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1. UVOD

Zbog vaznog bioloskog djelovanja, vitamin Bs se ve¢ dugi niz godina intenzivno
istrazuje. Osim §to je jedan od vitamina iz skupine vitamina B-kompleksa, koji su nuzni za
normalno funkcioniranje ziv€anog sustava, vitamin Bg potreban je za normalno
funkcioniranje metabolizma lipida, glukoze te aminokiselina, a bitan je i u brojnim
enzimskim aktivnostima. U kontekstu vaznosti vitamina B¢ kemicari su usmjerili napore u
sintezu razlic¢itih strukturno modificiranih derivata vitamina Be 1 ispitivanje njihove bioloske
aktivnosti. Razliciti derivati dobiveni su reakcijom piridoksala s amino skupinama

odgovarajucih prekursora.

Reakcijom hidrazida s molekulom piridoksala nastaju hidrazoni. Hidrazoni su
organski spojevi s C=N dvostrukom vezom, vazni u dizag@pktivnih farmaceutskih lijekova
koji imaju razli¢ita farmakoloSka djelovanja. Posj@fiué’ potencijalno antimikrobno,

antimalarijsko, antivirusno, antihelminti¢ko, antifu ) antikancerogeno djelovanje.

Cilj diplomskog rada bio je sinteza deg iridoksala reakcijom piridoksala s N-

acilhidrazinima aromatskih i heteroaromatsktn spojevg) Nakon uvodenja N-acilhidrazinske

skupine u molekulu, u sljede¢em stupnju gg tlj je bio pripraviti kvaterne soli reakcijom
pripravljenih hidrazona s fenacil-bromi pstituiranim fenacil-bromidima.
Izbor funkcijskih skupina tefie na Sirokom spektru bioloskih aktivnosti spojeva

sli¢ne strukture i funkcijskih




2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Vitamin Bg i derivati

Izraz vitamin B odnosi se na skupinu Sest spojeva, piridoksin (PN), piridoksal (PL)
1 piridoksamin (PM), te njihove fosforilirane oblike, Slika 1, medu kojima je piridoksal-5’-
fosfat (PLP) najvazniji i najaktivniji oblik koji djeluje kao kriti¢ni kofakor. Ovaj spoj (PLP)
jeukljucen u ekspresiju gena, metabolizam i funkciju lipida, aminokiselina i glukoze, sintezu
hemoglobina te sudjeluje u razli¢itim enzimskim aktivnostima (dekarboksilacija,
deaminacija, transaminacija). Piridoksal (PL) je takoder ukljucen u sintezu nekoliko vaznih
neurotransmitera. Vitamin Bg nalazi se u raznim namirnicama kao §to su banane, govedina,
krumpir, orasasti plodovi, riba i zitarice.[ 1,2] Sisavci nemaju sposobnost provodenja de novo
sinteze vitamina Bg 1 stoga ga moraju uzimati iz prehr, iljke, koje mogu sintetizirati
vitamin Bs, predstavljaju glavni izvor vitamina Bs u pr&@éine sisavaca. U biljkama se
vitamin By sintetizira izravno kao (PLP) reakcijo wziranom PLP-sintazom. Najvece
zalihe vitamina Bg u tijelu nalaze se u skeletnim mi§i¢im#{’1 to ¢ak 70-80% ukupnog vitamina

Bs, najcesce vezanog za glikogen-fosforilaz i nedostatka su anemija, dermatitis,

slabost, nesanica, konvulzije, ljuskave u ranice u kutevima usana, razdrazljivost.

Nedostatak mijenja metabolizam mag 1 kalcija, te ometa sintezu vitamina Bs.

Nedostatak vitamina Be u razvijeni a je rijedak.[3]

«

CH,0OH CHO CH,NH,
HO N CH, HO N CH,0OH HO SN CH,0OH
Z = >
H;C N C N H,;C N
piridoksin piridoksal piridoksamin
CH,OH CHO CH,NH,
HO N CH,0PO;*  HO N CH,0PO;> HO N CH,0PO;*
P P =
H5C N H,C N H5C N
piridoksin-5'-fosfat piridoksal-5'-fosfat piridoksamin-5'-fosfat

Slika 1. Skupina vitamina Bs

Vazna je ¢injenica da vitamin Be stupa u interakciju s oko trideset pet komercijalno
dostupnih lijekova, ometaju¢i metabolizam. Ove interakcije uzrokuju inaktivaciju oba spoja,

a temelje se na reakciji izmedu PLP-a i lijeka, pri ¢emu nastaje Schiffova baza. Opcenito



Schiffove baze su vrlo znacajne zbog svoje strukture i funkcionalnosti u medicinskoj kemiji
1 koriste se u bioanorganskoj kemiji kao ligandi za kompleksiranje s metalima. S obzirom na
vaznost vitamina Bs, jedan od ciljeva koje su si zadali Nogueira i suradnici[1] bio je
sintetizirati njegove derivate i1 provesti biolosko ispitivanje antituberkuloznog djelovanja
(TB). Priredili su hidrazone 1 N-acilhidrazone derivate piridoksala 1 razlicitih
heteroaromatskih hidrazina i N-acilhidrazina. Slika 2. Izbor funkcijskih skupina temeljio se
na Sirokom spektru bioloskih aktivnosti u lijeCenju razlicitih bolesti. Na temelju odnosa
aktivnosti 1 strukture (engl. Structure-activity relationship (SAR)) autori su zakljucili da
najbolju antituberkuloznu aktivnost ima N-acilhidrazon koji ima dusik u para-polozaju

2d).[1,2]
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Slika 2. Sinteza derivata hidrazona i N-acilhidrazona[l]

Zbog svoje povoljne bioloske aktivnosti vitamin B se intenzivno istrazuje, a posebna
paznja je usmjerena na sintezu derivata koji bi se mogli primijeniti u lije¢enju brojnih bolesti.
No, unato¢ kontinuiranom istraZivanju ve¢ osam desetlje¢a i ogromnom farmakoloSkom
potencijalu derivata vitamina Be, relativno su skromni prakticni rezultati 1 primjena. Razlozi
tome su multifunkcionalnost molekule piridoksina koja otezava usmjerene sintetske
modifikacije. Nadalje, vaznost vitamina Bs u organizmu proizlazi iz njegovih strukturnih 1
funkcionalnih svojstava, stoga i najmanje modifikacije strukture mogu potpuno unistiti

njegove bioloske funkcije 1 dovesti ili do potpunog gubitka aktivnosti ili do pojave neZeljenih



svojstava. Samo su neki derivati do sada nasli klinicku primjenu, odobreni su kao lijekovi

