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A notace
Formou literární rešerše byl zhodnocen aktuální stav problematiky polymerních konjugátů 

antituberkulotika isoniazidu. Byla navržena struktura pH-senzitivního derivátu isoniazidu, 

obsahující zároveň kotvící skupinu, umožňující přípravu polymerních konjugátů. Byl připraven 

vybraný derivát #'-(1-(4-vinylfenyl)-2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan-16-yliden)-

isonikotinohydrazid. Byly diskutovány možnosti zakotvení připraveného konjugátu na 

polymerní nosiče.

K líčová slova

isoniazid, konjugát, antituberkulotikum, pH-senzitivní vazba, medicinální chemie

A nnotation

The current state of the problem of polymeric conjugates of the antituberculotic drug isoniazid 

was evaluated in the form of a literature review. The structure of a pH-sensitive isoniazid 

derivative which also contains an anchoring group, enabling the preparation of polymeric 

conjugates was proposed. A selected #-(1-(4-vinylphenyl)-2,5,8,11,14-pentaoxahexadecan-16- 

ylidene)-isonicotinohydrazide derivative was prepared. The possibilities of anchoring the 

prepared conjugate to polymeric carriers were discussed.

K eyw ords
Isoniazid, tetraethyleneglycol, antitubeculotic drug, pH labile bond, medicinal chemistry
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Seznam  zk ratek  a značek

ACN -  acetonitril

API -  aktivní účinná látka

ATP -  adenosintrifosfát

CA -  karboanhydráza

CS -  chitosan

DCM -  dichlormethan

DEMA -  diethoxymethyl-acetát

DMPAP -  2,2-Dimethoxy-2-fenylacetofenon

EDC -  1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

enoyl-Acp -  enoyl-acyl carrier protein reductase (protein reduktáza nesoucí enoyl-acyl) 

FAS -  fatty acid synthesis (syntéza mastných kyselin)

FTIR -  infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací

HPLC -  vysokoúčinná kapalinová chromatografie

IHA -  isonikotinoylhydrazonoacetylová kyseliná

IHOP -  isonikotinoylhydrazinyl-5-oxopentanová kyselina

INH -  isoniazid

KatG -  katalázo-peroxidázovým enzym 

MA -  anhydrid kyseliny maleinové 

MTB -  mykobakterium tuberkulosis 

NAD+/NADH+H+ -  nikotinamiddinukleotid 

NHS -  A-hydroxysukcimidu 

NMR -  nukleární magnetické rezonance 

PBS -  fosfátový pufr
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PCL -  polykaprolakton 

PEG -  polyethylenglykol

RAFT -  Reversible addition-fragmentation chain-transfer (vratný adičně-fragmentační přenos 

řetězce)

TB -  tuberkulóza 

TEG -  tetraethylenglykol

TEG-VBE -  Tetra(ethylenglykol)-wo«0-(4-vmylbenzyléther)

Tf -  transferin 

THF -  tetrahydrofuran

UV-Vis -  oblast ultrafialového a viditelného světla

VBE-TEG-DME -  16-methoxy-1-(vinylfenyl)-2,5,8,11,14,17-hexaoxaoktadekan

VBE-TEG-INH -  N'- (1-(4-vinylfenyl)-2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan-16- 

yliden)isonikotinohydrazid
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1. Ú vod

Tuberkulóza je onemocnění způsobené bakterií, nejčastěji Mycobacteria tuberculosis (MTB), 

většinou zasahující plíce. MTB je tyčinkovitá, Gram-pozitivní, pomalu rostoucí bakterie, jejíž 

buněčná stěna obsahuje mykolové kyseliny, a tudíž na ní nepůsobí standardní antibiotika. Mezi 

symptomy patří vykašlávaní krvavého hlenu, bolest na hrudi, slabost, ztráta hmotnosti, horečka 

a noční pocení.1 Uvolněné kapénky se šíří vzduchem, kašlem, kýchnutím nebo slinami.2,3,4 

