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TSC- tiosemikarbazon (ang. thiosemicarbazone)



1. Zalozenia icel pracy

Jednym z podstawowych probleméw chemii medycznej jest racjonalne
projektowanie lekéw, poczawszy od wstepnych badan in silico, a skofnczywszy na
skreeningu biologicznym. Co roku liczba zsyntezowanych zwigzkdéw organicznych
zwieksza sie, osiggajac 50 milionéw. W dobie XXI wieku powaznym wyzwaniem dla
chemika nie jest juz wiec synteza kolejnych zwigzkéw, lecz produkowanie

specyficznych wiasciwosci czasteczek pozwalajacych na aplikacje danej klasy zwigzkéw.

Choroby nowotworowe, dotykaja coraz wieksza cze$¢ spoteczenstwa. W zwiazku
ztym rodzi sie potrzeba poszukiwania nowych chemioterapeutykdw o dziataniu
przeciwnowotworowym. Waznym problemem jest przy tym lepsze poznanie
mechanizméw dzialania takich srodkéw oraz ich state doskonalenie. Ciekawg grupa

potencjalnych lekéw w tym obszarze stanowig chelatory zelaza.

Podstawowym celem mojej pracy byto poszukiwanie nowych
heteroaromatycznych chelatoréw zelaza, obejmujacych funkcje tiosemikarbazonu.
Badania obejmowaly projektowanie, synteze oraz analize wynikéw testow

biologicznych otrzymanych zwigzkow.

Studium badawcze pracy obejmowalo ponadto badania chemoinformatyczne,
synteze i analize fizykochemiczng (1H-NMR, 13C-NMR, 2D-NMR, IR, UV-VIS, HRMS)
otrzymanych zwigzkOw, opracowanie metod oczyszczania produktéw, oraz analize

wynikoéw z testéw biologicznych.



2. CZESC LITERATUROWA

2.1 Wstep

Choroby nowotworowe dotykajg coraz wiekszg czes¢ spoteczenstwa i stanowig
obecnie przyczyne potowy zgondw, co odpowiada okoto 8 milionom ludzi w skali
Swiatowejl Niestety pomimo milionéw dolaréw inwestowanych w nowoczeshe
i selektywne matoczgsteczkowe chemioterapeutyki, nie udato sie wykluczy¢ raka
z rejestru dominujgcych choréb. W Polsce najczestsza przyczyne zgonow stanowig
obecnie dysfunkcje zwiagzane z uktadem krazenia oraz choroby nowotworowe (155 000
zachorowan o podtozu nowotworowym i okoto 93 000 zgonow)2 W populacji
mezczyzn nowotwory ztosliwe stanowig 26 % zgondw, zas w populacji kobiet 23 %.
Ws$rod mezezyzn dominujg nowotwory ptuca (26 % zachorowan), jelita grubego (12 %
zachorowan) oraz prostaty (8 % zachorowan). Wéréd kobiet najbardziej dotkliwe sg
nowotwory piersi (30 % zachorowan), ptuca (9 % zachorowan) oraz jelita grubego (8 %
zachorowan)3. Projektowanie nowych zwigzkéw przeciwnowotworowych jest wiec
ambitnym wyzwaniem badawczym, ktorego celem jest zwiekszenie szansy na poprawe
i przediuzenie zycia pacjentéw. Bioragc pod uwage duzg réznorodnos$¢ genetyczng
komorek neoplastycznych oraz ich opornosé na nowoczesne leki
przeciwnowotworowe, poszukiwanie nowych, selektywnych chemioterapeutykéw jest
niezwykle potrzebne iwpisuje sie w najbardziej aktualne problemy badawcze w chemii

medycznej45.

2.2 Biochemia zelaza w organizmie cztowieka

Dzieki swoim unikatowym wilasciwosciom biochemicznym oraz biofizycznym
zelazo uczestniczy w organizmie ludzkim w wielu waznych procesach na poziomie
komorkowym jak i na poziomie calego organizmu. Aby podkresli¢ jego role, mozna
wymieni¢ chociazby takie procesy jak transport tlenu czy tez synteze DNAG. Biologiczne
funkcje zelaza sg dobrze opisane. Podwyzszone stezenie Fe w organizmie moze

skutkowac zwiekszeniem ryzyka rozwoju komérek nowotworowych?.



Schemat biodystrybucji zelaza w zdrowym organizmie. Zmodyfikowano wg Cooka8
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Proces wchianiania zelaza z pozywienia nastepuje w jelicie cienkim oraz
w dwunastnicy. W trakcie tego procesu enterocyty pobierajg zelazo w dwoch formach,
jako tzw. zelazo nieorganiczne (niehemowe) oraz zelazo w postaci skompleksowanej
z hemem9. Zelazo nieorganiczne jest transportowane poprzez btone komérkowa
enterocytu za pomoca specjalnego biatka transportowego DMT1 (ang. divalent metal
transporter 1). Co ciekawe, cecha charakterystyczng tego biatka jest to, ze potrafi ono
transportowac tylko metale znajdujgce sie na Il stopniu utlenienialQ Jako ze zelazo
niehemowe znajduje sie w wiekszosci przypadkéw na lll stopniu utlenienia, konieczny
jest czynnik redukujgcy, ktoéry umozliwi konwersje pomiedzy stopniami utlenienia. Role
tg spetnia membranowy cytochrom b znajdujacy sie w dwunastnicy i posiadajgcy

aktywnos$¢ redukcyjng na tyle specyficzng, aby dokona¢ szybkiej transformacji miedzy



stanami utlenienia zelazall Niestety szlak metaboliczny odpowiedzialny za transport

hemu przez enterocyty nie zostat do konica wyjasniony.

Rozpatrujac szlaki metaboliczne zelaza w ludzkim organizmie, nalezy podkreslic,
iz pierwiastek ten praktycznie nie wystepuje w postaci wolnej, bedac zwigzanym
z biatkami lub czynnikami kompleksujagcymil2 Jako swoisty magazyn tego pierwiastka
moze by¢ postrzegana hemoglobina, zawierajgca okoto 2,5 g zelaza, z catkowitej puli
okoto 5 g zelaza znajdujgcego sie w dobrze odzywionym ludzkim organizmiel3
W surowicy zelazo wystepuje formie zwigzanej z biatkiem transportujacym-
transferryng, tworzac tatwo rozpuszczalny kompleks. Transferyna wigze dwie
czagsteczki zelaza(ll) w dwoch miejscach ulokowanych odpowiednio na N i C-kohcu
biatka. Po zwigzaniu zelaza dwie czgsteczki transferryny tgcza sie ze specyficznym
receptorem TfRI (ang. transferrin receptor 1) znajdujgcym sie na powierzchni
komorkild W ostatnich latach zaproponowano mechanizm wigzania transferryny
Z powyzszym receptorem, potwierdzajacy wystepowanie zmiany konformacyjnej
w transferynie po jej zwigzaniu i pozwalajgcej na swobodne uwalnianie zelaza(ll)15
W koncowych etapie szlaku metabolicznego biatko DMT1 transportuje zredukowany
biometal przez membrane endosomalng do cytozolu. Po uwolnieniu zelaza
zendosomow, pierwiastek ten tworzy zasoby labilnego zelaza (ang. labile iron pools),
w ktorych wystepuje w postaci niskoczgsteczkowych komplekséw powigzanych

z nukleotydami, cukrami bgdz aminokwasamil6

W komorce ludzkiej biatkiem przechowujgcym nadmiar zelaza jest ferrytyna.
Biatko to ma zdolno$¢ do przechowywania do 4500 atomoéw zelaza, za$ jego waga
miesci sie w granicach 450 kDa. Sktada sie ono z dwdch podjednostek L i H, o masie
odpowiednio 19 kDa oraz 21 kDal7. Mechanizm wg ktorego ferrytyna pobiera zelazo
jest nadal mato znany. Badania przeprowadzone in vitro sugerujg, ze zelazo(lll) jest
przechowywane w postaci wodoronadtlenku (FeOOH)8oraz fosforanu (Fe0-0P03H2)18
Proces uwalniania zelaza zferrytyny jest intensywnie badany. Eksperymenty in vitro
wskazuja, iz obecnos¢ wewnatrzkomoérkowych reduktoréw, typu FMNH , FADH oraz
zredukowanej ryboflawiny, powoduje uwalnianie zelaza z biatka ferrytynyl9
Najnowsze prace sugerujg, iz proces wewngtrzkomérkowy moze odbywac sie wg

mechanizmu zakladajacego lizosomalng proteolize ferrytyny20.



