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Anotace

Formou literarni reserSe byl zhodnocen aktualni stav problematiky polymernich konjugatu
antituberkulotika isoniazidu. Byla navrzena struktura pH-senzitivniho derivatu isoniazidu,
obsahujici zaroven kotvici skupinu, umoziujici pfipravu polymernich konjugata. Byl pfipraven
vybrany derivat N’ -(1-(4-vinylfenyl)-2,5,8,11, 14-pentaoxahexadekan-16-yliden)-
isonikotinohydrazid. Byly diskutovany moznosti zakotveni pfipraveného konjugatu na

polymerni nosice.

Kli¢ova slova

isoniazid, konjugat, antituberkulotikum, pH-senzitivni vazba, medicinalni chemie

Annotation

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 N-(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.

Keywords

Isoniazid, tetraethyleneglycol, antitubeculotic drug, pH labile bond, medicinal chemistry
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Seznam zkratek a znacek

ACN - acetonitril

API — aktivni u¢inna latka

ATP — adenosintrifosfat

CA — karboanhydraza

CS — chitosan

DCM - dichlormethan

DEMA - diethoxymethyl-acetat

DMPAP — 2,2-Dimethoxy-2-fenylacetofenon

EDC — 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
enoyl-Acp — enoyl-acyl carrier protein reductase (protein reduktaza nesouci enoyl-acyl)
FAS - fatty acid synthesis (syntéza mastnych kyselin)
FTIR — infraCervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
HPLC - vysokou¢inna kapalinova chromatografie

IHA - isonikotinoylhydrazonoacetylova kyselina

IHOP — isonikotinoylhydrazinyl-5-oxopentanova kyselina
INH — isoniazid

KatG — katalazo-peroxidazovym enzym

MA — anhydrid kyseliny maleinové

MTB — mykobakterium tuberkulosis

NAD /NADH+H" — nikotinamiddinukleotid

NHS — N-hydroxysukcimidu

NMR - nuklearni magnetické rezonance

PBS — fosfatovy pufr



PCL — polykaprolakton
PEG - polyethylenglykol

RAFT — Reversible addition—fragmentation chain-transfer (vratny adi¢né-fragmentaéni pienos

fetézce)

TB — tuberkul6za

TEG — tetraethylenglykol

TEG-VBE — Tetra(ethylenglykol)-mono-(4-vinylbenzyléther)

Tf — transferin

THF - tetrahydrofuran

UV-Vis — oblast ultrafialového a viditelného svétla

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. Uvod

Tuberkul6za je onemocnéni zpusobené bakterii, nejcastéji Mycobacteria tuberculosis (MTB),
vetsSinou zasahujici plice. MTB je ty¢inkovita, Gram-pozitivni, pomalu rostouci bakterie, jejiz
bunécna sténa obsahuje mykolové kyseliny, a tudiz na ni nepusobi standardni antibiotika. Mezi

symptomy patii vykaslavani krvavého hlenu, bolest na hrudi, slabost, ztrata hmotnosti, horecka

1 234

a nocni poceni.. Uvolnéné kapénky se §ifi vzduchem, kaslem, kychnutim nebo slinami.
V soucasnosti zname n¢&kolik typu tuberkulozy zejména plicni, miliarni, mocopohlavni,
osteoartikularni, kozni (lupus vulgaris), peritonealni, genitalni, bovinni t., tuberkulézni

meningitida, tuberkulézni perikarditida, etc.>%’

Zhruba Ctvrtina svétové populace je zasazena tuberkul6zni bakterii, ale pouze Cast se skute¢ne
nakazi tuberkulézou (TB) (maji latentni formu).! Rizikovou skupinou jsou lidé s oslabenym
imunitnim systémem (napt. HIV/AIDS). V roce 2018 onemocnélo touto nemoci 5,7 miliéna
muzd, 3,2 miliéona Zen a 1,1 milionu déti a adolescentd celosvétové populace, z Cehoz 1,5

miliénd lidi zemfelo. TB se fadi mezi 10 nejast&jsich pticin smrti.!