V současnosti známe několik typů tuberkulózy zejména plicní, miliární, močopohlavní, 

osteoartikulární, kožní (lupus vulgaris), peritoneální, genitální, bovinní t., tuberkulózní 

meningitida, tuberkulózní perikarditida, etc.5,6,7

Zhruba čtvrtina světové populace je zasažena tuberkulózní bakterii, ale pouze část se skutečně 

nakazí tuberkulózou (TB) (mají latentní formu).1 Rizikovou skupinou jsou lidé s oslabeným 

imunitním systémem (např. HIV/AIDS). V roce 2018 onemocnělo touto nemocí 5,7 miliónů 

mužů, 3,2 miliónů žen a 1,1 miliónů děti a adolescentů celosvětové populace, z čehož 1,5 

miliónů lidí zemřelo. TB se řadí mezi 10 nejčastějších příčin smrti.1

Farmakologická léčba spočívá v nasazení pomalu se uvolňující API, tedy podání proléčiva, 

která se uvolní po enzymatickém či chemickém působení prostření a jako samotná bude 

interagovat s příslušným receptorem.8,9,10 Jako proléčiva se používají konjugáty API 

s biokompatibilním polymerním nosičem jako jsou substituované poly(ethylenglykoly) či 

jejich blokové kopolymery.11,12,13,14 Jako antituberkulotika ,,první volby“ se používají isoniazid, 

rifampicin, pyrazinamid a ethambutol, přičemž první dva jsou nejúčinější.1,15

Konjugace léčiva s polymerem vytváří tzv. „Polymerní proléčivo“ . Polymerní konjugáty 

konvenčních léčiv mají oproti svým prekurzorům s nízkou molekulovou hmotností několik 

výhod. Hlavní výhody zahrnují: méně vedlejších účinků; zvýšená terapeutická účinnost; 

zvýšení rozpustnosti ve vodě málo rozpustných nebo nerozpustných léčiv, což vede ke zvýšení 

biologické dostupnosti daného léčiva; ochrana léku před deaktivací a zachování jeho aktivity 

během cirkulace a transportu do cílového orgánu, tkáně či intracelulárního prostoru; snížení 

antigenní aktivity, a tím pádem méně výrazná imunologická odpověď a samozřejmě schopnost 

cíleného uvolnění léčiva.16,17
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2. T eoretická část

2.1. Isoniazid

Isoniazid (INH), jinak též hydrazid kyseliny isonikotinové, je derivátem niacinu (Schéma 1), 

tedy vitamínu B3. Niacin představuje klíčovou složkou metabolických drah organismů18. Jako 

univerzální příklad nepostradatelnosti této molekuly platný jak pro nás, Homo Sapiens Sapiens, 

tak i pro většinu organismů, které známe, lze uvést dýchací řetězec a na něj navázanou syntézu 

ATP. Na vnitřní membráně našich mitochondriích se niacin v podobě NADH+H+ využívá 

k redukci komplexu I (sám se oxiduje na NAD+). Díky tomuto a mnohým dalším krokům 

dochází na konci této kaskády k redukci molekulárního kyslíku na vodu za vzniku ATP . 19

K s ?

O ^ N
H

(a)

,N H 2

OH

O

(b)

Schéma 1 - Struktura isoniazidu (a) a kyseliny nikotinové (b)15 

Niacin je využíván mykobakteriemi též k syntéze stavebních kamenů jejich buněčné stěny, 

mykolových kyselin. Díky podobnosti INH s vitamínem B3 působí jako antimetabolit při 

biosyntéze DNA a mimo jiné inhibuje tvorbu těchto kyselin. Mykolové kyseliny jsou mastné 

kyseliny (C74-C84) obsahující na a-uhlíku dlouhý alifatický řetězec, na P-uhlíku hydroxylovou 

skupinu a jeden až dva cyklopropanové kruhy.15,20,21
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(a)

proximalní
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COOHcis AAAAAAAAAAA/VC0C
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OCHq