Schemat poboru zelaza z transferryny na drodze endocytozy. Zmodyfikowano za

Richardsonem2l

2.3 Metabolizm zelaza w komérkach nowotworowych

W latach 80 XX wieku zaczely pojawia¢ sie informacje potwierdzajgce
eksperymentalnie teze, iz  komorki neoplastyczne posiadajg znacznie wieksze
zapotrzebowanie na zelazo2 Wynika to z faktu ze zachodzg w nich intensywne
procesy proliferacyjne zwigzane z syntezg DNA. Skutkiem tych procesow jest catkowita
zmiana metabolizmu tego biopierwiastka, co uwidacznia sie szczegOlnie

w zwiekszonym wystepowaniu na powierzchni komérek nowotworowych receptorow



TfR123 Dalsze badania in vitro przeprowadzone przez Trowbridge'a ujawnily proces
hamowania wzrostu komorek nowotworowych biataczki w trakcie podawania
przeciwciat monoklonalnych przeciwko TfRI2*. Ostatnie doniesienia literaturowe
podkreslaja réwniez istotny wplyw procesu nadekspresji biatek importujgcych zelazo
(DMT1 oraz TfRI) na rozwdj raka odbytu, podkreslajac jednoczesnie wyraznie
zmniejszong ekspresje bialek eksportujacych zelazo (FPN1 oraz hefastyna)s
Zasadniczg role w przemianach itransporcie zelaza potwierdza réwniez eksperyment,
w ktérym przeprowadzono knock-out mysiego genu kodujacego receptor TfRI,
skutkujgcy $miercig mysich embrionéw26. Co ciekawe, badaczom udato sie wyizolowac
i sklonowa¢ kolejny receptor powigzany ztransferyng- TfR227. Zaobserwowano
ponadto, ze komorki wykazujgce ekspresje tego receptora wystepujg szczegodlnie

czesto w duzych guzach mysich28

Wiele doniesien wskazuje na powigzanie ferrytyny z procesami proliferacji
komérek nowotworowych. Nie wykryto wprawdzie wzrostu stopnia magazynowia
zelaza, lecz zaobserwowano wystepowanie ferrytyny w osoczu krwi29. Efekt ten zostat
wykorzystany do oceny stopnia zaawansowania nerwiaka ptodowego, gdyz wystepuje
tylko w ostatnich etapach jego tworzenia30. Mozna wiec przyjaé, ze zubozenie zasobow
zelaza komorkowego m.in. poprzez proces jego chelatowania, ma wplyw na
intensywnie proliferujgce komérki nowotworowe, a co za tym idzie procesy

angazujgce zelazo moga by¢ potencjalnym celem terapii przeciwnowotworowych.

2.4  Reduktaza rybonukleotydowa

Aktywno$¢ przeciwnowotworowg ukierunkowang na zaburzenie metabolizmu
zelaza w komodrkach nowotworowych, czesto obejmuje takze hamowanie reduktazy
rybonukleotydowej (RR)3L Enzym ten bierze udziat w kluczowej reakcji w czasie
syntezy DNA- jest odpowiedzialny za przemiane rybonukloetydéw do odpowiednich
deoksyrybonukloetydow3. Jako, ze komorki nowotworowe ulegajg intensywnym
podzialom przy wzmozonej syntezie DNA, poziom reduktazy rybonukleotydowej jest

relatywnie wiekszy w poréwnaniu do normalnych komérek3 Nadekspresja receptora



TfRI na powierzchni komérek nowotworowych jest zatem spowodowana przez duze
zapotrzebowanie RR na zelazo34 Ponadto wzmozona aktywno$¢ RR zostata powigzana

ze wzrostem guzow i powstawaniem komorek nowotworowych.

Schemat 1

Konwersja rybonukloetydéw do deoksyrybonukloetyddéw przy udziale RR

OpPP OPP

reduktaza rybonukleotydowa

Stwierdzono, ze reduktaza rybonukloetydowa sktada sie z dwdch podjednostek R1
oraz R23. Czes¢ katalityczna enzymu znajduje sie w podjednostce RI, jednakze przed
reakcjg przemiany rybonukloetydéw do deoksyrybonukloetydow nastepuje szereg
reakcji aktywujgcych enzym poprzez rodnik tyrozylowy36 Rodnik ten moze by¢
ponadto destabilizowany m.in. poprzez reaktywne formy tlenu generowane w skutek
podawania lekéw przeciwnowotworowych, a w szczegdélnosci chelatorow zelaza3r7.
Uwaza sie, ze w podjednostce R2 oraz w matym fragmencie enzymu o nazwie p53R2
znajdujg sie miejsca wigzace zelazo, wspoétodpowiedzialne za aktywnosé

enzymatycznag33

Skoro redukcja rybonukloetyddw jest kluczowym etapem w syntezie DNA, inaktywacja
reduktazy rybonukleotydowej wigze sie z powaznymi konsekwencjami na poziomie
komérkowym. Moze to by¢ zahamowanie procesu syntezy DNA oraz zatrzymanie
proliferacji skutkujace apoptoza. Wszystkie te fakty, potwierdzajg duzg atrakcyjnosc
reduktazy rybonukleotydowej jako celu molekularnego dla nowoczesnych lekow

przeciwnowotworowych3.



Struktura podjednostek R1 oraz R2 reduktazy rybonukleotydowej40

2.5 Reakcja Fentona. Reaktywne formy tlenu

Obecnos¢ zelaza jest kluczowa dla transportu tlenu w organizmie. Trzeba wobec
tego odnotowaé¢ konsekwencje wynikajace z odziatywan miedzy tymi dwoma
pierwiastkami. Pod koniec XIX w Fenton opisat reakcje zachodzaca pomiedzy
nadtlenkiem wodoru a zelazem (Il) prowadzgcg do tworzenia rodnika hydroksylowego

(Schemat I)41

Schemat 2

Generowanie rodnika hydroksylowego w reakcji Fentona oraz Habera-Weissa
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Przedstawione reakcje moga zachodzi¢ spontanicznie, charakteryzujgc sie
relatywnie duzymi statymi szybkosci reakcji (k > 100 I-mol™-s'])42 Pierwsza
z powyzszych reakcji uwazana jest za gtdwne Zrodio rodnika hydroksylowego,
reaktywnej formy tlenu ROS (ang., reactive oxygen species)43 posiadajgcej zdolnosc
wywotywania $mierci komoérkowej. Podkreslic nalezy fakt, iz anionorodnik
ponadtlenkowy spetnia w komodrkach role reduktora zelaza(lll), bedac jednoczesnie
prekursorem nadtlenku wodoru w reakcji katalizowanej przez dysmutaze
ponadtlenkowa44. Zelazo(lll) znajdujace sie w organizmie, moze ulega¢ réwniez
procesom konwersji przy udziale bioreduktoréw takich jak askorbinian, NADH,
zredukowany glutation a nawet grupy tiolowe bialekds. Uwaza sie rdéwniez, ze
czynnikiem limitujgcym generowanie rodnika hydroksylowego jest biodostepnosc
zelaza (II), gdyz nadtlenek wodoru tatwo penetruje btony komdérkowe, mogac sie

przemieszczac na stosunkowo duze odlegtosci46.

Chemia reakcji Fentona dotyczy nie tylko zelaza lecz takze takich metali jak
miedz, kobalt, mangan, chrom oraz ich komplekséw z labilnymi Ugandami4748.
Przyktadowo grupa Xie opisatadd sposdb na wykrywanie katalizowanej przez miedz
reakcji Fentona poprzez zastosowanie sondy fluorescencyjnej. W podobnej pracy
badano wptyw katalizowanej kationami kobaltu(ll) reakcji Fentona na uszkodzenia
DNA. Wykazano ze inkubacja soli Co(ll) z nadtlenkiem wodoru, w obecnosci
komérkowego  chelatora  anseryny, prowadzi do  wytworzenia rodnika
hydroksylowego50. Ponadto, przeprowadzone pomiary fizykochemiczne potwierdzity,
ze uklad Fe(ll)-EDTA jest reaktywny w reakcji Fentona, za$ kompleks zelaza
z transferyna nie katalizuje reakcji Habera-Weissa (reakcja 2, Schemat 1) 5L Stworzono
rowniez model eksperymentalny, pozwalajgcy na ilosciowe oszacowanie zdolnosci
szeregu chelatorow zelaza (m.in  EDTA, cytryniany, pochodne  kwasu

nitrylotrioctowego), do generowania rodnika hydroksylowego w reakcji Fentona®

2.6 Spektroskopia EPR w badaniu reaktywnych form tlenu. Putapkowanie spinowe
Narzedziem badawczym, pozwalajgcym na obserwacje paramagnetycznych

indywiduoéw chemicznych, takich jak rodniki organiczne i nieorganiczne oraz stanéw

trypletowychS3jest spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR,

ang. Electron Paramagnetic Resonance). Technika ta skupia sie na odziatywaniu



zewnetrznego pola magnetycznego z niesparowanymi elektronami w danej
czgsteczce54 Kiedy atom lub czgsteczka z niesparowanym elektronem znajdzie sie
w zasiegu silnego pola magnetycznego (typowa warto$¢ dla spektroskopu EPR to
0,3 T), spin elektronu moze przyjagé utozenie zgodne Ilub niezgodne z liniami pola
magnetycznego. Te dwie orientacje réznig sie miedzy soba energia, a réznica ta moze

by¢ opisana wzorem:
Er E2=hv= g\iBQ

Gdzie: h- stala Plancka, 6,63 10 3Js; v- czestos¢ [Hz]; g-wspodiczynnik
giromagnetyczny; |iB* magneton Bohra, 9,274-1024 J-T'L 8- indukcja pola

magnetycznego [T]
Rys 4

Schemat budowy spektroskopu EPR5S5.

