormethyl)benzoyl]hydrazinyliden}propanamidu

Sumarni vzorec: C17H12F3IN40O4

Relativni molekulovd hmotnost: 520,21

Popis Svétle Zlutd pevna latka
Vytézek: 25%

Teplota tani 237,6 °C

Rt 0,91

1H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 11.48 (s, 1H, CONHN), 10.16 (s, 1H, CONH), 8.92 (s, 1H, H2),
8.71 (s, 1H, H4), 8.65 (s, 1H, H6), 7.69 — 7.59 (m, 4H, H2", H3', H5", H6'), 2.25 (s, 3H, CH).

13C NMR (126 MHz, DMS0-Ds) 6 163.09, 161.64, 151.87, 148.32, 138.26, 137.50, 136.27,
131.12,127.22,123.67,122.95 (q, J = 273.2 Hz), 122.55, 87.84, 13.00.

IR: 3385, 3085, 1685, 1667, 1581, 1546, 1512, 1487, 1436, 1421, 1398, 1386, 1365, 1351,
1317, 1307, 1267, 1171, 1148, 1135, 1110, 1095, 909, 831, 764, 694, 685, 652, 612 cm™.

EA: vypocteno C 39,25; H 2,33; N 10,77; nalezeno C 39,27; H 2,34; N 10,82.
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5 Biologické hodnoceni

5.1. Metodika [34]
Nasyntetizované latky byly hodnoceny in vitro jako potencialni slouceniny uc¢inné proti

mykobakteriim. Testovanymi kmeny byly Mycobycterium tuberculosis 331/88 v fedéni 103
a tfi kmeny netuberkuldznich mykobakterii: Mycobacterium avium 330/88 (rezistentni na
ethambutol, rifampicin, isoniazid a ofloxacin; fedéni 10°), Mycobacterium kansasii 138/18
(fedéni 10*) a Mycobacterium kansasii 235/80 (fedéni 10#*). Kmen 331/88 je pIné citlivy

a odpovida standardnimu kmeni H3s7Ry, zatimco M. kansasii byly izolaty od pacienta.

Stanoveni minimdlnich inhibi¢nich koncentraci bylo provadéno mikrometodou
v Middlebrookové tekuté pudeé v plastikovych P-destickach. Testované latky byly nafedény
pomoci DMSO, tak aby vysledné koncentrace ¢inily nasobky dvou v uM, a to v intervalu 1-
1000 pM. Vyslednd koncentrace DMSO byla 1 % a neovlivnila rlst mykobakterii. Hodnoty
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byly odeéteny po 14 a 21 dnech pfti 37 °C, u M.

kansasii rovnéz i po 7 dnech.

evvs

mykobakterii. JakoZzto referencni latky byly pouzity isoniazid a oba dva vychozi
nesubstituované hydrazidy. INH byl nafedén destilovanou vodou, hydrazidy pak pomoci
DMSO jako testované slouceniny. Testovani bylo provedeno externé ve Zdravotnim Ustavu
se sidlem v Ostravé, laboratofi pro diagnostiku mykobakterii, pod vedenim RNDr. Jifiny

Stolarikové.
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6 Vysledky a diskuse

6.1. Chemicka ¢ast
Bylo pfipraveno celkem osmnact substituovanych N-fenyl-2-[2-(3,5-

dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidu. Slouceniny se liSily substituenty na anilinu —
jeden substituent v poloze 3 nebo 4, disubstituce v polohach 3 a 4 nebo 3 a 5. Rovnéz byly
pfipraveny Ctyfi substituované N-fenyl-2-[2-(3-nitro-5-

(trifluormethyl)benzoylhydrazinyliden]propanamidy s halogeny v poloze 4.

Kyselina 2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanovd byla pfipravena postupnou
syntézou z kyseliny 3,5-dinitrobenzoové esterifikaci methanolem v pritomnosti kyselého
katalyzatoru (koncentrovana kyselina sirova), hydrazinolyzou esteru hydrazin hydratem za
vzniku hydrazidu a nasledované kondenzaci s kyselinou pyrohroznovou. [31], [32], [33]
Reakce probéhly spolehlivé svysokym vytézkem, rovnéz i purifikace meziproduktl

a findIniho produktu extrakci probéhla bez vétsich obtizi.

Podobné byla pfipravena i kyselina 2-{2-[3-nitro-5-
(trifluormethyl)benzoyllhydrazinyliden}propanovd, jejiz syntéza navic zahrnovala nitraci

kyseliny 3-trifluormethylbenzoové nitraéni smési v prvnim kroku. [31], [33]

Hydrazony se pfripravily reakci predptipraveného klicového intermediatu, kyseliny (E)-2-[2-
(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanové sdanym anilinem v DMF couplingem
s nadbytkem EDC.HClI za chlazeni. [31] Zamezeni tvorby vedlejSich produktl bylo
podpofeno pravé jiz zminénou nizkou teplotou a pridavkem HOBt, ktery slouzil jako
aktivujici a zarover dobie odstupujici skupina. Cisténi reakéni smési bylo pomérné snadné
kvlli dobré rozpustnosti katalyzatoru, vznikajici mocoviny, nezreagované kyseliny a anilinu
ve vodné fazi, pfipadné po reakci s pfitomnou bazi. Produkt se naopak rozpoustél v ethyl-
acetatu, tudiz se jeho ethyl-acetdtovy roztok dal snadno vytfepat vodou, roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného a solankou. Finalni pevnd latka se ziskala bud odparenim
ethyl-acetatu, jejim dodateénym rozpusténim v minimalnim mnozstvi dichlormethanu

a krystalizaci pti -20 °C, ¢i sloupcovou chromatografii.