Farmakologicka 1é¢ba spociva v nasazeni pomalu se uvoltiujici API, tedy podani proléciva,
ktera se uvolni po enzymatickém ¢i chemickém pusobeni prostieni a jako samotna bude
interagovat s prisluinym receptorem.>>!° Jako prolégiva se pouzivaji konjugaty API
s biokompatibilnim polymernim nosi¢em jako jsou substituované poly(ethylenglykoly) ¢i
jejich blokové kopolymery.!1213:14 Jako antituberkulotika ,,prvni volby* se pouzivaji isoniazid,

rifampicin, pyrazinamid a ethambutol, pfi¢emz prvni dva jsou nejucingjsi. !>

Konjugace 1é¢iva s polymerem vytvafi tzv. , Polymerni proléCivo“. Polymerni konjugaty
konvenénich 1€Civ maji oproti svym prekurzorim s nizkou molekulovou hmotnosti nékolik
vyhod. Hlavni vyhody zahrnuji: méné vedlejSich G¢ink(; zvySena terapeuticka ucinnost;
zvyseni rozpustnosti ve vodé malo rozpustnych nebo nerozpustnych 1é¢iv, coz vede ke zvyseni
biologické dostupnosti daného 1é¢iva; ochrana l1éku pred deaktivaci a zachovani jeho aktivity
behem cirkulace a transportu do cilového organu, tkané ¢i intracelularniho prostoru; sniZeni
antigenni aktivity, a tim padem mén¢ vyrazna imunologickd odpovéd’ a samoziejmé schopnost

cileného uvolnéni 1é¢iva. %17
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2. Teoreticka c¢ast

2.1. Isoniazid
Isoniazid (INH), jinak téz hydrazid kyseliny isonikotinové, je derivatem niacinu (Schéma 1),
tedy vitaminu Bs3. Niacin ptedstavuje kli¢ovou slozkou metabolickych drah organism@'®. Jako
univerzalni ptiklad nepostradatelnosti této molekuly platny jak pro nas, Homo Sapiens Sapiens,
tak i pro vétsinu organismd, které zname, lze uvést dychaci fetézec a na néj navazanou syntézu
ATP. Na vnitini membrané nasich mitochondriich se niacin v podobé NADH+H" vyuziva
k redukci komplexu I (sam se oxiduje na NAD"). Diky tomuto a mnohym dal§im krokim

dochazi na konci této kaskady k redukci molekularniho kysliku na vodu za vzniku ATP.

N N
B B
o N,NH2 0
H
(a) (b)

Schéma 1 - Struktura isoniazidu (a) a kyseliny nikotinové (b)!?
Niacin je vyuzivan mykobakteriemi téz k syntéze stavebnich kamenu jejich bunééné stény,
mykolovych kyselin. Diky podobnosti INH s vitaminem B3 pusobi jako antimetabolit pfi
biosyntéze DNA a mimo jiné inhibuje tvorbu téchto kyselin. Mykolové kyseliny jsou mastné
kyseliny (C74-Cs4) obsahujici na a—uhliku dlouhy alifaticky fetézec, na f—uhliku hydroxylovou

skupinu a jeden aZ dva cyklopropanové kruhy, '>2-%!
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proximalni
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Obrazek 1 - Chemickeé struktury mykolovych kyselin z M. tuberculosis: a—mykolova kyselina (a), methoxy-
mykolova kyselina (b) a keto-mykolova kyselina (¢)*°

2.1.1 Mechanismus a¢inku
Aktivaci INH KatG vznika isonikotinovy acylovy radikal, ktery se spontanné spojuje s NADH
za vzniku nikotinoyl-NAD aduktu. Tento komplex se pevné vaze na enoyl-Acp, coz je kliCovy
enzym FAS systému. Dochazi tak k inhibici syntézy mastnych kyselin a tim pddem 1 k snizené

syntéze mykolovych kyselin.?%%

2.2. pH labilni vazby
K dosazeni fizeného uvoliovani 1é¢iva v pozadované lokaci jsou vyzadovany nosice, které
uvolni API az po spoustéjicich mechanismech. Takové mechanismy slouzi i k zabranéni
uvolnéni ¢i deaktivaci 1éku béhem cesty na misto ureni. Uvolnéni 1é¢iv na cilovych mistech
v téle zapiidifiuje piitomnost specifickych fyziologickych podminek. 242

PHi dodani 1é¢iva je Gasto zadouci uvoliiovani 1éku az poté, co je fagocytovano butikami.?s?’