Nrzesuwnik
fazowy

Elektromagnes

Typowe spektroskopy EPR posiadajg stata warto$¢ czestosci, rdéznigc sie
wartosciami generowanego pola magnetycznego (w przeciwienstwie do spektroskopii
NMR). Wiekszo$¢ aparatow dziata w zakresie 8-10 GHz (pasmo X), co wigze sie
z zastosowaniem pola mikrofalowego w celu osiggniecia rezonansu56. (Rys 4). Po
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zarejestrowaniu  widma  czgsteczki  paramagnetycznej, mozemy  przypisac
charakterystyczne dla niej sygnaly, analizujac jej strukture nadsubtelng, czyli
rozszczepienie linii rezonansu na skladowe. Zrodtem struktury nadsubtelnej
w spektroskopii EPR sg odzialywania magnetyczne pomiedzy spinem elektronu,

a magnetycznymi momentami dipolowymi jader wystepujacych w danym rodniku >

Rodniki posiadajg niezwykle krotkie czasy zycia, co powoduje szereg trudnosci
zwigzanych z ich detekcjag. W celu poprawy warunkoéw rejestracji tych niezwykle
reaktywnych indywiduéw chemicznych5 zaproponowano uzycie tzw. pulapek
spinowych (ang. spin traps). Jako putapki spinowe przejeto okresla¢ zwigzki chemiczne
(najczesciej nitrony) tworzgce z wolnymi rodnikami paramagnetyczne addukty, bedace
bardziej stabilne w poréwnaniu do wyjSciowych zwigzkdéw59. Do najczesciej
stosowanych putapek spinowych nalezg (Rys 5) DMPO (/V-tlenek 5,5-dimetylo-I-
piroliny), DEPMPO ( A/-tlenek 5-(dietoksyfosforylo)-5-etylo-I-piroliny) oraz PBN (N-tert-

butylofenylonitron).
Rys 5

Wzory wybranych putapek spinowych

| ©

DMPO DEPMPO PBN

Optymalne warunki putapkowania spinowego osigga sie w taki sposéb by:

e Widmo danego adduktu pozwalato na swobodng identyfikacje przytaczonego
rodnika,
e Powstaly paramagnetyczny addukt powinien byt trwaty. Np. addukt DMPO-OH’

charakteryzuje sie okresem poéttrwania wynoszacym okoto 25 minuted,



- Stala szybkosci reakcji powstawania adduktu byla na tyle duza, aby unikngc

stosowania nadmiernych stezeh putapki spinowej.

2.7 Zastosowanie chelatoréw w leczeniu zaburzen metabolizmu zelaza

Ze wzgledu na duzg liczbe biatek zaangazowanych w transport zelaza
w komoérce oraz stopien skomplikowania jego przemian, niewielkie zmiany w szlaku
metabolicznym mogg spowodowaé¢ powazne problemy z jego biodystrybucjg
i magazynowaniem. Na przyktad, nadmiar zelaza, ktéry nie moze zosta¢ zwigzany przez
ferrytyne, moze uczestniczy¢ w reakcji Habera-Weissa a w rezultacie prowadzi¢ do
stresu oksydacyjnego6l Proces ten sprowadza sie do generowania reaktywnych form
tlenu niebezpiecznych dla organelli komdérkowych. W celu przeciwdziatania powyzszym
czynnikom stosuje sie terapie polegajgce na chelatowaniu zelaza, wylaczajagc je

z szeregu reakcji katalitycznych prowadzacych do powstawania wolnych rodnikow62

Jednym z pierwszych zastosowan chelatorow zelaza w medycynie bylo leczenie
pacjentdw z niedokrwistos$cig tarczowatokrwinkowa (P-telasemig)63 Jako przyczyne
powyzszej choroby uwaza sie mutacje w genie kodujagcym podjednostke
P hemoglobiny, co powoduje zaburzenia w jej syntezie, a w rezultacie prowadzi do
powaznej anemii. W pierwszym etapie terapii p-telasemii przeprowadza sie transfuzje
krwi, prowadzaca w niektérych przypadkach do nadmiernego stezenia zelaza we krwi
oraz uszkodzenia organdw wewnetrznych. W walce ze skutkami ubocznymi transfuzji
uzywa sie nietoksycznego chelatora zelaza (np. DFO), ktéry wplywa na poprawe

morfologii krwi u pacjentéw64

Ataksja Friedreicha (ang. Friedreich's Ataxia) jest dziedziczng chorobg
genetyczna charakteryzujgcg sie powaznymi zwyrodnieniami ukiadu nerwowego
prowadzgcych m.in. do ataksji chodu6b W tych warunkach nastepuje gromadzenie sie
zelaza w organizmie w wyniku zmniejszonej ekspresji biatka frataksyny6 biorgcego
udziat w homeostazie zelaza w mitochondrium. Nadmiarowe zelazo gromadzace sie
w mitochondriach jest niebezpieczny ze wzgledu na mozliwo$¢ uszkodzenia
mitochondrium poprzez procesy wolnorodnikowe67. Dlatego zastosowanie chelatorow

zelaza, o odpowiednich wiasciwosciach fizykochemicznych pozwalajgcych na



swobodne penetrowanie mitochondriéw, jest atrakcyjng i aktualnie testowang

strategig walki z tg choroba68

2.8 Zelazo jako cel molekularny terapii przeciwnowotworowej

Terapie oparte o chelatowanie zelaza komdérkowego maja obecnie
zastosowanie nie tylko w walce z patologiami zwigzanymi z metabolizmem zelaza, lecz
rowniez w walce z chorobami nowotworowymi6970. Chelatory posiadajgce wiekszg
lipofilowo$¢ sa znacznie bardziej skuteczne w terapii, ze wzgledu na tatwos$c
przenikania przez blony biologicznie a co za tym idzie mozliwos¢ lepszego wigzania
zelaza wchodzacego w sktad podjednostki R2 reduktazy rybonukleotydowej7. Ponadto
chelatory o duzej aktywnosci przeciwnowotworowej, nie tylko posiadajg zdolnos$¢ do
kompleksowania zelaza lecz takze wzmagajg jego aktywnos$¢ w reakcjach redoks7273
(Tabela 1). Dotyczy to zwiaszcza ligandéw posiadajacych zdolnos$é do kompleksowania
zarowno Fe(ll) i Fe (lll). Dla przyktadu, chelatory posiadajace w swojej strukturze
~-miekkie" atomy takie jak azot, wykazujg nizsze potencjaty redoks a skompleksowane
przez nie zelazo moze by¢ enzymatycznie redukowane w warunkach biologicznych73
W rezultacie zelazo (ll) moze katalizowa¢ powstawanie reaktywnych form tlenu
prowadzgce do $mierci komaorki. Z drugiej strony, chelatory zawierajgce w miejscu
koordynacji ,twarde" atomy takie jak tlen (przyktadem moze byc¢ tutaj Deferoksamina,
DFO) posiadajg wieksze powinowactwo do zelaza (Ill). Jako ze DFO jest ligandem
heksadentnym, jego sfera koordynacyjna jest w petni zapetniona, uniemozliwiajac tym

samym dostep nadtlenkowi wodoru do atomu centralnego72

2.8.1 Siderofory

Siderofory to substancje pochodzenia naturalnego, wytwarzane przez
mikroorganizmy w celu absorbcji nierozpuszczalnego w $rodowisku naturalnym
zelaza74 Te niskoczasteczkowe chelatory sg odpowiedzialne za przeprowadzenie
metali w rozpuszczalng forme potrzebng do transportu i metabolizmu
w mikroorganizmach. Ich swoistg cechg jest wysokie powinowactwo do zelaza7s. Ich
struktury stanowia interesujagcy model, ktory moze by¢ wykorzystany w celu

projektowania nowych chelatoréw Zzelaza o dziataniu przeciwnowotworowym.