(C) .COOH

OH

Obrázek 1 - Chemické struktury mykolových kyselin z M. tuberculosis: a-mykolová kyselina (a), methoxy-
mykolová kyselina (b) a keto-mykolová kyselina (c)20

2.1.1 Mechanismus účinku

Aktivací INH KatG vzniká isonikotinový acylový radikál, který se spontánně spojuje s NADH 

za vzniku nikotinoyl-NAD aduktu. Tento komplex se pevně váže na enoyl-Acp, což je klíčový 

enzym FAS systému. Dochází tak k inhibici syntézy mastných kyselin a tím pádem i k snížené 

syntéze mykolových kyselin.22,23

2.2. pH labilní vazby

K dosažení řízeného uvolňování léčiva v požadované lokaci jsou vyžadovány nosiče, které 

uvolní API až po spouštějících mechanismech. Takové mechanismy slouží i k zabránění 

uvolnění či deaktivaci léku během cesty na místo určení. Uvolnění léčiv na cílových místech 

v těle zapříčiňuje přítomnost specifických fyziologických podmínek. 24,25

Při dodání léčiva je často žádoucí uvolňování léku až poté, co je fagocytováno buňkami.26,27 

Toho lze dosáhnout díky rozdílu v redoxním potenciálu mezi extracelulárním prostředím, které 

je spíše alkalické a intracelulárním prostředím, které je spíše acidické.

Buňky se musí chránit před dalším okyselením, což zabezpečuje jednak řada slabých kyselin 

a bází obsahující na postranním řetězci aminokyseliny a fosfátové skupiny, a jednak (HCO3)-,
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což dohromady tvoří intracelulární pufr,28 který vzniká za enzymatického působení CA 

z přijímaného CO2. 29

2.3. Hydrazid-hydrazon

Hydrazid-hydrazony představují třídu organických sloučenin obsahující azomethinovou 

skupinu (-NH -N=CH -) spojené s karbonylovou skupinou, což je zodpovědné za jejich různé 

farmaceutické aplikace a mezi které se řadí i INH, resp. isonikotinoyl hydrazony.30

2.4. Polymerní konjugáty isoniazidu

2.4.1. Konjugát s inulinem

V práci Afinjuoma a kol. se zaměřili na přípravu pH-citlivého konjugátu INH s inulinem pro 

cílené dávkování s využitím monocytů. Syntéza vychází z inulinu 1 který byl oxidován 

jodistanem sodným. Vznikající dialdehyd 2a vratně cyklizuje na velmi reaktivní hemiacetal 

2b.31 Ten byl následně spojen s INH přes hydrazonovou vazbu za vzniku konjugátu inulin- 

INH 3 citlivého na pH (Schéma 2).

Studie buněčné absorpce potvrzují, že RAW 264.7 monocytární buňky pohltily konjugáty 

inulinu do endocytických kompartmentů prostřednictvím endocytózy. Studie intracelulární 

účinnosti ukazují, že inulinové konjugáty mají dávkově závislý cílený účinek proti monocytům
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infikovaných MTB, způsobené účinnou internalizací a štěpením hydrazonové vazby kyselým 

prostředím lysosomu, který následně uvolnil isoniazid. Tyto výsledky jasně naznačují, že 

konjugáty inulinu mohou sloužit jako pH-senzitivní intracelulární dodávací systém pro léčbu
32,33

2.4.2. Konjugát s poly(ethylenglykolem)

Výzkumný tým González-Toresse se zabýval PEGylací INH. Pomocí y-radiací indukované 

syntézy byly připravovány konjugáty INH a PEG (Mr = 400 g/mol) (Schéma 3).