(1, 2, 3, 4) ili se nalaze u finalnim fazama klinickih ispitivanja(6, 7, 8, 9). Slika 3 [4]

Slika A iridoksina[4]

2.2. Hidrazini i hidraz

Hidrazin (diamin N2 zbojna, otrovna, kancerogena i eksplozivna tekucina s
mirisom na amonijak koja se obi¢no koristi u vodenoj otopini (hidrazin-hidrat) Slika 4.
Hidrazin ima Siroku primjenu u sintezi lijekova, herbicida, sluzi kao sredstvo za redukciju,
izvor je energije u gorivim celijama i raketnim pogonima, sredstvo za ekspandiranje
polimera. Gorive Celije s hidrazinom su vrlo u¢inkovite, ali naZalost troskovi proizvodnje
hidrazina otezavaju njegovu komercijalnu primjenu u gorivim ¢elijama, unato¢ ¢injenici da
je energija koja se oslobada oksidacijom hidrazina znatno vec¢a od energije veéine drugih
goriva.[5] Prvi ga je pripremio 1887. Curtius kao sulfatnu sol iz diazooctenog estera. Thiele
je predloZio da bi oksidacija amonijaka s hipokloritom trebala dati hidrazin, a nesto kasnije
Raschig je demonstrirao ovaj proces, €ije varijacije predstavljaju glavne komercijalne

metode proizvodnje u 1990-ima. Hidrazin je takoder dobar ligand, te su zbog toga



proucavani njegovi brojni kompleksi. Hidrazin ima gauche (kosu) konformaciju, Slika 5, tj.
jedna NHp skupina je rotirana iz cis ili trans polozaja. Duljina N-N veze je 0,145 nm, a vezni
kut N-N-H je 112°, $to ukazuje na sp> hibridizaciju. Usamljeni elektronski parovi nalaze se
u hibridnim sp® orbitalama i izvor su baziénog i nukleofilnog karaktera molekule

hidrazina.[7]

H H
~
H H

Slika 4. Struktura hidrazinal®!
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Sli 0 acije hidrazina!”l
Hidrazini reagiraju s aldehi i ketonima daju¢i hidrazone (1), azine (2) i

0 izohidrazoni. Slika 6. Hidrazoni imaju strukturu

A 1 aldehidima u kojima je kisik zamijenjen NNH:
0- 1 N,N-disupstituiranih hidrazina. Lakoca stvaranja
hidrazona ovisi o prirodi karbonilnog spoja; aldehidi > dialkil ketoni > alkilaril ketoni >
diaril ketoni. Hidrazoni nastaju reakcijom hidrazina ili hidrazida s aldehidima i ketonima, a

mogu se pripraviti 1 Japp-Klingemannovom reakcijom.[7,8,9]

AN N P HN><R
C—N—NH C—N—N=—C |

J/ 2 4 N HN R
R R R

1 2 3
Slika 6. Struktura hidrazona (1), azina (2) i diaziridina (3)!"/



Formiranje, izmedu ostalog, hidrazona, oksima, semikarbazona, tiosemikarbazona,
fenilhidrazona i Schiffovih baza odvija se uz napad nukleofilnog reagensa u blago kiselim
uvjetima. (Shema 1.) Ovaj korak je opc¢enito podlozan i opc¢oj kiseloj 1 specifi¢noj kiseloj
katalizi za sluCajeve slabo bazi¢nih amina, ali je neosjetljiv na takvu katalizu kada je
nukleofil jako bazi¢an. Pod neutralnim ili bazi¢nim uvjetima, dehidracija karbinolamina
postaje korak koji odreduje brzinu. Ovaj korak je opcenito podlozan jakoj, kiseloj katalizi

iako se u nekim slu¢ajevima takoder javljaju pH neovisni 1 bazno katalizirani procesi.[10]

L T
/C:Q: R—?—NHQR“ p—— R—CIJ—NHR"
R'} T HI RI

RN H, nitlleofilni napad

Shema 1. Nastanak karbin I

Japp-Klingemannova reakcija sluzi ka ativna metoda za pripravu
arilhidrazona. To je reakcija izmedu f-ketokiselind@li f-Ketoestera 1 aril diazonijevih soli. U
prvom koraku reakcije dolazi do deprotoI an] tokiselina ili estera, a potom do

nukleofilnog napada nastalog enolatnog a na diazonijevu sol pri ¢emu nastaje

intermedijerni azo-spoj. Nastali intermg produkt se ne izolira, nego se u bazicnom
mediju hidrolizira i1 raspada uz oslohg

Nakon prijenosa protona iz nastale“ki @ ¢ nastaje konacni produkt, hidrazon. (Shema 2.)

[11]
O

O
| (|:|‘ N A
; 4 T4
R ~on | e a%\;/ co,
R, aril-diazenijeva sol Rs agliikoy (IV)
aksid
f-keto-kiselina bidrazen

Shema 2. Japp-Klingemannova reakcija sa [-ketokiselinom[11]

Djeluju kao reaktanti u raznim vaznim reakcijama kao $to su jodiranje hidrazona,
Shapirova reakcija 1 Bamford-Stevansova reakcija stvaranja vinilnih spojeva. Djeluju kao
intermedijeri u Wolff-Kishnerovoj reakciji. N,N’-dialkil hidrazone moze se hidrolizirati,
reducirati i oksidirati. Hidrazonski spojevi sa C=N dvostrukom vezom vazni su u dizajnu
lijekova jer djeluju kao ligandi za metalne komplekse, organokatalizu 1 sintezu organskih

spojeva. C=N veza hidrazona i krajnjeg atoma dusika koji sadrzi slobodni par elektrona



odgovorna je za fizikalna i kemijska svojstva. Ugljikov atom u hidrazonu ima i elektrofilni
i nukleofilni karakter, a oba dusSikova atoma su nukleofilna, iako je amino tip duSika
reaktivniji. Zbog prakti¢nosti atom dusSika u azometinskoj skupini naziva se iminski dusik,
a drugi atom aminski dusik. Zbog ovih svojstava hidrazoni se Siroko koriste u organskoj

sintezi.[7,8,9]