Deferoksamina (Desferal®) (Rys 4) nalezy do grupy ligandoéw heksadentnych
pochodzenia naturalnego, a za jej wytwarzanie odpowiedzialne sg bakterie
Streptomycespilosus. Substancja ta jest z powodzeniem stosowana w przypadku
choréb zwigzanych zzaburzeniami metabolizmu zelaza w ludzkim organizmie

(rozdzial.5)7677.

Rys 4

Wybrane struktury siderofordw iich pochodnych78

Vr=N OH
NH— (CH:), \ \cH I, \ (CH: >
h'-< hnv nvVv (JOH
uo O HO O HO ~ o
DFO kompleks F«(lll) i DFO DFT
HO. OH HO OH HO. OH
n N 1] / T
| COOH Y-N
DADFT "Or*- BDU COOH

Wysokie powinowactwo DFO do zelaza na lll stopniu utlenienia przektada sie na
tworzenie komplekséw w stosunku 1:1, prowadzac do dezaktywacji zelaza w procesach
wolnorodnikowych.  Przeprowadzono szereg badan  dotyczacych przeciw-
nowotworowych wiasciwosci DFO, badajgc modele zwierzece oraz wykonujgc testy
kliniczne. Obserwowano proces hamowania wzrostu komorek nowotworowych dla
nerwiaka ptodowego, nowotworu krtani, jajnikdw oraz biataczki79-8L Badano rowniez
wplyw dodatku soli zelaza na wiasciwosci przeciwnowotworowe DFO, obserwujac
znaczny spadek w aktywnos$ci przeciwrakowej siderofora82 Kolejnym czynnikiem
modulowanym przez terapie wykorzystujgcg Deferoksamine jest zwiekszona ekspresja

receptora TfRI oraz obnizenie poziomu ferrytyny8 Najnowsze wyniki badan



klinicznych wskazujg na potencjalng efektywnos$¢ terapii z uzyciem DFO jako
chemioterapeutyka. W testach na 10 pacjentach 2z opornymi na chemoterapie
nowotworami watroby zaobserwowano efekt przeciwnowotworowy u dwdch

pacjentdw oraz zatrzymanie stopnia zaawansowania choroby u trzech pacjentéw84.
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Poza szeregiem zalet DFO, posiada réwniez istotne mankamenty. Duza
hydrofilowos$¢ siderofora prowadzi do jego stabej absorbcji z uktadu pokarmowego
oraz do szybkiego metabolizmu we krwi (okres pohrwania leku wynosi tylko 12
minut)85. W zwigzku z tym DFO jest wprowadzane do organizmu w postaci zastrzykow
podskérnych okoto pie¢ razy w tygodniu (w dawce od 20 do 60 mg/kg ludzkiego ciata).
Poza ucigzliwym ikosztownym sposobem podawania deferoksaminy jedna trzecia
pacjentéw odczuwa bdle oraz uciazliwe skutki uboczne zwigzane z wprowadzeniem

leku do organizmu8687.

Desferytiocyna (DFT) nalezy do grupy tridentatnych sideroforow
syntezowanych przez bakterie z rodziny Streptomyces antibioticus8 Za koordynacje
atomow zelaza odpowiedzialne sg w tym przypadku fenolowe grupy -OH oraz azot
z pierScienia tiazolowego77. Badania prowadzone na matpach 2z zaburzonym
metabolizmem zelaza, potwierdzity trzykrotnie wieksza skuteczno$¢ DFT nad DFO89.
Badania przeprowadzone w grupie Bakera potwierdzity atrakcyjne wiasciwosci
przeciwnowotworowe na komodrkach nowotworu watroby, przy relatywnie niskiej
toksycznosci dla normalnych hepatocytow. Pomimo obiecujgcych wynikow na
modelach in vivo niepokojagcym skutkiem ubocznym DFT oraz jej syntetycznego

analogu DADFT, jest duza nefrotoksycznos¢ oraz zaburzenia w trawieniu8s.

2.8.2 Deferypron

Deferypron (Ferriprox®) jest syntetycznym ligandem chelatujgcym metale grupy
d, stosowanym poczgtkowo w terapiach zwigzanych z nadmiernym gromadzeniem
zelaza w organizmie9l Chelator ten kompleksuje kationy metali jako ligand bidentny,
wykazujac szczegllne powinowactwo do zelaza, miedzi oraz glinu%2 Deferypron
przeszedt testy Kkliniczne izostal zaakceptowany do walki z p-telasemig ws$réd
pacjentdw nie tolerujgcych DFO (akceptacja w Europie, brak akceptacji w USA

i Kanadzie)93



Deferypron

Wykazano, iz Deferypron posiada wilasciwosci przeciwnowotworowe, ktore
opisano dla szeregu linii komoérkowych (nowotwory: skory, watroby, jajnikéw oraz
niektdre typy biataczek804.95. Podczas prowadzonych badann udowodniono zaréwno
wysokg selektywnos$¢ w dziataniu chelatora (nietoksyczny dla fibroblastow) jak réwniez
brak aktywnosci przeciwnowotworowej dla nowotworu $linianki9%. Badania
przeprowadzone na cytometrze przeptywowym wskazaly apoptoze jako model $Smierci
komérkowej w wyniku traktowania komoérek deferypronem oraz potwierdzity
aktywacje przez niego szlaku kaspaz¥ Pomimo atrakcyjnych  wiasciwosci
przeciwnowotworowych in vitro, chelator ten okazal sie nieaktywnym
chemioterapeutykiem na modelu mysim8. Obserwowano jednoczesSnie szereg
skutkdw ubocznych dla powyzszego zwigzku, takich jak spadek poziomu neutrofili we

krwi, béle stawéw oraz zaburzenia w trawieniu93

2.8.3 Hydrazonoizonikotynylo pirydoksalu

Hydrazon izonikotynoilo pirydoksalu PIH (ang. Pyridoxal isonicotinoyl
hydrazone) zostal zsyntezowany w 1954 roku jako zwigzek o potencjalnych
wiasciwosciach przeciwnowotworowych9. Jego synteza polega na stosunkowo prostej
kondesacji pirydoksalu z odpowiednim hydrazydem, otrzymujac w rezultacie tridentny
ligand typu zasady Schiffad97. PIH koordynuje zelazo poprzez ukiad skiladajgcy sie
z iminowego atomu azotu, tlenu z grupy fenolowej oraz tlenu grupy karbonylowej,

tworzac preferencyjnie kompleksy z zelazem(l11)38



Przeprowadzone dotychczas badania wskazuja, ze hydrazon izonikotynylo-
pirydoksalu moze by¢ stosowany jako zamiennik DFO w chorobach zwigzanych
z zaburzeniami metabolizmu zelaza". Warto zauwazy¢, ze powyzszy chelator wykazuje
znacznie wiekszg efektywnos$¢ w poborze zelaza komérkowego z transferryny, co jest
tlumaczone poprzez jego wiekszg hydrofobowos$¢ oraz korzystng wartos¢ pKa
w poroéwnaniu do siderofora DFO100. Korzystne wiasciwosci farmakokinetyczne PIH-u
pozwalaja na doustng forme jego podawania, co jest jego duzg zaletg w poréwnaniu

do chelatorow zelaza podawanych poprzez diugotrwate wstrzykiwania podskérnel0l

Dzieki dobrym wiasciwosci kompleksujgcych zelazo, oraz skutecznosci leczeniu
telassemi spodziewano sie, ze hydrazon izonikotynynylo-pirydoksalu bedzie wykazywat
efekty cytotoksyczne na komadrkach nowotworowych. Niestety w poréwnaniu do DFO
(IC50=22 nM) PIH wykazuje umiarkowane wilasciwosci przeciwnowotworowe
(IC50= 75 nM), wskazujgc, iz aktywno$¢ przeciwnowotworowa nie jest w prosty sposéb
powigzana ze zdolnosciami kompleksujagcymi liganda7l. Dalsze badania hydrazonu
przeprowadzone na zwierzetach, wykazaty bezpieczny profil toksykologiczny zwigzku,
sugerujac dalsze badania kliniczne w kierunku zastosowan chelatora w chorobach

zwigzanych z nagromadzeniem zelaza w organizmiel02



2.8.4 O-Trensox
O-Trensox (tris-/V-(2-aminoetylo-[8-hydroksychinolino-5-sulfono-7-karboks-

amido])amina nalezy do grupy ligandoéw heksadentnych wigzgcych zaréwno zelazo(ll)
jak (111) w stosunku 1:1103 Stata trwatosci kompleksu z Fe(lll) wynosi 30 co potwierdza,