Vytézky se pohybovaly vrozmezi 7-72 %. Vy3Si vytéinost vykazovaly derivaty
s trifluormethylovou skupinou misto nitroskupiny, coz Ize vysvétlit zvysenou lipofilitou celé

evvs

molekuly.  NejnizS§i  vytézek se  vyskytnul u  (E)-N-(4-chlorfenyl)-2-[2-(3,5-
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dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamidu (JD-P-Cl), pravdépodobné je to zplsobeno

pfilis velkou rozpustnosti v dichlormethanu.

(E)-2-[2-(3,5-Dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-[4-(trifluormethyl)fenyl]propanamid (JD-P-
CF3) byl precisténou kolonovou chromatografii s pouzitim smési dichlormethan a methanol
v poméru 98:2 (v/v) jako mobilni faze (MF). Timto zplUsobem byly precistény i (E)-N-(3,4-
dichlorfenyl)-2-[2-(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-3,4-Cl) a (E)-2-[2-
(3,5-dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(4-trifluormethoxyfenyl)propanamid  (JD-P-OCF3),
zde ovsem v poméru slozek MF 99,5:0,5, stejné jako (E)-N-(4-bromfenyl)-2-[2-(3,5-
dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-P-Br) a (E)-N-(3,4-difluorfenyl)-2-[2-(3,5-
dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]propanamid (JD-3,4-F). (E)-2-[2-(3,5-
Dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(4-trifluormethylthiofenyl)propanamid (JD-P-SCF3) se
planoval precistit kolonovou chromatografii ve smési dichlormethan:methanol v poméru
93:7 (v/v), avSak pfi snaze rozpustit reakéni smés produkt samovolné vykrystalizoval a byl
ziskan filtraci. (E)-2-[2-(3,5-Dinitrobenzoyl)hydrazinyliden]-N-(3-
trifluormethoxyfenyl)propanamid (JD-M-OCF3) byl rekrystalizovan ze smési ethyl-acetatu

a etheru.

Vsechny slouceniny byly charakterizovany pomoci NMR, IR, stanoveni R¢ a teploty tani,
Cistota byla ddle ovérena pomoci elementarni analyzy. Byly ziskany v dostate¢ném

mnozstvi pro hodnoceni biologické aktivity.
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6.2.

Biologicka cast

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

Vysledky méreni MIC jsou uvedené v tabulce, nejlepsi hodnoty jsou zvyraznény tucné.

MIC [uM]
Latky Mtb. 331/88 M. avium 330/88 M. kansasii 138/18 (235/80)

14 dni 21 dni 14 dni 21 dni 7 dni 14 dni 21 dni
JD-M-F 64 125 250narGst | 250narGst | 250nar0st | 250narlst | 250narst
IJD-P-F 250narGst | 250 nardst | 250narlist | 250nartst | 250narlst | 250nardst | 250nardst
JD-M-CI >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
JD-P-CI 32 32 250narst 250narist 32 32 64
JD-M-Br >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
ID-P-Br a4 8 250 500nariist |8 16 16
JID-M-1 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
JD-P-I 4 8 500 narGst | 500narist |8 8 16
JD-P-OCF2H 32 32 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
JD-P-CF3 8 16 500 narGst | 500 narGst |8 16 16
JD-M-OCF3 125 125 250nar(st 250narlst 125 125 125
JD-P-OCF3 a4 8 250 500 narist |8 16 32
JD-P-SCF3 32 32 250nar(st 250narlst 64 64 64
JD-P-C8 64 64 250 500narst | 125 250 250
JD-3,4-F 250narast | 250nar0st | 250nardst | 250narlst | 250nardst | 250nardst | 250nardst
JD-3,4-C 8 16 500narast 500narast 32 64 125
JD-3,5-Cl 32 32 250nar(st 250narlst 32 32 64
JD-Br-F 32 32 250narast | 250nardst | 32 32 64
JD-CF3-PF 250narGst | 250narlst | 250narlist | 250narlst | 250narlst | 250nardst | 250nardst
JD-CF3-PCI 250narGst | 250nar(st | 250narfist | 250narlst | 250narlst | 250nardst | 250nardst
JD-CF3-PBr 250narGst | 250narlst | 250narlist | 250narlst | 250narlst | 250nardst | 250nardst
JD-CF3-PI 250narGst | 250nar(st | 250narlist | 250narlst | 250narlst | 250nardst | 250nardst
:’i:itrobenzohydrazid 125 250 500 500 250 500 500
Zet‘:;hsy;:;n q >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
INH 0,5 0,5 250 >250 2 2 4