Toho l1ze dosahnout diky rozdilu v redoxnim potencidlu mezi extracelularnim prostedim, které

je spiSe alkalické a intracelularnim prostfedim, které je spiSe acidické.

Butiky se musi chranit pred dalSim okyselenim, coz zabezpecuje jednak fada slabych kyselin
a bazi obsahujici na postrannim fetézci aminokyseliny a fosfatové skupiny, a jednak (HCOs),
-13 -



coz dohromady tvori intracelularni pufr,®® ktery vznika za enzymatického pisobeni CA
z ptijimaného CO» %

2.3. Hydrazid-hydrazon
Hydrazid-hydrazony ptedstavuji tfidu organickych sloucenin obsahujici azomethinovou
skupinu (-NH-N=CH-) spojené s karbonylovou skupinou, coz je zodpovédné za jejich ruzné

farmaceutické aplikace a mezi které se fadi i INH, resp. isonikotinoyl hydrazony.>

2.4. Polymerni konjugaty isoniazidu

2.4.1. Konjugat s inulinem
V praci Afinjuoma a kol. se zaméftili na ptipravu pH-citlivého konjugatu INH s inulinem pro
cilené davkovani s vyuzitim monocytl. Syntéza vychazi z inulinu 1 ktery byl oxidovan
jodistanem sodnym. Vznikajici dialdehyd 2a vratn€ cyklizuje na velmi reaktivni hemiacetal
2b.3! Ten byl nasledné spojen s INH pres hydrazonovou vazbu za vzniku konjugéatu inulin-

INH 3 citlivého na pH (Schéma 2).

OH |
O of
o
OH ‘)/S \O 2
o) o)

d NalO,
O —_
HO OH

| & 3;
—  HN—NH,
Nﬁ
\ / O INH 5
av
o) N~
Q X{ NN
0
3
5 0

Schéma 2 - Syntéza inulin-INH konjugatu®!

Studie bunécné absorpce potvrzuji, ze RAW 264.7 monocytarni buriky pohltily konjugaty
inulinu do endocytickych kompartmentd prostfednictvim endocytézy. Studie intracelularni
ucinnosti ukazuji, Ze inulinové konjugaty maji davkove zavisly cileny Gcinek proti monocytim
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infikovanych MTB, zptsobené Gcinnou internalizaci a §t€penim hydrazonové vazby kyselym
prostfedim lysosomu, ktery nasledné uvolnil isoniazid. Tyto vysledky jasn€ naznaluji, ze
konjugaty inulinu mohou slouzit jako pH-senzitivni intracelularni dodévaci systém pro 1é¢bu

TB. 32,33

2.4.2. Konjugat s poly(ethylenglykolem)
Vyzkumny tym Gonzalez-Toresse se zabyval PEGylaci INH. Pomoci y-radiaci indukované

syntézy byly pfipravovany konjugaty INH a PEG (M; =400 g/mol) (Schéma 3).

HyOp, T

HEOSNTho S eowo/\/ @

gamma rad H

0]
b
N e H0, T ©
| H
N _~ gammarad

o)

0]
nk \/g*o/\(
N~
| H <O\/>\ /\/ _gamma rad
N~ 0 O\_NH

——

N\ J

Hk O\A\o/\f

\ N
| . %o\/% _gamma rad rad N

(c)

.....