ze ligand ten nalezy do najsilniejszych syntetycznych chelatoréw zelazal)d

Badania prowadzone na hepatocytach wskazujg, iz DFO jest skuteczniejsze od
liganda hydroksychinolinowego w wychwycie zelaza z ferrytynyl0s Z drugiej jednak
strony O-Trensox okazal sie skuteczniejszy w obnizaniu poziomu zelaza w szczurzych
hepatocytach w poréwnaniu do DFO. W ukladach pseudofentonowskichl(b
0-Trensox wykazat zdolno$¢ do zapobiegania uszkodzeniom wobec reakcji
wolnorodnikowych. Pozytywne wyniki eksperymentéw zainspirowaly do badan nad
potencjalnym zastosowaniem zwigzku w terapii nowotworéw watroby. Eksperymenty
przeprowadzone na czterech liniach nowotworowych potwierdzity hipoteze, ze
0-Trensox posiada wiasciwosci cytotoksyczne, hamujac jednocze$nie proces syntezy
DNA indukujagc apoptoze poprzez szlak kaspazl06 Powyzsze efekty byly czesciowo
odwracalne, gdyz po dodaniu do medium komodrkowego kationow zelaza lub cynku,
obserwowano spadek aktywnosci zwigzkul06 Przedstawione dane eksperymentalne
Swiadcza o S$cistym powigzaniu dzialania przeciwnowotworowego tego zwigzku,
z chelatowaniem metali. Mozliwe rowniez, ze powstaty kompleks z 0-Trensoxem nie
jest w stanie przedosta¢ sie do wnetrza komérki i w ten sposéb limituje jego

aktywnos¢.

2.8.5 Deferasirox
Exjade® (Deferasirox, Rys 8) jest komercyjnym lekiem chelatujgcym zelazo,

zarejestrowanym przez FDA oraz EMA, i wprowadzonym na rynek przez firme Novartis
w 2005 rokul07. Zwigzek ten posiada zdolno$¢ do koordynowania zelaza(lll), tworzgc
kompleksy w stosunku 2:1 (L : Fe3H108 Podobnie do Deferypronu jest podawany
doustnie, a jego okres poitrwania miesci sie w granicach 7-18 godzin, co czyni go

lekiem konkurencyjnym w stosunku do DFO107.



O-Trensox

Rvs 8

Struktura deferasiroxu

OH

Deferasirox



Podobnie jak w przypadku poprzednich chelatoréw, przeprowadzono
eksperymenty majace na celu ocene dziatania  przeciwnowotworowego
Deferasiroxul09-111. Opisano dziatanie przeciwnowotworowe chelatora oparte na
indukowaniu apoptozy oraz hamowanie procesu replikacji DNA na przyktadzie
chronicznych nowotworéw watrobyl® W przytoczonych badaniach obserwowano
rowniez efekt nasycenia liganda zelazem, ktory spowodowat obnizenie efektéw
cytotoksycznych dla badanego zwigzku. Jest jednak kwestig bezsporna, ze mechanizm
dziatania powyzszego chelatora nie opiera sie wylaczenie na zdolnosci do
kompleksowania zelaza komorkowego, lecz jest sumg interakcji zwigzku z réznymi
celami molekularnymi. Najnowsze badania wskazuja, ze Deferasirox wplywa na
aktywnos$¢ kompleksu biatkowego NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), kluczowego podczas transkypcji DNA112 Desferasirox
jest inhibitorem czynnika NF-kB dziatajagcym poprzez blokowanie jego transportu
z cytozolu do jagdra komérkowego, a tym samym brak mozliwosci udzialu w procesie
transkrypcji. Inne prace wskazujg, ze Exjade® ma wplyw na zaburzenia w dziataniu
kinazy mTOR (ang. mammalian target of rapamycin kinase) regulujgcej wzrost
i proliferacje komorek11l Aktywnos$¢ tego biatka w komodrkach neoplastycznych
odbiega od normy i prowadzi do powstawania zmian nowotworowych113 Fakt ten jest
niezwykle ciekawy i ma duze znaczenie dla pelnhego poznania i wyjasnienia efektéow

cytotoksycznych Desferasiroxu.

Desferairox zostat rowniez przebadany na modelu in vivo. Przeprowadzone
eksperymenty potwierdzily jego skuteczno$¢ w hamowaniu wzrostu mysich guzow przy
jednoczesnym braku skutkéw ubocznychl1ll Zebrane dane pozwolity na rozpoczecie
kolejnego etapu w badaniu wilasciwosci przeciwnowotworowych- testom na
pacjentach. Przeprowadzone w 2011 roku badania na pacjentach z biataczka odporng
na chemioterapeutyki, potwierdzity efektywno$¢ dziatania chelatora prowadzgcag do

catkowitego zaniku nowotworull4



2.8.6 Tachpirydyna

Tachpirydyna (ang. tachpyridine, Rys 9) nalezy do grupy heksadentnych
chelatoréow zelaza o0 potencjalnym zastosowaniu w walce z chorobami
nowotworowymills Zwigzek ten wykazuje zdolno$¢ do kompleksowania wielu
kationéw metali m.in. Fe(ll), Zn, Cu(ll) oraz Mn(l)115 W obecnosci tlenu kompleks
tachpirydyna-Fe(ll) ulega procesowi dehydrogenacji tworzac skomplikowang

mieszaning mono- i diiminowych komplekséw zelaza (Il).

Rys 9

Struktura tachpirydyny

RvslO

Schematyczne przedstawienie mozliwosci tworzenia komplekséw iminowych

tachpirydyny z zelazem(Il) *®

kompleks kompleks kompleks
tachpirydyna- Fe(ll) monoiminowy diiminowy



W poroéwnaniu do umiarkowanie aktywnego DFO (IC50= 70 M), tachpirydyna
wykazuje wiekszg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg (IC50=5 nM) powigzang z indukcjg
apoptozy oraz degradacjag jadra komoérkowegoll7. Rownoczesnie zwigzek ten
zachowuje stosunkowo duza selektywnos$é dziatania w poréwnaniu do fibroblastéw115
Badania nad mechanizmem dziatania chelatora wykazaly, ze jego kompleksy
zwapniem, magnezem oraz manganem(ll) wykazujg znaczng cytotoksycznosc,
poréwnywalng ztachpirydyng. Przeciwne dziatanie obserwowano dla kompleksow
liganda z zelazem(lll), miedzig(ll) i cynkiem. Jest to spowodowane tym, ze w pierwszym
przypadku stata trwatosci kompleksow jest niska i obserwowany efekt cytotoksyczny
jest de facto wynikiem aktywnosci samego ligandall8 Podobnie jak wczesniej
omoéwione chelatory tachpirydyna wykazuje zdolno$¢ indukowania apoptozy
w komodrkach nowotworowych zatrzymujac cykl komarkowy w fazie G2119 Co ciekawe
jej pochodna W-metylowa z ograniczong zdolnoscia chelatowania metali, nie wykazuje
podobnych efektow przeciwrakowych, co potwierdza mechanizm dziatania chelatora

poprzez wigzanie zasobow zelaza w proliferujgcych komdrkach neoplastycznych e

2.9 Tiosemikarbazony

Z punktu widzenia chemii organicznej semikarbazony zaliczyé mozna do
szerokiej grupy pochodnych iminowych powstatych w wyniku kondensacji pomiedzy
semikarbazydem a odpowiednim ketonem lub aldehydem. Tiosemikarbazony sg ich
siarkowymi analogami o interesujacych wiasciwos$ciach kompleksujgcych i szerokich

zastosowaniach w medycynie78120121



Przyktadowe wzory ogdlne pochodnych (tio)iminowych

H H H |
N .NH2 NH2
hznl\ Y hzn/\ " Y W [ |Y "
0]
semikarbazyd tiosemikarbazyd N-podstawiony tiosemikarbazyd
R4
H
1 N NH,
V. 'Y N rR37~n-"y N Y
0]
semikarbazon tiosemikarbazon A/-podstawiony tiosemikarbazon
Ri. R2. r 3 R4= h>alkil-ary’
29.1 Gtowne metody  syntezy tiosemikarbazonéw i ich prekursorow

tiosemikarbazydowych

Klasyczna metoda otrzymywania tiosemikarbazonéw polega na ogrzewaniu
odpowiedniego ketonu lub aldehydu z tiosemikarbazydem z zastosowaniem kwasnego
katalizatoral2 (Schemat 3). Ta stosunkowo prosta reakcja pozwala réwniez na
otrzymywanie bardziej ztozonych tiosemikarbazonéw np. pochodnych steroidow123
Najnowsze doniesienia literaturowe podajg rowniez szereg modyfikacji w szczegolnosci