Najvaznije kod reaktivnosti hidrazona jest nukleofilnost ugljikovog atoma. Dusikov
slobodni par ¢ini ugljikov atom hidrazona bogatim elektronima tako da moze djelovati kao
nukleofil. To je uoceno prije visSe od sto godina. Stoga se reakcije poput Mannichove
reakcije, reakcije spajanja i halogeniranja lako odvijaju na takvom ugljiku. Medutim, atom
dugika hidrazona ostaje glavno mjesto za napad acilirajuéih i alkiliraju¢ih sredstava. Cini se
da jaci nukleofili napadaju prvenstveno atom dusSika, dok slabiji napadaju prvenstveno atom
ugljika.[12] @

2.3. Biolosko djelovanje hidrazona %

Derivati hidrazona imaju vaznu biolo§ nost, a funkcijska skupina hidrazona

nalazi se kao srediSnja struktura u mnﬂem rapijskim agensima. Ovi spojevi

posjeduju razlic¢ita farmakoloska svojstv Stéksu antimikrobna, protuupalna, analgetska,

antifungalna,  antituberkulozna, a, antikancerogena,  antitrombocitna,
S

antimalarijska, antikonvulzivna,

a, antihelminti¢ka, antiprotozoalna, itd.
Pojavljujuca otpornost bakterija uzro Siroko rasprostranjen problem u lijecenju raznih
infekcija. Stoga je potraga ; obnim lijekovima posao bez kraja. U danasnje vrijeme
razvijeno je 1 procijenjeng diijsko djelovanje niza derivata hidrazona. Istrazuje se
antibakterijsko djelovanje derivata, zatim odredenih steroidnih hidrazina koji
posjeduju in vitro antibakterijsko djelovanje. Takoder su se sintetizirali hidrazonski derivati
imidazola i benzimidazola i ispitano je njihovo antibakterijsko djelovanje protiv brojnih
sojeva bakterija. Palekar i1 suradnici[13], sintetizirali su razli¢ite derivate tiazolidinona

koriste¢i hidrazin hidrat 1 procijenili njithovu in vitro antibakterijsku aktivnost.[13, 14, 15]

Mnogi su znanstvenici pisali o hidrazonima kao obecavaju¢im sredstvima protiv
raka. Prema izvjeS€ima, neki hidrazonski spojevi pokazuju antikancerogeno djelovanje
putem razli¢itih molekularnih mehanizama. Medu njima je otkriveno da derivat tiazol-
hidrazona ima antikancerogenu mo¢ putem apoptoze i autofagije. Znanstvenici su takoder
proveli studije za nove lijekove protiv raka s kvaternim duSikom. Ove su studije otkrile da

bi kationski naboj mogao igrati ulogu ne samo u interakciji s metom, ve¢ takoder moze



povecati topljivost u vodi, propusnost stanicne membrane i stani¢nu apsorpciju kod stanica

raka.[15]

Chen 1 suradnici[16] su sintetizirali seriju piridoksal hidrazona 1 acilhidrazona, Slika

7, te su proucavali njihova antiangiogenetska svojstva i mehanizme djelovanja.

HO

HO,

HO.

HO,
OH

Slika 7. Strukture 12 sintetiziranih derivata piridoksala[16]

Angiogeneza se odnosi na stvaranje novih kapilara iz ve¢ postoje¢ih krvnih Zila 1
cirkuliraju¢ih endotelnih prekursora. Ima vitalnu ulogu u opskrbi tkiva hranjivim tvarima 1
kisikom u razli¢itim patofizioloSkim stanjima ukljucujuéi rak i upale. Smatra se da je
angiogeneza tumora vazna za rast, invazivnost i metastaze malignih stanica. Proces
angiogeneze reguliraju razli¢ite vrste stanica, citokini i signalni putovi. U ovoj studiji,
piridoksal je koristen za reakciju s hidrazinom ili acilhidrazinom kako bi se dobili derivati
piridoksal hidrazona ili acilhidrazona. Rezultati istrazivanja pokazali su da spoj 10 ima

optimalnu inhibitornu aktivnost na proliferaciju stanica CRL-2480 izmedu 12 sintetiziranih



spojeva, s ICso od 25,4 umol/L nakon 48 sati inkubacije. Osim toga, otkrili su da spoj 10
znacajno utjece na vitalnost stanica nakon 48 sati lijeCenja po prvi put, §to ukazuje da bi

inhibitorni u¢inak spoja 10 mogao biti kronican proces.[16]

Shtyrlin 1 suradnici[ 17] sintetizirali su seriju izonikotinskih hidrazona piridoksina za
koje su pretpostavljali da imaju odredenu farmakoloSku aktivnost na Mycobacterium
tuberculosis. Medu svim zaraznim bolestima tuberkuloza (TB) je vodeéi uzrok smrti.
Procjenjuje se da je globalno 10 milijuna ljudi oboljelo od tuberkuloze u 2018. godini, broj
koji je posljednjih godina relativno stabilan. LijeCenje lijekovima najuinkovitiji je nacin
lijeCenja tuberkuloze, ali otpornost na lijekove i1 dalje predstavlja prijetnju javnom zdravlju.
Tijekom vise od 70 godina lijecenja tuberkuloze, ova infekcija je razvila ne samo sojeve

tuberkuloze otporne na izoniazid, vec¢ i sojeve otporne na druge lijekove protiv tuberkuloze.

Izoniazid, Slika 8., sa svojim jo$ uvijek jakim antiti im ucinkom treba smatrati
nezamjenjivim lijekom koji treba poboljsati. Post 1ko metoda kojima se to moze
posti¢i. Najjednostavnija, ali ujedno i najucinkovi§ia, je gfetvorba izoniazida u prolijekove,

posebice u izonikotinoil hidrazone. Izonikot azoni su podlozni hidrolizi i to je
osnova njihovog terapijskog ucinka. U i«u kiselom mediju ti se spojevi polako

razgraduju, oslobadaju¢i izoniazid.