H
h2o2, t

gamma rad H(*
O

nh2 h2o2, t
gamma rad

O

O
NH

+

Schéma 3 - Navrhovaný mechanismus PEGylovaného INH indukovaného gama zářením34

(a)

(b)

(c)

(d)

V iniciačním kroku (a) byly generovány radikály PEG a INH (Schéma 3). PEG podléhá oxidaci 

na aldehyd a tvoří radikál na karbonylovém uhlíku, INH má možnosti tvořit radikál na 

amidovém i hydrazinovém dusíku (b). V druhém kroku (c,d) dochází ke kolizi radikálů INH 

a PEGu za vzniku proléčiva PEG-INH. Dle analýzy pomocí Ramanovy spektroskopie autoři 

usuzují, že konjugace pravděpodobně probíhá převážně na hydrazinový dusík (c). Ukázalo se, 

že PEG-INH inhiboval bakteriální růst nad 95% ve srovnání s INH, který vykazoval nižší 

hodnotu (80%) při koncentracích 0,25; 0,1; 1 a 5 pM. Výzkum ukázal, že je možné kovalentně 

navázat PEG na INH pomocí navrženého mechanismu, a získat tak pomalu působící
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isoniazidový derivát s nízkou toxicitou in vitro a vyšší antimykobakteriální účinností než 

samotný INH (Schéma 3).34

2.4.3. Konjugát s transferinem

Publikace35 Sutara a kol. z roku 2019 pojednává o přípravě konjugátu INH s transferinem (Tf). 

Byly provedeny dvě syntézy, jejichž cílem byly dva odlišné konjugáty. První cesta vedla přes 

spojení INH s glyoxalovou kyselinou za vzniku isonikotinoylhydrazonoacetylové kyseliny 

(IHA) a druhá pak přes spojení INH s anhydridem kyseliny glutarové, což analogicky vedlo 

k isonikotinoylhydrazinyl-5-oxopentanové kyselině (IHOP). Oba připravené meziprodukty 

(IHA, IHOP) byly amidickou vazbou navázány na transferin (Tf) za přítomnosti fosfátového 

pufru (regulace pH směsi), EDC a #-hydroxysukcinmidu (k aktivaci karboxylové skupiny pro 

kondenzaci s aminy za vzniku amidové vazby). Výsledky in vitro antituberkulárních testů 

ukázaly, že aktivita byla zachována v obou konjugátech. Konjugáty byly účinné proti 

intracelulárním Mtb H37Rv avšak postrádaly cytotoxický účinek při terapeutické koncentraci 

(Schéma 4).

CHO 
COOH 

ACN:voda, rt

0 0 O

Tf

PBS, EDC.NHS

Tf-IHA

ACN:voda, rt

H
N, ,0H

!f T ^ T
O O IHOP

Tf
PBS, EDC, HOSu

O

o  o

Tf-IHOP

Schéma 4 - Syntéza konjugátů Tf-IHA a Tf-IHOP35
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2.4.4. Chitosan-g-polykaprolakton/maleinanhydrid-isoniazid polymerní micely

Práce výzkumné skupiny Rajendrana Amarnatha Praphakara a kol. se zaobírala problematikou 

konstruování polymerních micel kombinujících přírodní a syntetické polymery.36 Polymerní 

jádro bylo syntetizováno v několika krocích (Schéma 5).

O

O

MA £

60°C
12h

Schéma 5 -  Syntéza polymerní micely s navázaným INH36 

Nejprve byl chitosan (CS) zesíťován reakci s s-kaprolaktonem (PCL) za vzniku CS-PCL. INH 

byl aktivován pro zakotvení reakcí s maleinanhydridem (MA). Vlastní příprava konjugátu byla
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provedena reakcí CS-PCL s MA-INH ve smyslu Michaelovy 1,4-adice za vzniku C S- 

PCL/MA-INH polymerního jádra. Netoxická povaha micel byla hodnocena ex vivo studiemi 

na buněčných liniích U937 a L929, a erytrocytech. Všechna pozorování naznačují, že 

polymerní micela naplněná léčivem je bezpečný a účinný systém pro dodání anti-TB léků bez 

ovlivnění mykobaktericidní aktivity (Schéma 5).