Zkratky pouzité v tabulce:

INH

Mtb.

isoniazid

Tabulka 2 Zmeérené hodnoty MIC

Mycobacterium tuberculosis

6.2.2. Diskuse — biologicka cast
Rozsah MIC sloucenin u Mtb. ¢inil od 4 uM po 14 dnech a od 8 uM po 21 dnech. V obou

pfipadech nejlepsich vysledkli dosahly halogenované slouceniny s bromem (JD-P-Br),

jodem (JD-P-I) ¢i trifluormethoxy skupinou (JD-P-OCF3) v poloze para. MIC referencéniho

|é¢iva isoniazidu za stejnych podminek byla 0,5 uM.
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U M. kansasii byly vysledky obdobné, ackoli hodnoty MIC byly mirné vyssi. Nejlépe dopadly
tfi jiz vySe zminéné latky a rovnéZ i molekula s trifluormethylovou skupinou v poloze para

(JD-P-CF3).

V pfipadé M. avium byly vysledky podstatné horsi, hodnoty MIC Cinily 250 uM a vice. Oviem
zde i referenc¢ni INH dosahl MIC > 250 uM.

Pokud rozebereme vztah struktury a ucinku, miZeme vypozorovat nékolik jev(. P¥i
srovnani substituce stejnym halogenem, avsak v rliznych polohach na fenylu, vidime, Ze
mnohem ucinnéjsi byla substituce v poloze para oproti meta. Pokud vezmeme v potaz
pocet substituentll, pozorujeme nizsi MIC u monosubstituovanych derivat(i. Rovnéz
muzeme z vysledk( usoudit, Ze se vyména nitro skupiny za trifluormethylovou neosvédcila.
Derivat s n-oktylem na benzenovém jadie neprokazal pfilis velkou inhibi¢ni aktivitu,
halogenované derivaty si vedly Iépe. Pfi porovnani latek s korespondujicim hydrazidem,
pozorujeme ruzné vysledky. Zatimco u 3,5-dinitrobenzohydrazidu se substituce kyselinou
pyrohroznovou a amidicky vazanym substituovanym fenylem ve vétsiné pripadd osvédcila,
u 3-nitro-5-(trifluormethyl)benzohydrazidu Zzadny takovy zamér z hlediska aktivity

nemame, nebot se nepodafrilo stanovit presné hodnoty MIC téchto derivatd (>250 uM).

Obecné lze shrnout, Ze nejvhodnéjSi substituce v téchto derivatech byla v para
poloze jednim atomem halogenu, zejména s vy$sim protonovym cislem (Br, 1), ¢i halogeny
substituovanym uhlikem (OCFs > CFs3 > OCF, = SCF3). Nahrada jedné nitro skupiny za
trifluormethyl je nevyhodnd. Napf. u odpovidajicich 4-bromanilinovych (JD-P-Br a JF-CF3-
PBr) a 4-jodanilinovych (JD-P-1 a JF-CF3-Pl) derivatd doslo u M. tuberculosis pfi
¢trnactidenni inkubaci k mnohanasobnému poklesu aktivity (MIC 4 uM vs. >250 uM),

podobné tomu bylo i u M. kansasii.
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7 Zaver

Celkem se povedlo pfipravit dvacet dva novych slou¢enin: osmnact 3,5-dinitroderivatu
a Ctyfi 5-nitro-3-trifluormethylderivaty, a jejich prekursory. Samotné slouceniny se lisily
substituci na benzenovém jadre anilinu. Jednalo se pfedevsim o halogenové substituenty.
Vétsina latek musela byt precisténa, nicméné byly ziskany v dostate€ném mnoiZstvi pro
charakterizaci a stanoveni Cistoty (NMR, IR, EA, teplota tani) a zejména biologické

hodnoceni v aktivité proti mykobakteridlnim kmenim.

Byl popsan vliv substituentl na minimalni inhibi¢ni koncentraci. Nejucinnéjsimi latkami
proti [ékové citlivému kmeni Mtb. se ukdzaly byt JD-P-Br, JD-P-l a JD-P-OCF3 s MIC 4-8 uM.
Tito zastupci rovnéz prokazali aktivitu proti M. kansasii s MIC 4-16 uM. Proti M. avium
neprokazala ani jedna latka vyznamnou aktivitu. (MIC 2250 uM) Tyto latky na zakladé
analogie pravdépodobné pusobi pres vazbu na DprE1, enzym hrajici dlleZitou roli v tvorbé

bunécné stény, coz ale musi byt ovéreno experimentalné.

Latky prokdzaly inhibi¢ni potencidl, avSak nizsi nez jiz zavedeny INH. V dal$im kroku budou
latky testovany na citlivost va¢i MDR-TB kmendm, bakteriim a houbdm ke stanoveni
selektivity ucinku na mykobakterie. Ddle podstoupi i testovani na cytotoxicitu a potvrzeni

vySe zminéného mechanismus ucinku.
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