na aldehyd a tvori radikdl na karbonylovém uhliku, INH m& moznosti tvorit radikal na
amidovém i hydrazinovém dusiku (b). V druhém kroku (c,d) dochazi ke kolizi radikald INH
a PEGu za vzniku prolé¢iva PEG-INH. Dle analyzy pomoci Ramanovy spektroskopie autofi
usuzuji, ze konjugace pravdépodobné probiha prevazné na hydrazinovy dusik (c¢). Ukézalo se,
ze PEG-INH inhiboval bakterialni riist nad 95% ve srovnani s INH, ktery vykazoval niZzsi
hodnotu (80%) pti koncentracich 0,25; 0,1; 1 a 5 uM. Vyzkum ukazal, zZe je mozné kovalentne

navazat PEG na INH pomoci navrzeného mechanismu, a ziskat tak pomalu puasobici
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isoniazidovy derivat s nizkou toxicitou in vifro a vyssi antimykobakterialni G¢innosti nez

samotny INH (Schéma 3).3*

2.4.3. Konjugat s transferinem
Publikace® Sutara a kol. z roku 2019 pojednava o piipravé konjugatu INH s transferinem (Tf).
Byly provedeny dvé syntézy, jejichz cilem byly dva odlisné konjugaty. Prvni cesta vedla pies
spojeni INH s glyoxalovou kyselinou za vzniku isonikotinoylhydrazonoacetylové kyseliny
(IHA) a druhé pak pies spojeni INH s anhydridem kyseliny glutarové, coz analogicky vedlo
k isonikotinoylhydrazinyl-5-oxopentanové kyseliné (IHOP). Oba pfipravené meziprodukty
(IHA, IHOP) byly amidickou vazbou navazéany na transferin (Tf) za pfitomnosti fosfatového
pufru (regulace pH smési), EDC a N-hydroxysukcinmidu (k aktivaci karboxylové skupiny pro
kondenzaci s aminy za vzniku amidové vazby). Vysledky in vitro antituberkularnich testa
ukazaly, ze aktivita byla zachovana v obou konjugatech. Konjugaty byly uc¢inné proti
intracelularnim Mtb H37Rv avsak postradaly cytotoxicky ucinek pfi terapeutické koncentraci

(Schéma 4).

0
AP
N
INH 0
- &
COOH .
AN=vada, it ACN:voda, rt
N AN N OH
N~ IHA N~ 0 O IHOP
Tf Tf
PBS, EDC,NHS PBS, EDC, HOSu
0
H
0 0 .

WA T YD

NN ONH NS T oo 0
H
N~
Tf-IHOP
TF-IHA

Schéma 4 - Syntéza konjugata Tf-IHA a Tf-IHOP>>
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2.4.4. Chitosan-g-polykaprolakton/maleinanhydrid-isoniazid polymerni micely
Prace vyzkumné skupiny Rajendrana Amarnatha Praphakara a kol. se zaobirala problematikou
konstruovani polymernich micel kombinujicich piirodni a syntetické polymery.*® Polymerni

jadro bylo syntetizovano v nekolika krocich (Schéma 5).

o 0N
HO  NH, CH,OH “NH,
0] 0 | o) +
© Jd ° B
CS
1. CH3SO3zH
45°C DMAP, MeCN
2. Kaprolakton, mikroviny 12h, rt
3. NaOH, KH,PO,
y Drcenyled '
0]
OR H
ﬁw/zﬂ iy LTS o
A=Y N °
2 OR 2 /o o+ |
CS-PCL N MA-INH

(o] 60°C
R= O 12h
n

N
9

o N

H
H

CH,OR
k o]
o] o]
0
CH,OR oR o HN N
0o H\ OH
N
H o)
AN
CS-PLC/MA-INH ||

N

Schéma 5 — Syntéza polymerni micely s navazanym INH3¢

Nejprve byl chitosan (CS) zesitovan reakci s e-kaprolaktonem (PCL) za vzniku CS—PCL. INH

byl aktivovéan pro zakotveni reakci s maleinanhydridem (MA). Vlastni pfiprava konjugatu byla
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provedena reakci CS—PCL s MA-INH ve smyslu Michaelovy 1,4-adice za vzniku CS-
PCL/MA-INH polymerniho jadra. Netoxicka povaha micel byla hodnocena ex vivo studiemi
na bunénych liniich U937 a L1929, a erytrocytech. VSechna pozorovani naznaluji, ze
polymerni micela naplnéna 1éCivem je bezpeCny a ucinny systém pro dodani anti-TB 1€k bez

ovlivnéni mykobaktericidni aktivity (Schéma 5).