2.4.5. Konjugát s magnetickými nanočásticemi Fe3O4@SiO2

Výzkumná skupina prof. Sedláka vycházela ze snadno dostupných hydrofilních nanočásticích 

magnetitu. Povrch Fe3O4@SiO2 byl dále funkcionalizován aminoskupinou reakcí s 3- 

aminopropyltriethoxysilanem. V posledním kroku syntézy nanočástice Fe3O4@SiO2-N H 2 byly 

podrobeny reakci s přebytkem ethyl(pyridin-4-ylkarbonyl)hydrazonoformiátem, který poskytl 

finální konjugát s INH připojené pomocí pH-senzitivní amidinové vazby (Schéma 6). V druhé 

části výzkumu bylo studováno uvolnňování INH z konjugátu Fe3O4@SiO2-INH za podmínek 

in vitro v roztocích kyseliny chlorovodíkové a fosfátového pufru při teplotě 37 ° C 

(Fe3O4@SiO2-INH  ^  INH + Fe3O4@SiO2-N H 2). V modelovém médium fosfátového pufru 

při pH = 5,3, který napodobuje patologickou tkáň, byl INH uvolněn s poločasem rozpadu 

t 1/2= 116 s. V fosfátovém pufru při pH = 7,4 byl konjugát stabilní. Připravený systém umožňuje 

působení INH na postiženou tkáň cíleným způsobem, jednak změnou pH, jednak možnou 

přesnou aplikací působením vnějšího magnetického pole díky magnetickému charakteru jádra

Fe3O4@SiO2.37

Schéma 6 -  Příprava nanočástice Fe3 O4 @SiO2 -IN H
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2.4.6. Konjugát s methoxypoly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysin)

Publikace výzkumné skupina doc. Imramovského z roku 2012 pojednává o přípravě konjugátu 

INH s blokovým kopolymerem PEG-poly(L-lysin).14 Blokový kopolymer (mPEG-b-PLL) byl 

připraven známou metodou NCA: polymerace s otevřením kruhu a-(As-benzyloxykarbonyl)- 

L-lysin iniciovaný a-amino-ro-methoxypoly(ethylenglykol). Ve druhém kroku reakce 

následovalo zrušení bloku benzyloxykarbonylové skupiny kyselinou trifluoroctovou.

Schéma 7 -  Syntéza konjugátu mPEG-b-PLL-INH 14

Konjugát mPEG-b-PLL-INH byl připraven reakcí mPEG-b-PLL s ethyl(pyridin-4-ylkarbonyl) 

hydrazonoformiátem získaným in situ reakcí INH s DEMA (Schéma 7). Kromě 

biokompatibility je hlavní výhodou tohoto polymeru možnost připojit větší počet molekul INH, 

než v případě samotného funcionalizovaného poly(ethylen)glykolu.
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3. E xp erim en tá ln í část

Spektra v infračervené oblasti byla měřena na přístroji FT-IR Nicolet iS50, technikou zeslabené 

úplné reflektance (ATR) na jednoodrazovém diamantovém krystalu, ve střední infračervené 

oblasti, v rozsahu vlnočtů 4000 -  400 cm-1 se spektrálním rozlišením 4 cm-1. Oblast absorpce 

diamantového krystalu (1900-2400 cm-1) byla, v případě absence charakteristických pásů 

v této oblasti, ze spekter odstraněna. NMR spektra byla měřena při laboratorní teplotě na 

přístroji Bruker AVANCE III 400 pracujícím při 400,13 MHz (1H) a 100,62 MHz (13C). 

1H NMR spektra byla pro roztoky látek v CDCb kalibrována na tetramethylsilan (á 0,00 ppm). 