Slika 8. Izoniazid

To s jedne strane dovodi do duZe prisutnosti malih (ali bakteriostatskih)
koncentracija izoniazida u krvi 1 tkivima, a s druge strane smanjuje nuspojave na jetru.
Prisutnost piridoksinskog dijela u ciljnim strukturama omogucuje poboljsanje toksikoloskog
profila ciljnih proizvoda i smanjuje razvoj rezistencije mikobakterija na izoniazid. Smanjena
toksi¢nost ciljanih izonikotinoil hidrazona u usporedbi s izoniazidom moze biti posljedica
ne samo ,ucinka usporenog oslobadanja“, ve¢ i utjecaja fragmenata piridoksina na
neurotoksiéni u¢inak izoniazida. U radu Shtyrlina i suradnika!'” je zaklju¢eno da spoj 13,
Slika 9, pokazuje dobru in vitro aktivnost protiv soja H37Rv M. tuberculosis. Ispitivanja
citotoksi¢nosti spoja 13 na bubreZznim stanicama ljudskog embrija, ljudskoj jetri i stanicama
pluéa ljudskog embrija pokazala su da je 2-3 puta manje toksi¢an od izoniazida i 1,5-2 puta

manje toksi¢an nego etambutol 1 moksifloksacin. Spoj 13 pokazao je slabo kompleksiranje
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s Fe*" ionima, nisku akutnu toksi¢nost (LDso > 2000 mg/kg per os na miSevima), te identi¢nu
ucinkovitost izoniazida i zna¢ajno bolju od etambutola i moksifloksacina u mi§jem modelu.

Sva ova otkrica Cine ga obecavaju¢im kandidatom za buduéi razvoj lijekova.[17]
OH

HO
\\
Z

OH 0
N
N = \"N S
2
//N

Slika 9. Struktura spoja 13 iz rada Shtyrlina i suradnika [17]

2.4. Kvaterne soli %

Kvaterne soli heterociklickih amina poput

raspon terapeutskih u¢inaka i od ¢etrdesetih idina 19.$¥oljeca koriste se kao antibakterijska

i antikancerogena sredstva. Budué¢i da pia nastanka takvih soli pripada reakciji
bimolekularne nukleofilne supstitucijeQ iskoristenje ciljnog produkta i opcenito na

idina i1 njegovih homologa imaju Sirok

brzinu reakcije utjeCe struktura obag® ovom mehanizmu dolazi do istovremenog

kidanja jedne veze i nastanka druge v g Shema 3.

t
y I v |
Nu +  A—LG ekl —=N—A,  +le
5 s g
R2 Ry Rz Ry R,F2

Shema 3. Opceniti mehanizam Sn2 reakcije[19]

Sn2 supstitucija u konkurenciji je sa reakcijom eliminacije (E2). Dvije reakcije mogu
medusobno biti jedna drugoj nezeljeni put. Ovisno o uvjetima deSava se ili supstitucija ili

eliminacija, nikad obje reakcije istovremeno. Shema 4 [18, 19]
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———  C=CNG +XH+Y

Shema 4. Razlika izmedu Sy2 i E2 njamalfl9]

Spojevi koji imaju dio kvaternih amonijevi%éiroko se koriste kao bioaktivni
agensi. Kvaterne amonijeve soli imaju znafajnu §pgu u Zivim organizmima i obi¢no se
koriste za kontrolu rasta bakterija u klinikim 1 1ilustrijskim okruZenjima. Kvaterne
icl ktericidi, antiseptici i terapeutska sredstva

a9y Alkilni lanci koje imaju, olakSavaju njihov

amonijeve soli takoder se koriste kao fung

zbog svog izvrsnog antimikrobnog dje
prijelaz kroz bio-membrane, a njiho a<@li¢ina povecava lipofilnost lijeka.[20] Shema
5 prikazuje mehanizam Sn2 reakcije acilhidrazonima, gdje je cilj dobiti kvaterne soli

koje potencijalno mogu imgati ina farmakoloska djelovanja.

(o]
N
= \ﬂ N
HO | iy
\\\‘\ OH HO / R
S OH
o
HC N /,
HJC % ./ 0 R
e M
o Br |

Shema 5. Mehanizam stvaranja kvaternih soli na primjeru N-acilhidrazona



Ve¢ je ranije objavljeno da derivati kvaterniziranog amina pokazuju antimikrobna
svojstva, a nekoliko mono- ili bis-kvaternih amonijevih spojeva, koji imaju razli¢ite duljine
alkilnog lanca ili isti dugi alkilni lanac s razli¢itim hidrofobnim supstituentima, takoder
pokazuju antimikrobno djelovanje. Aktivnosti kvaternih amonijevih spojeva pripisane su
njihovom ucinku na stani¢nu stjenku §to rezultira izravnim ili neizravnim smrtonosnim
uc¢inkom na vitalnost stanice. Antimikrobna aktivnost 1-alkilpiridinijevih soli ovisi o
adsorpcijskim aktivnostima na povrsini bakterijskih stanica kao i o njthovom unistavanju i
pKa vrijednostima odgovarajuéih piridina. Cimbenici koji kontroliraju njihovu
antimikrobnu aktivnost su molekularna hidrofobnost, sposobnost adsorpcije, povrSinska
aktivnost 1 elektronska gusto¢a atoma amonijevog dusSika. Ovi spojevi posjeduju jedan
hidrofobni alkilni lanac i jednu hidrofilnu kvaternu duSikovu ionsku skupinu u istoj

molekuli, $to osigurava vecu povrsinsku aktivnost i du timikrobnu mo¢, u usporedbi s
n

konvencionalnim antimikrobnim sredstvima. Alptiiz dnici[21] su na temelju ovih

¢injenica pripremili orto, -metil, -metoksil, -hidr e} ziliden-hidrazinilpiridinijeve soli

s benzilnom, 2,6-diklorbenzilnom, 2-feniletiln 1 3-fenilpropilnom skupinom na

piridinijevom dusiku kako bi se istrazili u¢infi takvih Skukturnih modifikacija kvaternarnih
piridinijevih soli na ocekivanu antimikrob, ost. Benziliden-hidrazinilpiridinijeve soli

pripremili su u tri koraka. Shema 6.[2

Cl

R 0
NH- 1 @)LH
S N7 TR
+  NH,NH, *H,O o ‘ N
Lz Mz = N7 T
N H

2 .0H
3 CH;
4-OCH;

téM@ JewNe

2a-dd

Shema 6. Sinteza piridinijevih soli[21]