2.4.5. Konjugit s magnetickymi nanocéasticemi Fe3Q4@SiO2
Vyzkumna skupina prof. Sedlaka vychazela ze snadno dostupnych hydrofilnich nanocasticich
magnetitu. Povrch Fe304@SiO2 byl dale funkcionalizovan aminoskupinou reakci s 3-
aminopropyltriethoxysilanem. V poslednim kroku syntézy nanocastice Fe3O4@Si02-NH: byly
podrobeny reakci s piebytkem ethyl(pyridin-4-ylkarbonyl)hydrazonoformiatem, ktery poskytl
finalni konjugét s INH pfipojené pomoci pH-senzitivni amidinové vazby (Schéma 6). V druhé
¢asti vyzkumu bylo studovano uvolniiovani INH z konjugatu Fe3Q4@SiO2—INH za podminek
in vitro v roztocich kyseliny chlorovodikové a fosfatového pufru pii teplote 37 © C
(Fe304@Si02-INH — INH + Fe304@SiO2—-NH»). V modelovém médium fosfatového pufru
pifi pH = 5,3, ktery napodobuje patologickou tkan, byl INH uvolnén s poloasem rozpadu
t12=116 s. V fosfatovém pufru pii pH = 7,4 byl konjugat stabilni. Pfipraveny systém umoziuje
pusobeni INH na postizenou tkan cilenym zpusobem, jednak zménou pH, jednak moZznou
presnou aplikaci ptusobenim vné&jsiho magnetického pole diky magnetickému charakteru jadra

Fe304@Si02.37

H
OH Eto, OFt N0
¢ ,‘s'i\/\/NH2 Et07
OH EtO o—s.
AN
OH Toluen, reflux 24h | o
N
Fe3O4@Si02 Fe304@S|02—NH2
absolutni ethanol
25°C, 48h
0]
- H
()ESi_/\/N\?'\LN AN
H | N
o ~

Fe304@Si02—INH

Schéma 6 — Priprava nanoc¢astice Fe;O4@SiO—INH
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2.4.6. Konjugat s methoxypoly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysin)
Publikace vyzkumné skupina doc. Imramovského z roku 2012 pojednava o ptipraveé konjugatu
INH s blokovym kopolymerem PEG-poly(L-lysin).!* Blokovy kopolymer (mPEG-b-PLL) byl
piipraven znamou metodou NCA: polymerace s otevienim kruhu a—(Ne-benzyloxykarbonyl)-
L-lysin iniciovany o—amino—o—methoxypoly(ethylenglykol). Ve druhém kroku reakce

nasledovalo zruseni bloku benzyloxykarbonylové skupiny kyselinou trifluoroctovou.

o
mPEG-b-PLL )‘j
1.DEMA,CH,CN | 2.
55°C, 30min H2N~NH
7\
N
o) — 0]
Q_\o_/( INH
HN v
5 C L A
HaC o N ~~TN X
5 |H H | N
112 4 &
o)
JN‘N X
mPEG-b-PLL-INH HN A
N
~

Schéma 7 — Syntéza konjugatu mPEG-b-PLL-INH '
Konjugat mPEG-b-PLL-INH byl pfipraven reakci mPEG-b-PLL s ethyl(pyridin-4-ylkarbonyl)
hydrazonoformiatem ziskanym in situ reakci INH s DEMA (Schéma 7). Kromé
biokompatibility je hlavni vyhodou tohoto polymeru moznost pfipojit vétsi pocet molekul INH,