13C NMR spektra byla kalibrována na středový signál multipletu rozpouštědla (á 77,16 ppm 

v CDCb). 13C NMR spektra byla s protonovým dekaplingem. Hmotnostní spektra s vysokým 

rozlišením byla měřena metodou „dried droplet“ pomocí MALDI hmotnostního spektrometru 

LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) vybaveného dusíkovým UV 

laserem (337 nm, 60 Hz). Spektra byla měřena v režimu pozitivních iontů s rozlišením 100 000 

při m/z = 400, výsledné spektrum tvoří průměr ze všech měření. Použitou matricí byla 2,5- 

dihydroxybenzoová kyselina (DHB). Chemikálie byly pořízeny od společnosti Sigma-Aldrich, 

Acros Organics, Fluorochem nebo Penta a používány bez dalšího čistění. Flash chromatografie 

byla prováděna na přístroji Reveleris® X2 na kolonách naplněných silikagelem. Tenkovrstvá 

chromatografie byla prováděna na aluminiových destičkách potažených silikagelem SiO2 

s vizualizací pomocí UV lampy (254 nebo 366 nm).

3.1. Tetra(ethylenglykol)-mono-(4-vinylbenzyléther) (TEG-VBE)

Do 250 ml baňky byl předložen tetra(ethylenglykol) (12 ml; 69,42 mmol), suchý THF (50 ml) 

a přidán NaH (1,23g 60% disperze v parafinu; 51,26 mmol). Směs byla pod chlorkalciovým 

uzávěrem míchána po dobu 1 h. Za intenzivního míchání byl během 10 min přidán 4- 

vinylbenzylchlorid (1,9 ml; 14,92 mmol). Směs byla míchána při laboratorní teplotě. Po 

24 h byla do reakční směsi přidána voda (10 ml) a vodná fáze extrahována DCM (3 x 50 ml). 

Spojené organické fáze byly extrahovány solankou a vysušeny MgSO4. Surová směs byla
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podrobena flash chromatografii (h ex an e  AcOEt). Produkt byl získán ve formě bezbarvého 

oleje (5,55 g; 17,88 mmol; 83 %). NMR ve shodě s literaturou38.

JH NMR (400 MHz, CDCb) 5 ppm: 7.42 -  7.35 (m, 2H), 7.33 -  7.28 (m, 2H), 6.71 (dd, J  =

17.6, 10.9 Hz, 1H), 5.74 (dd, J  = 17.6, 1.0 Hz, 1H), 5.23 (dd, J  = 10.8, 0.9 Hz, 1H), 4.55 (s, 

2H), 3.74 -  3.56 (m, 16H), 2.73 (t, J  = 6.1 Hz, 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCb) 5 ppm: 137.8, 136.9, 136.5, 127.9, 126.2, 113.7, 72.9, 72.5, 70.6 

(2xC), 70.6, 70.5, 70.3, 69.3, 61.6.

3.2. 16-Methoxy-1-(vinylfenyl)-2,5,8,11,14,17-hexaoxaoktadekan (VBE-TEG-

DME)

Do 250 ml baňky byl předložen TEG-VBE (2,55 g; 8,21 mmol), suché THF (50 ml) a přidán 

NaH (0,68g 60% disperze v parafínu; 22,34 mmol). Směs byla pod chlorkalciovým uzávěrem 

míchána po dobu 30 min. Následně, za intenzivního míchání, byl přidán chloroacetaldehyd- 

dimethylacetal (20 ml; 87,82 mmol). Z reakční směsi byl na MiSo nástavci oddestilován THF 

a směs byla ponechána míchat při teplotě 120°C. Po 7 dnech byla do reakční směsi přidána 

voda (10 ml) a vodná fáze extrahována DCM (3 x 50 ml). Spojené organické fáze byly 

extrahovány solankou a vysušeny MgSO4. Surová směs byla podrobena flash chromatografii 

(h ex an e  AcOEt). Produkt byl získán ve formě žlutého oleje (0,6 g; 1,51mmol, 18 %) 1

1H NMR (400 MHz, CDCb) 5 ppm: 7.42 -  7.35 (m, 2H, H-4/5), 7.33 -  7.27 (m, 2H, H-4/5), 