U prvom koraku, 4-kloropiridin je refluksiran s hidrazin hidratom u 1-propanolu da

se dobije 4-hidrazinilpiridin koji se zatim kondenzira s razli¢itim supstituiranim aromatskim
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aldehidima u etanolu na sobnoj temperaturi da se dobiju odgovarajuci derivati hidrazona. U
posljednjem koraku sinteze, ciljani spojevi dobiveni su kvaternizacijom derivata hidrazona

s odgovarajuc¢im supstituiranim alkil-halogenidima u etanolu pri temperaturi refluksa.[21]

Nova serija piridinijevih soli testirana je, i ispitivano je antimikrobno djelovanje
prema gram-pozitivnim (Staphylococcus aureus) 1 gram-negativnim bakterijama
(Escherichia coli 1 Pseudomonas aeruginosa). Njihovo antibakterijsko djelovanje testirano
je mjerenjem minimalne inhibitorne koncentracije (MIC). Prema rezultatima antimikrobnog
djelovanja, utvrdeno je da svi spojevi imaju visoko antimikrobno djelovanje protiv
Staphylococcus aureus 1 nisko antimikrobno djelovanje protiv Pseudomonas aeruginosa.
Medu testiranim spojevima, za 2d, 3d, 4d je utvrdeno da su najaktivniji derivati protiv
Staphylococcus aureusa, koji su jednako ucinkoviti protiv ovog mikroorganizma kao 1

standardni spoj ceftazidim. Rezultati su pokazali da § i bo¢ni lanac spoja, to ima

izrazenije antimikrobno djelovanje.[21]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali i metode

Koristene kemikalije 1 otapala bile su analiti¢ke Cistoée (pro analysi) te se nisu
prociS¢avale prije izvodenja sinteze. Sinteze su radene klasi¢nim putem, zagrijavanjem pri

temperaturi refluksa otapala uz mijesanje na magnetskoj mijesalici. Slika 10.

Tankoslojna kromatografija (TLC) izvodila se na plocicama silikagela, DC-
Fertigfolien ALUGRAM SIL G/UV254 Macherey-Nagel, veli¢ine 10 x 20 cm 1 debljine
sloja 0,2 mm. Kromatogrami su se razvijali u smjesi otapala kloroform : metanol u omjeru

6:1 (v/v). Spojevi su detektirani pomoc¢u UV lampe pri valnim duljinama 254 nm i 336 nm.

TaliSta su odredena na aparatu “Stuart Melting_Point Apparaturs SMP3* i1 nisu
korigirana. IR spektri su snimljeni na uredaju F Sgectrometar  Spectrum Two,

PerkinElmer.

Spektri nuklearne magnetske rezonancije snimani su na instrumentu Bruker

AV300 spectrometer (Bruker BioSpin GmbM}¥, tten, Germany) na Institutu Ruder
Boskovi¢. Kemijski pomaci (8/ppm) izrazen rema DMSO (1H, & = 2,50 ppm; 13C 6 =

39,51 ppm) kao unutrasnjem standardu, al su oznaceni kao s-singlet, d-dublet, t-triplet,

g-kvartet, m-multiplet, bs- Siroki sigg

fa
@

Slika 10. Klasicna sinteza
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Koristene kemikalije u sintezi:

Piridoksal-hidroklorid; (CsHoNO3xHCI), M = 203,62 g/mol, t; = 173 °C (Aldrich)
4-fluorbenzohidrazid; (C7H7FN20), M = 154,14 g/mol, t; = 162-166 ‘C (Sigma-Aldrich)
4-klorbenzohidrazid; (C7H7CIN20), M = 170,60 g/mol, t; = 162-165 °C (Sigma-Aldrich)
4-metilbenzohidrazid; (CsH1oN20), M = 150,18 g/mol, t; = 116-118 °C (Sigma-Aldrich)
4-nitrobenzohidrazid; (C7H7N303), M = 181,15 g/mol, t; =216 °C (Alfa Aesar)
Salicilohidrazid; (C7HsN202), M = 152,15 g7mol, t; = 147-150 °C (Acros Organics)
Benzohidrazid; (C;HsN20O), M = 136,15 g/mol, t;= 113-117°C (Acros Organics)
Nikotinohidrazid; (CsH7N30), M = 137,14 g/mol, t; = 160-163°C (Acros Organics)
Izonikotinohidrazid; (C¢H7N30), M = 137,14 g/mol, t; = 171-173 °C (Acros Organics)
2-bromacetofenon; (CsH7BrO), M = 199,05 g/mol, t; = °C (Acros Organics)
2,4-dibromacetofenon; (CsHsBr20), M =277,94 g/ m -111 °C (Acros Organics)
Natrijev hidrogenkarbonat; (NaHCO3), M = 84,0 aspada = 165 “C (Gram Mol)

°C (Gram Mol)

Etanol; apsolutni; (C2HsO), M = 46,07 g/m%ﬂ— 5 °C (Gram Mol)

Kloroform; (CHCl3), M = 119,38 g/mol; >3’ C (Gram Mol)

Metanol; (CH40), M = 32,04 g/mol; tVQ (Gram Mol)

Aceton; (C3HeO), M = 58,08 g/mol; ty= 55,75 .56
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3.2. Priprava N-acilhidrazonskih derivata piridoksal-hidroklorida (1-8)

Prva faza rada bila je priprava N-acilhidrazonskih derivata piridoksal-hidroklorida.

Shema 7.