nez v piipadé samotného funcionalizovaného poly(ethylen)glykolu.
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3. Experimentalni ¢ast
Spektra v infracervené oblasti byla méfena na pfistroji FT-IR Nicolet iS50, technikou zeslabené
uplné reflektance (ATR) na jednoodrazovém diamantovém krystalu, ve stredni infraervené
oblasti, v rozsahu vinoétti 4000 — 400 cm™! se spektralnim rozlifenim 4 cm™. Oblast absorpce
diamantového krystalu (19002400 cm™) byla, v piipadé absence charakteristickych pasi
v této oblasti, ze spekter odstranéna. NMR spektra byla méfena pfi laboratorni teploté na
piistroji Bruker AVANCE 1III 400 pracujicim pfi 400,13 MHz (*H) a 100,62 MHz (**C).
'H NMR spektra byla pro roztoky latek v CDCls kalibrovana na tetramethylsilan (6 0,00 ppm).
3C NMR spektra byla kalibrovana na sttedovy signal multipletu rozpoustédla (6 77,16 ppm
v CDCl3). BC NMR spektra byla s protonovym dekaplingem. Hmotnostni spektra s vysokym
rozli§enim byla méfena metodou ,,dried droplet pomoci MALDI hmotnostniho spektrometru
LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) vybaveného dusikovym UV
laserem (337 nm, 60 Hz). Spektra byla méfena v rezimu pozitivnich ionta s rozliSenim 100 000
pii m/z = 400, vysledné spektrum tvofi primér ze vSech méfeni. PouZzitou matrici byla 2,5-
dihydroxybenzoova kyselina (DHB). Chemikalie byly pofizeny od spole¢nosti Sigma-Aldrich,
Acros Organics, Fluorochem nebo Penta a pouzivany bez dalsiho Cisténi. Flash chromatografie
byla provadéna na piistroji Reveleris® X2 na kolonach naplnénych silikagelem. Tenkovrstva
chromatografie byla provadéna na aluminiovych destickdch potazenych silikagelem SiO2

s vizualizaci pomoci UV lampy (254 nebo 366 nm).

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

0 /\
( AN o o0
> §
o + I
0 O
HO Vo
HO cl HO

Do 250 ml bariky byl predlozen tetra(ethylenglykol) (12 ml; 69,42 mmol), suchy THF (50 ml)
a pfidan NaH (1,23g 60% disperze v parafinu; 51,26 mmol). Smé&s byla pod chlorkalciovym
uzaveérem michana po dobu 1 h. Za intenzivniho michéni byl b&€hem 10 min pfidan 4-
vinylbenzylchlorid (1,9 ml; 14,92 mmol). Smés byla michana pfi laboratorni teploté. Po
24 h byla do reak¢ni smési pridana voda (10 ml) a vodna faze extrahovana DCM (3 x 50 ml).

Spojené organické faze byly extrahovany solankou a vysuseny MgSO4. Surova smés byla
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podrobena flash chromatografii (hexan—AcOEt). Produkt byl ziskan ve formé& bezbarvého

oleje (5,55 g; 17,88 mmol; 83 %). NMR ve shodé s literaturou®®.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 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, CDCl3) § 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)
/_/OH
0
S SRR Ve
g 2 O l \
O O g 2
/ 0\_/0

Do 250 ml barky byl ptedlozen TEG-VBE (2,55 g; 8,21 mmol), suché THF (50 ml) a pfidan
NaH (0,68g 60% disperze v parafinu; 22,34 mmol). Smés byla pod chlorkalciovym uzévérem
michéna po dobu 30 min. Néasledn¢, za intenzivniho michani, byl pfidan chloroacetaldehyd-
dimethylacetal (20 ml; 87,82 mmol). Z reak¢ni smési byl na MiSo nastavci oddestilovan THF
a smes byla ponechana michat pfi teploté 120°C. Po 7 dnech byla do reakéni smési pfidana
voda (10 ml) a vodna faze extrahovana DCM (3 x 50 ml). Spojené organické faze byly
extrahovany solankou a vysuseny MgSQO4. Surova smés byla podrobena flash chromatografii

(hexan—AcOEt). Produkt byl ziskan ve formé zlutého oleje (0,6 g; 1,51mmol, 18 %)

5 7 8 . 8 8 . 8 9 y
4 A N LN ~
1Ha\ 6 O % % 9 § 3% 0/\070
He™ 5 3 4 > 1

IH NMR (400 MHz, CDCl3) & 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, CDCl3) & 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(3%C, 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’!