6.71 (dd, J  = 17.6, 10.9 Hz, 1H, H-2), 5.74 (dd, J  = 17.6, 1.0 Hz, 1H, H-1a), 5.23 (dd, J  = 10.9, 

1.0 Hz, 1H, H-1b), 4.55 (s, 2H, H-7), 4.51 (t, J  = 5.2 Hz, 1H, H-10), 3.74 -  3.59 (m, 16H, H8), 

3.54 (d, J  = 5.2 Hz, 2H, H-9), 3.39 (s, 6H, H-11).
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13C NMR (101 MHz, CDCI3) 5 ppm: 138.0 (C-4/6), 137.0 (C-4/6), 136.6 (C-2), 128.0 (2xC, 

C-4/5), 126.3 (2xC, C-4/5), 113.8 (C-1), 102.8 (C-10), 73.0 (C-7), 71.0 (C-8), 71.0 (C-8), 70.7 

(2xC, C-8), 70.7(3xC, C-8), 70.6 (C-8), 69.5 (C-9), 54.0 (2xC, C-11).

FT-IR (ATR): 3087; 3008; 2902; 2866; 2835; 1736; 1630; 1512; 1452; 1352; 1248; 1097; 989; 

827 cm-1

HRMS m/z: Vypočteno: [M+Na]+ 421,22022, Nalezeno: [M+Na]+ 421,22028; A=0,14 ppm.

3.3. N'-(1-(4-Vinylfenyl)-2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan-16-

yliden)isonikotinohydrazid (VBE-TEG-INH)

Do 250 ml baňky byl předložen TEG-VBE-DME (200 mg; 0,51 mmol), INH (70,6 mg; 

5,15 mmol rozpuštěn v 10 ml 90% EtOH), dále byla přidána pTsO H H 2O (50 mg; 0,263 mmol) 

a hydrochinon (5 mg; 0,045 mmol). Směs byla míchána za varu po dobu 20 h. Surová reakční 

směs byla odpařena za zisku hnědožlutého oleje, který nebylo možné přečistit krystalizaci ani 

chromatografií (mobilní fáze: AcOEt).

HRMS m/z: Vypočteno: [M+H]+ 472,24477, Nalezeno: [M+H]+ 472,24601; A=2,63 ppm.
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4. V ýsledk y  a d iskuse

V souladu se zadáním bakalářské práce byla navržena syntetická cesta vedoucí k dosud 

nepopsané sloučenině nesoucí vázaný INH ve formě pH-senzitivní vazby a zároveň nesoucí 

skupinu umožňující zakotvení na polymerní nosič. Vybraná sloučenina #'-(1-(4-vinylfenyl)- 

2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan-16-yliden)isonikotinohydrazid (VBE-TEG-INH) splňuje tyto 

parametry.

pH-senzitivní vazba 
hydrofilní spojka |_| H

aktivovaná dvojná vazba

Schéma 8 - N'-(1-(4-vinylfenyl)-2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan-16-yliden)isonikotinohydrazid 

Terminální dvojná vazba styrenového typu umožňuje přímou emulzní polymeraci této 

sloučeniny39 (Schéma 9; a), případně RAFT polymeraci na nosič40 (Schéma 9; b).

Schéma 9 -  Možnost polymeračního zakotvení derivátů styrenu39,40

Zároveň může být post-modifikační strategií ukotvena na polymerní nosič buď pomocí tzv. 

thiol-enové klik reakce41 (Schéma 10; b), nebo cross-metatéze42(Schéma 10; a).