0
N
= N X
HO /\R
’ X oH
. N/ R= -F, -Cl, -CHs, -NO,, -OH, -H
3
1-6
*Hel

AP N
HO =
X
P
HaC N
*Hel

*HCI

Shema 7. Shema reakcihz

U okruglu tikvicu od 250" mL odvaze se piridoksal-hidroklorid, ulije 100 mL etanola
1 otopina mijeSa na magnetskoj mijesalici sa mijesaju¢im tijelom. U priredenu otopinu doda
se odgovarajuc¢i aromatski ili heteroaromatski N-acilhidrazin (1,1 eq). Reakcijska smjesa se
mijeSa na sobnoj temperaturi 24 sata. Nastanak produkta pracen je TLC kromatografijom,
uz smjesu otapala kloroform : metanol (CHClz : MeOH / 6:1). Dobiveni produkt koji se
istalozi, odvoji se vakuum filtracijom. Dobiveni sirovi produkti isprani su hladnim etanolom

1 hladnim dietil-eterom te potom stavljeni na suSenje u eksikator. Nakon suSenja dobivenim

spojevima odredeno je talite, i struktura potvrdena snimanjem IR, 'H i 1*C NMR spektara.
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Tablica 1. Kolicine upotrijebljenih reaktanata za pripravu derivata 1-8

Reaktanti n / mmol Mr / gmol! m / grama
PIRIDOKSAL- 7,5 203,62 1,5
HIDROKLORID

4-fluorbenzohidrazid 8,1 154,14 1,24
4-klorbenzohidrazid 8,1 170,60 1,38
4-metilbenzohidrazid 8,1 150,18 1,20
4-nitrobenzohidrazid 8,1 181,15 1,467
salicilohidrazid 8,1 152,15 1,23
benzohidrazid 8,1 136,15 1,10
nikotinohidrazid 8,1 4 1,10
izonikotinohidrazid 8,1 @ 1,10

2
.

>

17



3.3. Priprava kvaternih soli nekih N-acilhidrazonskih derivata piridoksal-

hidroklorida

Druga faza rada bila je kvaternizirati dobivene derivate sa fenacil-bromidom i

supstituiranim fenacil-bromidima. Shema 8.

R=F,-CL-H R'= -H,Br

Shema 8. Shema reakcije

Postupak A

reakcijsku smjesu dodan NaHCO3 (2 m i 1 mmol 2-bromacetofenona ili 2,4-

1 mmol sintetiziranog N—acilhidraz‘a - topljen je u acetonu i potom u

dibromacetofenona. Reakcijska smjesa Sa pri temperaturi refluksa otapala 24 sata.

Tijek reakcije pracen je TLC kromatg

Postupak B

1 mmol sintetizi ‘ 0 awylhidrazona (1-8) otopljen je u etanolu i potom u
reakcijsku smjesu dodan ola) pri cemu dolazi do oslobadanja mjehurica zraka.
U reakcijsku smjesu je poto Zan 1 mmol 2-bromacetofenona ili 2,4-dibromacetofenona.

Reakcijska smjesa se mijesa pri temperaturi refluksa otapala 24 sata. Tijek reakcije pracen
je TLC kromatografijom u smjesi otapala kloroform : metanol (6:1). Dobiveni sirovi

produkti odvojeni su vakuum filtracijom.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj eksperimentalnog rada bio je pripraviti N-acilhidrazonske derivate piridoksal-
hidroklorida, a potom dobivene hidrazone prevesti u kvaterne soli reakcijom s fenacil-

bromidom i supstituiranim fenacil-bromidima.

U prvom koraku uspjeSno su pripravljeni ciljani spojevi 1-8, konvencionalnom
sintezom u etanolu uz mijeSanje na sobnoj temperaturi prema proceduri Nogueria i

suradnika[22]. IskoriStenja reakcija bila su vrlo visoka od 80 do 98% Tablica 2. Dobiveni

produkti Zuto su do blijedo Zuto obojene krutine. Slika 11.

Slika 11. ni spojevi 1-8

Struktura spojeva potvrdena je 'H 1D' NMR spektroskopijom. Slike 15-38.

3-fluor-N'-((3-hidroksi-5- erd)-2-metilpiridin-4-il)metilen)benzohidrazid (1)

"H-NMR (DMSO-ds) 's, CH3-2); 4.77 (2H, s, CH,-OH); 8.22 (1H, s, H-6); 9.10 (1H,
); 13.27 (1H, s, NH); 13.21 (1H, br s, OH-3); 8.15 (2H, dd, J = 8.79;
5.59 Hz, H-2"); 7.43 (2H, t, ] = 8.79 Hz, H-3"); 7.43 (2H, t, ] = 8.79 Hz,

H-5°), 8.15 (2H, dd, J = 8.79; 5.59 Hz, H-6")

I3C.NMR (DMSO-ds)  15.1 (CH3-2); 58.2 (CH,-OH); 143.8 (C-2); 152.8 (C-3); 136.3 (C-
4); 126.4 (C-5); 130.3 (C-6); 144.0 (C-7); 162.1 (C-10); 128.0 (d, 3
Hz) (C-1'); 130.9 (d, 9 Hz) (C-2'); 115.9 (d, 22 Hz) (C-3'); 164.8 (d,
251 Hz) (C-4"); 115,9 (d, 22 Hz)(C-5"); 130,9 (d, 9 Hz)(C-6'); ~105.1
(F-4)

IR 1602 (C=0), 1552 (C=N)
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3-klor-N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-il)metilen)benzohidrazid (2)
"H-NMR (DMSO-dy) 2.64 (3H, s, CHs-2); 4.78 (2H, s, CH,-OH); 8.22 (1H, s, H-6); 9.10 (1H,
s, H-7); 13.30 (1H, s, NH); 13.15 (1H, br s, OH-3); 8.09 (2H, d, J = 8.11
Hz, H-2"); 7.68 (2H, d, J = 8.34 Hz, H-3"); 7.68 (2H, d, J = 8.34 Hz, H-
5%),8.09 (2H, d, J=8.11 Hz, H-6")

13C-NMR (DMSO-ds) 15.3 (CHs-2); 58.2 (CH,-OH); 144,1 (C-2); 152.6 (C-3); 136.1 (C-4);
126.0 (C-5); 130.9 (C-6); 144.4 (C-7); 162.2 (C-10); 130,2 (C-1); 129.9
(C-2"; 128,9 (C-3"); 137,7 (C-4'); 128,9 (C-5"); 129,9 (C-6")

IR 1689 (C=0), 1539 (C=N)
N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-il)met -metilbenzohidrazid (3)
"H-NMR (DMSO-ds) 2.61 (3H, s, CH3-2); 4.7 H>-OH); 8.21 (1H, s, H-6); 9.03 (1H,

s, H-7); 12,99 (1H, s, (1H, br s, OH-3); 7,40 (2H, d, ] = 7,84
Hz, H-2’); 7.95 (2 7,84 Hz, H-3"); 7.95 (2H, d, J = 7,84 Hz, H-
5%), 7,40 (2H, d, J{F 7,84 HzH-6"); 2,41 (3H, s, CH3-4")