z wykorzystaniem pola mikrofalowego oraz cieczy jonowych124,125



Reakcja otrzymywania tiosemikarbazonéw z prekursoréw tiosemikarbazydowych

R2
H | H
,N. ~“NH2 h* A . ~“NH,

R1( R2=H, alkil, aryl, heteroaryl

Prekursory tiosemikarbazydowe sg dogodnymi substratami do  syntezy
tiosemikarbazondw oraz pieciocztonowych zwigzkéw heterocyklicznych126 Giéwne
podejscia syntetyczne do otrzymywania tej klasy zwigzkoéw sprowadzajg sie do 4

najwazniejszych typow reakcji (Rys 12):

e reakcje pomiedzy izotiocyjanianami a pochodnymi hydrazyny (1). Ta grupa
reakcji prowadzi do otrzymywania tiosemikarbazydéw z umiarkowanymi
wydajnosciami; klopotliwe przechowywanie izotiocyjaniandw oraz ich
reaktywnos¢17s,

e reakcje pomiedzy pochodnymi tioketonéw (X= imidazol Iub benzotriazol)
podstawionymi aminami i hydrazynami (2). Zaletami powyzszej dwuetapowej
metody sg bardzo wysokie wydajnosci obu etapow oraz proste wyodrebnianie
produktéwi12g

e redukcje tiosemikarbazonéw z uzyciem borowodorku sodu (3). Ograniczeniem
tej metody jest mozliwo$¢ otrzymania tiosemikarbazydéw, ktére w pozycji R2
oraz R5posiadajg atom wodorulX

e reakcje pochodnych hydrazyny z kwasami tiokarbaminowymi (4). Ta grupa
reakcji charakteryzuje sie umiarkowanymi wydajnosciami oraz duzg ilosScig

produktéw ubocznych, co komplikuje oczyszczanie tiosemikarbazydu.



Wybrane metody otrzymywania tiosemikarbazydow

_ R«\ /R3
N N + hn/Ri + N— NH
R4
r3 R3
|
R—N=C=S + RS\H/NH
i
R4
NaBH,
0 r5 r
\ /!
A N— NH
n-R'
R4

|
r2

X=Cl, OR, SR, NH2(C-S)S, (ROOC)S

2.9.2 Tiosemikarbazony jako leki przeciwgruzlicze i przeciwwirusowe

Od poczatku lat 50 XX w. znane sg liczne przyklady bioaktywnosSci
tiosemikarbazon6éw130. Dzieki prostej syntezie oraz tatwym metodom oczyszczania
heteroaromatyczne tiosemikarbazony sg wartosciowymi bioefektorami z szerokimi
wachlarzem zastosowah farmaceutycznych. Niektére z nich nalezg do lekéw

przeciwwirusowych, przeciwbakteryjnych, czy przeciwgrzybicznych131-133



Tioacetazon (Rys 13) jest prolekiem stosowanym w praktyce klinicznej
we wspomaganiu leczenia gruzlicyl Zwigzek ten jest podawany w kombinacji
z izoniazydem w celu zwiekszenia jego aktywnosci przeciwko opornym szczepom
Mycobacterium tuberculosis. Szczeg6towy mechanizm dziatania tego leku nie jest
znany, aczkolwiek wielu autorow sugeruje zaburzenie przez niego szlaku
metabolicznego kwaséw mykolowych, wchodzgcych w skiad S$ciany komoérkowej
bakterii z rodziny Mycobacteriuml13% Ze wzgledu na uporczywe skutki uboczne
w przypadku pacjentéw dotknietych wirusem HIV136 opracowano szereg analogow

strukturalnych tioacetazonu o lepszych dziataniu biologicznym137.

Methizason (marboran, isatyno-p-tiosemikarbazon) (IBN) (Rys 13) nalezy do
grupy zwigzkow o wilasciwosciach przeciwwirusowych, hamujgcych synteze
wirusowego mMRNA i majgcych liczne zastosowania w praktyce klinicznej133139. Badania
przeprowadzone w grupie Quenelleld0 potwierdzajg na modelu mysim iz powyzsze
tiosemikarbazony wykazujg dzialanie przeciwwirusowe i wskazujg na potencjalne

zastosowanie w terapii przeciwnowotworowejl4l
Rvs 13

Wzory aktywnych biologicznie tiosemikarbazonéw

HN

S

Tioacetazon Metisazon



2.9.3 Zastosowanie tiosemikarbazondw w terapii przeciwnowotworowej

Tiosemikarbazony nalezg do grupy najwczesniej opisanych w literaturze
chelatoréw zelaza o dziataniu przeciwnowotworowym142 Ugandy z tej grupy wykazuja
szczegOlne powinowactwo do Fe(ll), Fe(lll), Cu(ll), Ga(lll), Co(ll), oraz Zn(ll), przy czym
aktywnos$¢ biologiczna kompleksow jest niejednokrotnie wieksza od wyjsciowego
ligandaldd Tiosemikarbazony koordynuja metale jako ligandy N,N,S-donorowe

zarowno w formie obojetnej jak i anionowej144

Tiosemikarbazonowe chelatory zelaza wykazujg dziatanie przeciwnowotworowe

poprzez nastepujace mechanizmy:

< hamowanie reduktazy rybonukleotydowej (RR), poprzez wiazanie sie chelatora
w podjednostce R2 enzymu. Proces ten prowadzi do destabilizacji rodnika
tyrozylowego, a tym samym hamowania reakcji enzymatycznejl45146
i hamowania procesu syntezy DNA. Najnowsze doniesienia literaturowe
wskazujg ponadto, ze konkurujgcym mechanizmem dziatania jest proces
kompleksowania zelaza komo6rkowego niezbednego do regulacji dziatania tegoz
enzymu ™’

« generowanie reaktywnych from tlenu (ROS) w reakcji Fentona zainicjowanej
obecnoscig toksycznych dla komorki kompleksow chelatorow z zelazem (1) oraz
miedzig (1)148

e zatrzymanie cyklu komérkowego na poziomie interfazy GI/S i prowadzace do
indukowania apoptozy149

e zaburzenie metabolizmu zelaza komoérkowego poprzez proces jego
chelatowania w efekcie do dezaktywacji RR2'2,

e prawdopodobne hamowanie topoizomerazy Il a oraz uszkodzenia DNA1X0



Struktury wybranych tiosemikarbazonéw o dziataniu przeciwnowotworowym

Triapina Dp44mT

N\ NH

Bp44mT DpC

Triapina® (Vion Pharmaceuticals) nalezy do grupy inhibitoréw reduktazy
rybonukleotydowej o silnym dziataniu przeciwnowotworowym, bedac obecnie w llI
fazie badan klinicznych3815L Chelator ten nie tylko doskonale kompleksuje zelazo, lecz
takze posiada zdolno$¢ do generowania reaktywnych form tlenu poprzez kompleks
Fe(ll)-Triapinals2 Przewiduje zastosowanie Triapiny w walce z takimi nowotworami jak

rak ptuc, jajnikdw oraz w przypadku niektérych biataczek153

Najnowsze doniesienia literaturowe wskazujg niezwykle wysokg aktywnosc
heteroaromatycznego tiosemikarbazonu- Dp44mT. Zwigzek ten zostat przebadany na

28 liniach nowotworowych, wykazujac w wiekszosci przypadkéw aktywnosci na



poziomie nanomolowym149 Poréwnanie aktywnosci antyneoplastycznych oraz indeksu
terapeutycznego dla Triapiny, doxorubicny oraz Dp44mT wskazuje, ze ten ostatni
zwigzek jest najbardziej aktywnag substancjg na poziomie in vitro. Dalsze testy
komorkowe wykazaly, ze Dp44mT przejawia wysokie aktywnosé w przypadku chemo-
i radioopornych linii nowotworowych149 Kontynuujgc badania biologiczne pochodnej
ketonu dipirydylowego, przeprowadzono eksperymenty na modelu mysim,
potwierdzajace wysoka aktywnos$¢ chelatora, z rownoczesnym catkowitym zanikiem
guzalsd Niestety badania in vivo wykazaty kardiotoksycznos¢ Dp44mT w wyzszych
zakresach stezen, stad w grupie Richardsona prowadzono intensywne badania nad
syntezg nowych analogéw Dp44mT, zaowocowane odkryciem zwigzku DpC, ktory nie

wykazuje powyzszych negatywnych efektow1sh



3. Badania wtasnel
3.1 Tiosemikarbazony oparte o szkielet chinolinowy

Interesujgcg koncepcjag we wspoiczesnym projektowaniu lekdéw jest teoria
dotyczaca tzw. fragmentdw uprzywilejowanych (PS, ang. privileged structures) i ich
uzycia w procesie poszukiwania nowych prekursoréw lekéw156157. Jako fragmenty
uprzywilejowane postrzega sie tutaj takie ,struktury"”, ktére wykazujg zwiekszone
powinowactwo do celéw biologicznych w poréwnaniu do innych struktur. Zgodnie z tg
teorig, uzycie odpowiedniego trzonu molekularnego (ang. Scaffold, framework)
powinno zwigksza¢ szanse na identyfikacje fragmentéw o wysokim powinowactwie do
okreslonej rodziny receptoréwi158150 Przyktadem takiego wysokiego powinowactwa do
réznego typu obiektéw na poziomie molekularnym jest struktura chinolinyl8) ktérej
motyw mozna odnalezé w szerokiej liczbie lekdéw przeciwnowotworowychlfl,

przeciwwirusowychl oraz przeciwgrzybicznychl163

W zwigzku z interesujgcg aktywnoscig przeciwnowotworowg potsyntetycznych
zwigzkow naturalnych zawierajagcych motyw chinoliny (m.in. uzywanych w praktyce
klinicznej Hycamtin® oraz Camptosar®)161164 postanawiano zaprojektowaé nowe
pochodne tiosemikarbazonbw zawierajgce w swojej strukturze ugrupowanie
chinolinowe. Podczas projektowania nowych pochodnych heteroaromatycznych

tiosemikarbazondéw podzielono je na trzy podgrupy.