Schéma 10 -  Postmodifikační ukotvení na již připravený polymerní nosič41,42
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INH je  ve sloučenině VBE-TEG-INH vázán přes hydrazido-hydrazonovou vazbu. Ta je 

četným motivem v řadě antimikrobiálních látek a může být snadno štěpena v kyselém 

prostředí43. Spojujícím článkem, mezi aktivovanou dvojnou vazbou a INH fragmentem je 

hydrofilní tetra(ethylenglykolový) můstek, který je biokompatibilní. 44

HO

4.1. Syntéza cílové molekuly N'-(1-(4-vinylfenyl)-2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan- 

16-yliden)isonikotinohydrazidu

C l\
T EG -V B E

(83 %) (lit. 63-79 %)

k

NaH
TH F

Schéma 11 -  Syntéza ^'-(1-(4-vinylfenyl)-2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan-16-yliden)isomkotinohydrazidu 

Byla navržena syntéza, vycházející z tetra(ethylenglykolu), který byl dle literárního předpisu45 

deprotonován pomocí hydridu sodného, a vzniklý alkoholát byl nukleofilně substituován 

pomocí 4-vinylbenzylchloridu. Po chromatografické separaci byl získán tetra(ethylenglykol)- 

wo«0-(4-vinylbenzyl)éther TEG-VBE ve výtěžku 83 % (lit. 63-79 %)46.

Druhým reakčním krokem byla deprotonace TEG-VBE hydridem sodným v THF, 

rozpouštědlo bylo následně odpařeno. K odparu byl přidán chloracetaldehyd-dimethylacetal, 

který sloužil zároveň jako reaktant i rozpouštědlo. Po chromatografické separaci byl izolován
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VBE-TEG-DMA ve výtěžku 18 %. Ani po vícenásobných optimalizacích se nepodařilo 

dosáhnout vyššího výtěžku. Sloučenina VBE-TEG-DMA je  funkčním derivátem aldehydu 

a bylo možné provést jeho záměnu za jiný funkční derivát (hydrazon). Adaptací literárního 

předpisu47 byla provedena přímá kondenzace INH s VBE-TEG-DMA za katalýzy para- 

toluensulfonovou kyselinou v 90% vodném ethanolu za varu. Reakční směs byla monitorována 

pomocí 1H NMR (Obrázek 2).

Obrázek 2 -  1H NMR spektra a) VBE-TEG-DMA, b) reakční směs po 6 h c) reakční směs po 20 h 

Ze spekter je patrné, že již po 4 hodinách značně poklesla intenzita signálů methoxyskupin na

5=3,39 ppm. Zreagovala tedy značná část výchozí látky. Po reakční době 20 h již nebyl
- 25 -



pozorován signál methoxyskupin. Reakce tedy proběhla úplně. V surové reakční směsi byly 

pomocí hmotnostní spektrometrie ve vysokém rozlišení s MALDI ionizací nalezeny hmoty, 

odpovídající aduktům očekávaného produktu VBE-TEG-INH (Obrázek 3).

Obrázek 3 -  HRMS spektrum reakční směsi VBE-TEG-INH  

Jako problematické se však ukázalo čištění surové reakční směsi. Pokusy o krystalizaci nebyly 

úspěšné. Tenkovrstvá chromatografie naznačovala možnost chromatografické separace, avšak 

pokusy o její provedení vedly s největší pravděpodobností k rozkladu produktu.

Cílový produkt VBE-TEG-INH tedy nebylo ani po opakovaných pokusech možné připravit 

v čistém stavu. Nemožnost získat cílový produkt VBE-TEG-INH v analyticky čistém stavu 

však nemusí být překážkou pro jeho úspěšné zakotvení do polymerní matrice.
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Z ávěr

Byla vypracována literární rešerše zaměřená na aktuální stav polymerních konjugátů 

antituberkulotika isoniazidu. Třístupňovou syntézou byl připraven #'-(1-(4-vinylfenyl)- 

2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan-16-yliden)isonikotinohydrazid. Tato látka obsahuje isoniazid 

vázaný formou pH-senzitivní hydrazido-hydrazonové vazby a zároveň dvojnou vazbu 

styrenového typu, umožňující jeho další zakotvení. Cílová molekula byla připravena pouze ve 

stavu surové směsi, jelikož opakované pokusy o její čištění selhaly. Připravený konjugát bude 

použit ve formě surové reakční směsi pro zakotvení na různé polymerní nosiče a bude 

studována kinetika uvolňováni isoniazidu.
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