HRMS m/z: Vypoéteno: [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)

(o) H
O.__N. o)
o) o/_/ }—o\ Nz —~ _>
\ RS - OO0 N,
5 { > G0 o™
O O
__/ 0\_/0 %
=N

Do 250 ml batiky byl ptfedlozen TEG-VBE-DME (200 mg; 0,51 mmol), INH (70,6 mg;
5,15 mmol rozpustén v 10 ml 90% EtOH), dale byla ptidana pTsOH-H20 (50 mg; 0,263 mmol)

a hydrochinon (5 mg; 0,045 mmol). Smés byla michana za varu po dobu 20 h. Surova reak¢ni
smes byla odparena za zisku hnédozlutého oleje, ktery nebylo mozné precistit krystalizaci ani

chromatografii (mobilni faze: AcOEt).

HRMS m/z: Vypoéteno: [M+H]" 472,24477, Nalezeno: [M+H]" 472,24601; A=2,63 ppm.
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4. Vysledky a diskuse

V souladu se zadanim bakalafské prace byla navrzena syntetickd cesta vedouci k dosud
nepopsané slouceniné nesouci vazany INH ve formé pH-senzitivni vazby a zaroven nesouci
skupinu umoziiujici zakotveni na polymerni nosi¢. Vybrana slou€enina N'-(1-(4-vinylfenyl)-
2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan-16-yliden)isonikotinohydrazid (VBE-TEG-INH) spliiuje tyto
parametry.

pH-senzitivni vazba
hydrofilni spojka H

H
0’6\/09;/C°N’N‘ e
X =

aktivovana dvojna vazba “ |

N

Schéma 8 - N'-(1-(4-vinylfenyl)-2,5.8,11,14-pentaoxahexadekan-16-yliden)isonikotinohydrazid
Terminalni dvojnd vazba styrenového typu umoziuje pfimou emulzni polymeraci této

slougeniny®” (Schéma 9; a), ptipadné RAFT polymeraci na nosi¢* (Schéma 9; b).

S *
d S>—NEt2 X ’
3 AIBN
Bz,0, (a)
OR (b) OR OR

Schéma 9 — Moznost polymera&niho zakotveni derivata styrenu®-*

Zaroven muze byt post-modifikacni strategii ukotvena na polymerni nosi¢ bud’ pomoci tzv.

thiol-enové klik reakce*! (Schéma 10; b), nebo cross-metatéze**(Schéma 10; a).

) o
N s
/[ |9
 Grubbs Kat. DMPAP
(a) hy (b)
OR OR OR

Schéma 10 — Postmodifika¢ni ukotveni na jiz pfipraveny polymerni nosi¢*-*?
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INH je ve slouceniné VBE-TEG-INH vazan pfes hydrazido-hydrazonovou vazbu. Ta je
Cetnym motivem v fadé€ antimikrobialnich latek a muze byt snadno S$tépena v kyselém
prostiedi®’. Spojujicim &lankem, mezi aktivovanou dvojnou vazbou a INH fragmentem je

hydrofilni tetra(ethylenglykolovy) mustek, ktery je biokompatibilni. **

4.1.  Syntéza cilové molekuly N’-(1-(4-vinylfenyl)-2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan-
16-yliden)isonikotinohydrazidu

Cl
TEG-VBE

NaH

O}H
oI [ )~ o™,
(83 %) (lit. 63-79 %)

1) NaH, THF
2) CICH,CH(OMe),

VBE-TEG-DMA

\

H
.N_0O
90% EtOH | H2N INH
pTsOH /
o |
N

Y
VBE-TEG-INH H

ONOVN,N o)
X ~

NS

N

Schéma 11 — Syntéza N'-(1-(4-vinylfenyl)-2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan-16-yliden)isonikotinohydrazidu
Byla navrzena syntéza, vychazejici z tetra(ethylenglykolu), ktery byl dle literarniho piedpisu®
deprotonovan pomoci hydridu sodného, a vznikly alkoholat byl nukleofilné substituovan
pomoci 4-vinylbenzylchloridu. Po chromatografické separaci byl ziskan tetra(ethylenglykol)-
mono-(4-vinylbenzyl)éther TEG-VBE ve vytézku 83 % (lit. 63-79 %)*.