1Badania biologiczne zsyntezowanych chelatoréw zelaza zostaly przeprowadzone we wspoétpracy z:

. Mgr Anng Mrozek-Wilczkiewicz (Zaktad Fizyki Ciata Statego, Instytut Fizyki US, grupa prof. Alicji
Ratusznej)- badania na linii HTC116 oraz fibroblastach, testy klonogennosci

. Dr Angelikg Muchowicz (Zaktad Immunologii, Warszawski Uniwersytet Medyczny, grupa prof.
Jakuba Gotgba)

e  Prof. Des Richardsonem (University of Sydney, Australia)- badania na linii komoérkowej SK-N-
MC, badania nad poborem oraz wychwytem zelaza komérkowego

. Dr Marcelg Vejsova, (Zaktad Mikrobiologii Klinicznej, Wydziat Farmacji, Uniwersytet Karola,
Hradec Kralove, Czechy)- badania aktywnosci przeciwgrzybiczej

Badania krystalograficzne zsyntezowanych zwigzkéw oraz ich kompleksy z prekursorami rutenowymi
zostaty wykonane we wspOtpracy z dr hab. Janem Grzegorzem Mateckim (Zaktad Krystalografii, Instytut
Chemii US).



Wybrane pochodne chinoliny o dziataniu przeciwnowotworowym

topotecan(Hycamtin)

irinotecan(Camptosar)

Pierwsza podgrupa zawierata pochodne 8-hydroksy-2-chinolinokarbaldehydu,
druga opierala sie na motywie 2-chinolinokarbaldehydu, za$ do ostatniej zaliczy¢
mozna tiosemikarbazony oparte na strukturze 7-hydroksy-8-chinolinokarbaldehydu.
Odpowiednie wzory przedstawiono w Tabeli 2. W dwdch pierwszych podgrupach
zwigzkéw mozna wyodrebni¢ charakterystyczny fragment (N=C-C=N) znajdujacy sie w
znanych chelatorach z serii DpT oraz BpT. W trzeciej podgrupie fragment ten zostat
zmodyfikowany do formy (N=C-C-C-OH), tzn. do formy analogicznej z chelatorami typu
311 oraz serii NT78 Doktadne dane dotyczace syntezy oraz wiasciwosci chemicznych tej

rodziny tiosemikarbazonowych chelatoréw zelaza opisane zostaty w rozdziale 5.4.



Wzory zsyntezowanych tiosemikarbazonéw opartych na fragmencie chinolinowym

oraz ich lipofilowos$¢ (clogP) obliczonych w programie Chemoffice 12.
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Aktywno$¢ przeciwnowotworowa nowych chelatorow Zelaza zostata
przetestowana na komoérkach nowotworowych linii; HCT116 p53 +/+ (nowotwor
okreznicy z aktywacjg biatka p53), HTC116 p53 -/- (nowotwor okreznicy bez aktywacji
biatka p53), SK-N-MC (ludzki nerwiak ptodowy) oraz NHDF (ludzkie fibroblasty),
uzywajgc standardowych procedur do wyznaczania parametru IC5071'166 Linia
komérkowa SK-N-MC zostata wybrana do testowania wiasciwosci
przeciwnowotworowych tiosemikarbazonow, ze wzgledu na jej dobrze opisany
metabolizm zelaza oraz podatnos¢ na dziatanie metali (Dp44mT, DFO)165166 Celem tej
czesci prac bylo okreslenie aktywnosci nowych chelatoréw zelaza wzgledem
wybranych komorek nowotworowych. Wybrane linie komérkowe odpowiadajg
nowotworom o0 szczegdélnym znaczeniu w epidemiologii naszego spoteczenstwa
bowiem rak okreznicy jest drugi na liscie nieuleczalnych nowotworéw ztosliwych
w Polsce3 Rozszerzeniem tych badan byla ocena dziatania nowych zwigzkéw na
komorki z ekspresja (lub bez) biatka p53. Biatko to nalezy do grupy tzw. supresoréw
nowotworowychl67 (ang. tumor suppresor) modulujgcych procesy proliferacyjne
w komoérce, za$ mutacje w genie je kodujacym (TP53) sg wykrywane w duzej liczbie
nowotworéwl168  Odpowiednie  wartosci

aktywnosci przeciwnowotworowej

przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa chinolinowych chelatoréw zelaza w poréwnaniu do

Dp44mT, 311 oraz DFO*,

Nr ICR0 [jimol/I] IC20[umol/I1] ICsolnmol/I] ICsoflimol/I]
[HCT116 p53 +/+) [HCT116 p53 -/-) (SK-N-MC) (NHDF)

la >15,00 0,27 £0,01 9,69 +150 15,84 +2,65

Ib 1,71 £0,34 2,17 £0,47 >12,50 >25,00

Ic 2,62 +£0,59 3,15 +0,68 >12,50 >25,00

Id 24,97 £4,29 20,87 £3,22 >12,50



2a 4,86 +1,48 0,37 £0,02 0,81 +£0,30 11,66 £2,63
2b >25,00 >25,00 >12,50
2c 23,25 £4.02 19,56 £3,92 >12,50
2d 22,34 £5.18 21,39 +5,69 >12,50
3a 20,75 +5.34 >25,00 0,11 +0,04 >25,00
3b >25,00 8,06 +1,03 0,62 +0,09 >25,00
3c >25,00 >25,00 0,19 +0,07 >25,00
3d 16,28 +1,69 18,62 £2,79 163 +£0,34 1494 +161
DFO : . 12,50 +£1,00
311 . : 13 +0,19

Dp44mT 0,002 +£0.001 0,005 £0.002 0,014 +£0,016 15,38 £5.06

*badania wykonane przez mgr Anne Mrozek-Wilczkiewicz (Katowice) oraz prof. Desa Richardsona

(Sydney, Australia).

Zastosowane jako wzorce w eksperymencie chelatory DFO (IC50= 12,50 + 1,00
HM) oraz 311 (IC5= 1,30 = 0,19 ~M) wykazujg umiarkowane wiasciwosci
przeciwnowotworowe na linii komorkowej nerwiaka ptodowego. W przeciwienstwie
do wyzej wymienionych zwigzkéw, Dp44mT okazuje sie byé niezwykle aktywny na
wszystkich  trzech liniach komdrkowych wykazujgc cytotoksycznos¢ w  skali
nanomolowej. Najbardziej aktywne chelatory z serii la oraz 3a-3d wykazujg
umiarkowane aktywnosci przeciwnowotworowe na linii komérkowej SK-N-MC
(IC50= 0,11 - 1,63 iiM). Co ciekawe, grupa zwigzkOéw 3a-3d okazala sie praktycznie
nieaktywna na linii HCT116, zas$ seria la-2d tylko w dwdch przypadkach potwierdzita
umiarkowane wiasciwosci antyproliferacyjne (la, 2a). Badania zaleznosci miedzy
strukturg a aktywnoscig (ang. SAR, structure activity relationship) wskazujg, ze
podstawienie terminalnego atomu azotu N4, wplywa na zwiekszenie aktywnosci

przeciwnowotworowej w tej grupie zwigzkéw (la, 2a oraz 3a). Efekt taki obserwuje sie



takze w szeregu innych pochodnych tiosemikarbazonéw (DpT oraz BpT)166166 Grupa
pochodnych serii 3 posiada charakterystyczny fragment (N=C-C-C-OH), z donorowa
grupa hydroksylowg w pozycji a do ugrupowania tiosemikarbazonowego; motyw ten
pojawia sie réwniez w strukturze chelatora 311 analogéw chelatora NT, u ktérych
obserwuje sie zwiekszong aktywnos¢ biologiczng. Wzrost ten ttumaczy¢ mozna poprzez

zwiekszenie mozliwosci kompleksowania metali przez powyzsze struktury.