13C-NMR (DMSO-d) 15.1 (CHs-2 ,-OH); 143,6 (C-2); 152.6 (C-3); 136.1 (C-4);
126.2 (C-5% -6); 144.0 (C-7); 162.9 (C-10); 128.6 (C-1'); 128,0

(C-2'): % 143,1 (C-4"); 129,3 (C-5"); 128,0 (C-6"); 21,1 (CHs-
4')

0), 1545 (C=N)

IR

N'-((3-hidroksi-5-(hidroksime&sz*metilpiridin-4-il)metilen)-3-nitrobenzohidrazid (4)

"H-NMR (DMSO-ds) 2.60 (3H, s, CHs-2); 4.76 (2H, s, CH,-OH); 8.20 (1H, s, H-6); 9.06 (1H,
s, H-7); 13,29 (1H, s, NH); 12,88 (1H, br s, OH-3); 8,26 (2H, d, J = 8,74
Hz, H-2"); 8,43 (2H, d, J = 8,59 Hz, H-3"); 8,43(2H, d, ] = 8,59 Hz, H-5’),

8,26 (2H, d, J = 8,74 Hz, H-6")

13C-NMR (DMSO-ds) 15.8 (CHs-2); 58.4 (CH,-OH); 144,6 (C-2); 152.5 (C-3); 135,9 (C-4);
125,3 (C-5); 132,1 (C-6); 145,5 (C-7); 161,7 (C-10); 137,2 (C-1"); 129,5
(C-2'); 123,9 (C-3"); 149,8 (C-4"; 123,9 (C-5"); 129,5 (C-6")

IR 1695 (C=0), 1546 (C=N)
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2-hidroksi-N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-il)metilen)benzohidrazid (5)
"H-NMR (DMSO-dj) 2.64 (3H, s, CHs-2); 4.79 (2H, s, CH»-OH); 8.20 (1H, s, H-6); 9.12 (1H,
s, H-7); 12,84 (1H, s, NH); 13,20 (1H, br s, OH-3); 11,59 (1H, br, s, OH-
2°); 7,09 (1H, d, J = 8,16 Hz, H-3"); 7,48 (1H, t,J = 7,79, H-4"); 6,98
(1H,t,J=7,79 Hz, H-5"), 7,96 (1H, d, ] = 7,79 Hz, H-6")

13C-NMR (DMSO-ds) 15.1 (CH3-2); 58.1 (CH»-OH); 143,7 (C-2); 152.7 (C-3); 136,5 (C-4);
126,1 (C-5); 130,3 (C-6); 144,4 (C-7); 164,4 (C-10); 115,8 (C-1'); 1583
(C-2"); 117,2 (C-3"); 134,5 (C-4'); 119,3 (C-5"); 129,5 (C-6")

IR 1671 (C=0), 1529 (C=N)

N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-il)metil enzohidrazid (6)
"H-NMR (DMSO-ds) 2.62 (3H, s, CHs-2); 4.77 (2 Ck:-OH); 8.22 (1H, s, H-6); 9.07 (1H,
s, H-7); 13,14 (1H, s, N 2H,d,J=7,38 Hz, H-2"); 7,59 (2H, t,J
=17,64 Hz, H-3"); 7,68 7,38, H-4’); 7,59 (2H, t, ] = 7,64 Hz, H-
5%), 8,05 (2H, d, J = H-6")

13C-NMR (DMSO-ds) 14,6 (CH3-2); CH,-OI); 143,3 (C-2); 152.9 (C-3); 136,7 (C-4);
126,8 (C-5); “6); 143,7 (C-7); 163,1 (C-10); 129.4 (C-1'); 128,0
(C-2"); 128, 132,8 (C-4"); 128,7 (C-5"); 128,0 (C-6")

IR 1683 40 (C=N)

N'-((3-hidroksi-5-(hidroksj vilpiridin-4-il)metilen)nikotinohidrazid (7)

'H-NMR (DMSO-ds) s, CHs-2); 4.78 (2H, s, CH,-OH); 8.22 (1H, s, H-6); 9.15 (1H,
s, H-7); 13,54 (1H, s, NH); 13,06 (1H, br, s, OH-3); 9,24 (1H, s, H-2);
8,48 (1H, d, J = 7,99, H-4); 7,67 (1H, dd, J = 7,93; 4,92 Hz, H-5"), 8,85

(1H, d, J =4,74 Hz, H-6")

13C-NMR (DMSO-ds) 14,8 (CH;-2); 58.1 (CH,-OH); 143,6 (C-2); 152.9 (C-3); 136,7 (C-4);
1265 (C-5); 129,9 (C-6); 144,5 (C-7); 161,7 (C-10); 148,5 (C-2"); 127.6
(C-3"); 134,4 (C-4"); 124,0 (C-5"); 152,6 (C-6")

IR 1677 (C=0), 1560(C=N)
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N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-il)metilen)izonikotinohidrazid (8)
"H-NMR (DMSO-ds) 2.63 (3H, s, CH;-2); 4.78 (2H, s, CH»-OH); 8.21 (1H, s, H-6); 9.17 (1H,
s, H-7); 13,58 (1H, s, NH); 8,87 (1H, d, ] = 6,31 Hz, H-2"); 8,03 (1H, d,
J=5,89 Hz, H-3"); 8,03 (1H, d, J = 5,89 Hz, H-5’), 8,87 (1H, d, J = 6,31
Hz, H-6")

13C-NMR (DMSO-ds) 15,0 (CHs-2); 58.2 (CH,-OH); 143,8 (C-2); 152.8 (C-3); 136,7 (C-4);
126,2 (C-5); 130,1 (C-6); 145,3 (C-7); 161,7 (C-10); 149,9 (C-2'); 122,0
(C-3"; 139,2 (C-4"); 122,0 (C-5'); 149,9 (C-6')

IR 1685 (C=0), 1547 (C=N)

Tablica 2. Iskoristenja reakcija sinteza N-acilhidrazona 1-8

Spoj Kemijska formula M /gmol’! @tt /°C IskoriStenje %
1 Ci1sH14FN303 303,2 210-216 89,45
2 Ci15sH14CIN;Os 319§ 234-245 80,03
3 Ci16H17N303 2 249-255 95,2
4 Ci15H14N4Os 30, 237-242 90,3
5 CisHisN3O4 %O 225-232 98,3
6 Ci5sH15N303 1 240-250 97,45
‘ 2 *111-113

7 C14H14N40O3 6,29 238-247 93,80
*231-232
@ *%235-236

8 Ci4Hi4 286,29 246-250 95,3
*217-219
*%261-262

*[1], **[22]

Spojeve 6, 7, 8 ranije su sintetizirali i Nogueira i suradnici[22], ali su iskoriStenja u
njihovom radu bila manja (79, 71 i 83 %) u odnosu na dobivena iskori§tenja u ovom radu
96, 94195 %. Usporedena su talista dobivenih spojevima s taliStima iz literature [1, 22], ona

se u odredenoj mjeri razlikuju.