Druhym reakénim krokem byla deprotonace TEG-VBE hydridem sodnym v THF,
rozpoustédlo bylo nasledné odpateno. K odparu byl pfidan chloracetaldehyd-dimethylacetal,

ktery slouzil zaroven jako reaktant i rozpoustédlo. Po chromatografické separaci byl izolovan
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VBE-TEG-DMA ve vytézku 18 %. Ani po vicendsobnych optimalizacich se nepodaftilo
dosahnout vyssiho vytézku. SloucCenina VBE-TEG-DMA je funkénim derivatem aldehydu
a bylo mozné provést jeho zaménu za jiny funk¢ni derivat (hydrazon). Adaptaci literarniho
predpisu?’ byla provedena pfima kondenzace INH s VBE-TEG-DMA za katalyzy para-
toluensulfonovou kyselinou v 90% vodném ethanolu za varu. Reakéni smés byla monitorovana

pomoci 'H NMR (Obrazek 2).

~~
O
N’
] ll‘k”_ %

_ A M”\ (a)

3.7 36 3.5 3.4 [ppm]

Obrazek 2 — 'H NMR spektra a) VBE-TEG-DMA, b) reakéni smés po 6 h ¢) reak&ni smés po 20 h

Ze spekter je patrné, Ze jiz po 4 hodinach zna¢né poklesla intenzita signal methoxyskupin na

8=3,39 ppm. Zreagovala tedy znaCnd Cast vychozi latky. Po reakéni dobé& 20 h jiz nebyl
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pozorovan signal methoxyskupin. Reakce tedy probéhla upln€. V surové reakéni smési byly
pomoci hmotnostni spektrometrie ve vysokém rozliseni s MALDI ionizaci nalezeny hmoty,

odpovidajici aduktim o¢ekavaného produktu VBE-TEG-INH (Obrazek 3).

M+HTJ"
11”% 472. 4601 [ ]
100,00%: 47229901
100 100.00%
a0 ][
] [M+Na]
B0 ] 47324540 494, 29763
3 1 27.40% 27.08%
% ?nj
| . . L | i
£ 60 445.25227
E ] 51.25% I d T T T T T 1 T T T
= SD% 70 4735 480 485 440 4495
o 40_1; m/z (Da)
473.24940
30 27.40%0
] — 510. 19485
20 j 319.15631 15 470 17.24%
1 12.06% t
Dj __Ll_.l_A_L_L_A_ Ll | |- l l- L1 L uL___l_I.d_.._..L.L..._-_,.].._ L [P T . -J...l.,;
% I % I ¥ I i 1 ¥ I ¥ I 5 I ® 1 i I
200 300 400 500 600 F00 800 a0a 100
my/z (Da)

Obrazek 3 — HRMS spektrum reakéni smési VBE-TEG-INH
Jako problematické se vSak ukézalo Cisténi surové reakéni smési. Pokusy o krystalizaci nebyly
uspésné. Tenkovrstva chromatografie naznacovala moznost chromatografické separace, avSak

pokusy o jeji provedeni vedly s nejvétsi pravdépodobnosti k rozkladu produktu.

Cilovy produkt VBE-TEG-INH tedy nebylo ani po opakovanych pokusech mozné ptipravit
v Cistém stavu. Nemoznost ziskat cilovy produkt VBE-TEG-INH v analyticky Cistém stavu

vSak nemusi byt piekazkou pro jeho uspésné zakotveni do polymerni matrice.
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Zavér

Byla vypracovana literarni reSerSe zaméfena na aktualni stav polymernich konjugata
antituberkulotika isoniazidu. Ttistupiiovou syntézou byl pfipraven N'-(1-(4-vinylfenyl)-
2,5,8,11,14-pentaoxahexadekan-16-yliden)isonikotinohydrazid. Tato latka obsahuje isoniazid
vazany formou pH-senzitivni hydrazido-hydrazonové vazby a zaroven dvojnou vazbu
styrenového typu, umoziujici jeho dalsi zakotveni. Cilova molekula byla pfipravena pouze ve
stavu surové smesi, jelikoz opakované pokusy o jeji Cisténi selhaly. Pfipraveny konjugat bude
pouzit ve formé€ surové reakéni smési pro zakotveni na rtizné polymerni nosi¢e a bude

studovana kinetika uvolfiovani isoniazidu.
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'H, 3C NMR a FT-IR spektra VBE-TEG-DMA
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