U IR spektrima jasno je vidljiva vrpca koja odgovara C=N dvostrukoj vezi u
hidrazonima. Polozaj vrpce C=N djelomicno je posljedica suprotnih djelovanja induktivnih

1 rezonantnih utjecaja, kao 1 efekta sprege.

U drugom koraku sinteze cilj je bio pripraviti kvaterne soli priredenth N-
acilhidrazonskih derivata piridoksal-hidroklorida (1-8). S obzirom da je rije¢ o solima s

hidrokloridima, prvo je bilo potrebno ukloniti HCI 1 osloboditi nukleofilni dusik kako bi
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mogao reagirati s 2-bromacetofenonom ili 2,4-dibracetofenonom u reakciji nukleofilne
supstitucije. Reakcije su radene na dva nacina, dodatkom NaHCO3 ili dodatkom jace baze
KOH. Dodatkom bilo soli bilo baze, dolazi do oslobadanja mjehuri¢a zraka, a $to je
posljedica reakcije s HCI. Nakon uklanjanja HCIl-a u reakcijsku smjesu se dodaje 2-
bromacetofenon ili 2,4-dibracetofenon. Pokusana je kvaternizacija svih priredenih spojeva

1-8, tijek reakcije pracen je TLC kromatografijom.

Na temelju MS spektra potvrdena je samo uspjeSna kvaterniziracija spojeva 112, 1
priprava kvaternih soli 4-((2-(4-florbenzoil)hidrazono)metil)-3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-
2-metil-1-(2-okso-2-feniletil)piridinijev bromid (1.1.) (M = 422,4 gmol™) i 4-((2-(4-
klorbenzoil)hidrazono)metil)-3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metil-1-(2-okso-2-
feniletil)piridinijev bromid (2.1.) (M = 438,88 gmol™). Slika 12., Slika 13.

HO

HiC

XEVO-TQD#QCA3T5 26-Jun-2023  11:50:13
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100 40335 2.98e5

40450 42258
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40? 36

41545 -
45277 46624 _.44 57072  spasy 59815

45058 | 46436 50
43235 . 13 572 ot | ssee2
46423 16593 526.31 sssm

msq
538 2 291 || s67.96 5?“ e ‘

i’ Q M Mw

"U ﬂ»u &fﬂnl‘@fl‘w il W il

4/00 410 -120 430 440 450 460 470 480 490 503 510 520 530 540 550 560 6?0 580 590 500 |

Slika 12. Struktura i MS spektar spoja 1.1
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!\ ]
..|."“‘?"‘“.J“‘..'k.'.‘h.’\..‘mﬂz
420 440 460 480 500 520 540 560 580  GOD

Wktura i MS spektar spoja 2.1

supstituenti na piridinskom prstenu negativnim induktivnim efektom (-I) Slika 14. odvlace
elektrone i na taj nadin smanjuju nukleofilnost dusika i1 otezavaju reakciju s 2-

bromacetofenonima.

Slika 14. -1 efekt skupina na piridinskom prstenu
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5. ZAKLJUCCI

v

v

Uspjesno su pripravljeni N-acilhidrazonski derivati piridoksal hidroklorida 1-8
IskoriStenja reakcija bila su vrlo visoka, kretala su se od 80 do 98 %

Strukture priredenih spojeva potvrdene su 'H i 3C NMR spektroskopijom
Prisutnost odgovarajucih funkcijskih skupina potvrdena je IR spektroskopijom
Pokusane su sinteze svih kvaternih soli dobivenih derivata 1-8 pri ¢emu su koriStena

dva postupka koji se razlikuju u nacinu na k@lanja HCI vezana na dusik
piridinskog prstena (NaHCOj3 ili KOH)

Zbog smanjenje reaktivnosti dusSika w%reakcije su bile samo djelomi¢no
uspjesne 1 sintetizirane su samo dvijgikvaterne £oli 1.1. 1 2.1.
Pretpostavljena struktura spoje .1 potvrdena je snimanjem spektara masa

(%
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Slika 15. IR spektar 3-fluoro-N'-((3-hidro “(hiddoksimetil)-2-metilpiridin-4-
il)metilen)benzohidiygida (1)
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Slika 16. IR spektar 3-klor-N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-
il)metilen)benzohidrazida (2)
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Slika 18. IR spektar N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-il)metilen)-3-
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Slika 20. IR spektar N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-
il)metilen)benzohidrazida (6)
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Slika 22. IR spektar N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-
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Slika 34. 13C spektar N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-

il)metilen)benzohidrazida (6)



86¥'e
€052 W

“p-0SW0

jouey3 -

6052 -
0¥z THY

8Ly —

a9p9’L -
299°L ,,
eL9L W
889°L
91z’8
Liv'8 W
16v'8
6£8'8
e58's \
05167
LET6S

SYO'EL
PG EL-

g

HO-"HD

joueyl3

. \ feo
€-HO i
HN [t

til)-2-metilpiridin-4-

Slika 35. 'H spektar N'-((3-hidroksi-5-(hi
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Slika 36. 13C spektar N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-

il)metilen)nikotinohidrazida (7)
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Slika 37. 'H spektar (Z)-N'-((3-hidroksi-5-
il)metilen)izonikotin
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Slika 38. 1°C spektar (Z)-N'-((3-hidroksi-5-(hidroksimetil)-2-metilpiridin-4-
il)metilen)izonikotinohidrazida (8)
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