Poroéwnujac aktywnos$¢ chinolinotiosemikarbazonéw w obrebie linii HTC116
p53+/+ oraz p53 obserwuje sie bardzo podobne wyniki oznaczania
cytotoksycznosci, z nieznacznie wyzszg wartoscia IC3 dla linii z ekspresjg biatka p53.
Tak wiec wydaje sie, ze brak ekspresji biatka p53 nie jest powigzany ze zwiekszong
opornoscia linii HTC116 na chinolinotiosemikarbazony, co jest réwniez obserwowane
dla innych heteroaromatycznych tiosemikarbazondw149 Wyniki te sa interesujace,
gdyz wiekszo$¢ nowotwordéw posiada mutacje genie kodujgcym biatko p53, co wptywa

na wzrost opornos$¢ tych nowotwordéw na chemioterapeutyki.

W przypadku aktywnych chelatoréw zelaza (la-lc, 2a, 3a-3d) oszacowano
cytotoksycznos¢ wzgledem nieproliferujacych ludzkich fibroblastéw (linia NHDF).
Uzyskane wyniki potwierdzajg wysoka selektywnos¢é dziatania zsyntezowanych
zwigzkéw. W przypadku pochodnych 2a oraz 3a wyznaczony indeks terapeutyczny
wynosi odpowiednio 14 oraz 131. Obserwowana wysoka selektywnos¢ w dziataniu
przeciwnowotworowym charakterystyczna dla  powyzszych zwigzkow jest wiec

niezwykle interesujgca z punktu widzenia przysztych badan na modelach in vivo.

Obliczane wartosci lipofilowosci clogP dla zsyntezowanych zwigzkéw nie
korelujg z aktywnosciami przeciwnowotworowymi chinolinotiosemikarbazonéw
(r= 0,16). Analiza danych pozwala zauwazy¢ jednak pewne tendencje. Przyktadowo
poréwnujgc wartosci lipofilowosci dla zwigzkow 3a oraz 3d mozna zauwazy¢ znaczacy
spadek w aktywnos$ci przeciwnowotworowej na linii SK-N-MC. Brak ogdlnego
powigzania lipofilowsci otrzymanych zwigzkéw z ich aktywnoscig biologiczng, wskazuje
na to ze to inne czynniki limitujg ich dziatanie (np. zdolno$¢ do kompleksowania
metali), a sama lipofilowos$¢ jest tutaj jedynie dodatkowag skladowa po czesci

wptywajgcg na ich aktywnosg.



Dane przedstawione w Tabeli B dowodzg, iz zaprojektowane
heteroaromatyczne tiosemikarbazony wykazujg wysokie aktywnosci
przeciwnowotworowe przy zachowaniu selektywnosci dzialania. Dalsza analiza
syntezowanych zwiazkéw w potaczeniu z ich aktywnosciami biologicznymi wskazuje, ze
miejscem przysztych modyfikacji strukturalnych powinien by¢é fragment wokot

terminalnego atomu azotu (N4).

3.2 Retrofragmentarczyne projektowanie nowych chelatoréw zelaza

Biorgc pod uwage wnioski ptyngce z badah nad aktywnoscig biologiczng
chinolinotiosemikarbazonow (zwigzki la-3d), podjeto prébe zaprojektowania nowych
heteroaromatycznych chelatorow zelaza, uzywajac zmodyfikowanej metody
fragmentéw molekularnych (ang. fragmental design)169-171 Identyfikacja takich
fragmentéw uprzywilejowanych jest zlozonym procesem, angazujgcym zaréwno
metody komputerowe jak i eksperymentalne. Pierwsza ze wspomnianych metod
opiera sie na ekstrakcji danych z baz komputerowych pofaczonych z identyfikacjg
farmakoforéow oraz korzystnych linkerowl172 Przyktadem drugiego typu metod jest
uzycie spektroskopii NMR do analizy oddziatywan ligand biatko. Uzyskane w wyniku
tego dane sg nastepnie uzywane do analizy statystycznej oddziatywan i opracowania

korzystnego modelu ligandal7l

W ciggu ostatnich 10 lat pojawita sie duza ilos¢ doniesien literaturowych
dotyczacych poszukiwania nowych tiosemikarbazonowych chelatorow Zzelaza
potencjalnych analogéw Triapiny oraz DFO. Badania wymienionych chelatoréw i ich
aktywnos$ci przeciwnowotworowej wykazujg ich interesujgce dziatania, ukazujace
jednak szereg skutkéw ubocznych takich jak hipoksja oraz kardiotoksycznos¢151,173
Przedstawione dane pochodzace z badan in vivo potwierdzajg koniecznos¢
poszukiwania nowych selektywnych heteroaromatycznych tiosemikarbazonow

z korzystniejszymi profilami toksycznosci.

Projektujagc nowag generacje heteroaromatycznych tiosemikarbazonow,
zaproponowatem metode projektowania retrofragmentarycznego. Metoda ta jest
analogiczna w swych zatozeniach do analizy retrosyntetycznej, bazuje jednak na ocenie

aktywnosci biologicznej wczesniej otrzymanych syntondw. Wybrang aktywng strukture



poddaje sie procedurze fragmentacji, a otrzymane male fragmenty tgczy sie ponownie
(Rys 16), otrzymujgc w rezultacie nowe potaczenia. Gtéwna hipoteza lezaca u podstaw
tej metody jest zatozenie, ze nowo utworzone konstrukty powinny zachowa¢ wysoka
aktywnos$¢ macierzystych tiosemikarbazonéw. Nowe polaczenia tworzy sie takze
w hadziei obnizenia niekorzystnych  wilasciwosci  biologicznych  (np.  niskigj
selektywnosci lub tez kardiotoksycznosci). Zaprojektowane pochodne przedstawiono

w Tabeli 4.

Rvs 16

Rysunek obrazujacy proces retrofragmentacji wybranych tiosemikarbazonéw
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Otrzymane zwigzki zostaly poddane badaniom cytotoksycznosci na czterech
nowotworowych liniach komorkowych : HCT116 p53 +/+ oraz p53-/- (rak okreznicy),
HelLa (rak szyjki macicy), Raji (chtoniak Burkitta) oraz na ludzkich fibroblastach (linia
NHDF). Wyniki podsumowujgce skrining biologiczny dla otrzymanych
heteroaromatycznych tiosemikarbazonéw przedstawiono w Tabeli 5. Analiza
parametru IC5 wskazuje, ze komorki linii Raji sg najbardziej podatne na dziatanie
tiosemikarbazonowych chelatorow zelaza, a najbardziej aktywny zwigzek (4b)
wykazuje aktywnos$¢ rzedu nanomolowego (IC50= 0,3 nM). Jest to najwyzsza jak dotad
odkryta aktywnos$¢ heteroaromatycznego tiosemikarbazonu. Komorki nowotworu
okreznicy wykazywaly ten sam sposéb odpowiedzi biologicznej na tiosemikarbazonowe
chelatory, bez wzgledu na mutacje w genie TP53, co jest zgodnie z danymi wczes$niej
opisanymi (punkt 3.1). W grupie syntezowanych tiosemikarbazondw mozna ponadto
wyréoznié zwiazki (5a, 5c, 5e, 6a-6f, 7a-9f) o niskiej korzystnej cytotoksycznosci

wzgledem ludzkich fibroblastéw (NHDF).

Przedstawione ponizej dane, dotyczace cytotoksycznosci zsyntezowanych
chelatoréw zelaza, przedstawitem za pomocag charakterystycznych dla danej linii
komdrkowej map aktywnosci pozwalajgcych wizualizowa¢ i dogodnie omoéwic
krajobraz aktywnosci chelatorow (Rys 17). Przedstawione mapy aktywnosci obrazuja
chelatory zelaza o silnym dziataniu przeciwnowotworowym (kolor czerwony, IC5<0.1
AM), umiarkowanej aktywnosci (kolor zéity 1 ~M <ICEx 10 ~iM) oraz te

sklasyfikowane jako nieaktywne (kolor szary, ICE0> 10 |aM)



Nr

4a

4b

4c

4d

4e

5b

5c

5d

5e

5f

6a

6b

6C

6d

6e

6f

7a

7b

ICs0 [umol/I1]

HCT116 p53+/+

0,0198 +0,0018

0,00081 +0,00013

0,0138 + 0,0054

0,0021 +£0,0079

0,0378 + 0,003

1,44 0,69

0,0422 +0,0031

1,49 £0,02

0,39 £0,15

0,0877 +0,0439

0,0262 +0.001

9,25 +142

4,18 £1,46

0,0038 = 0,0015

8,41+ 1,78

0,0504 +0,0282

3,11+£192

20,2 £0,26

7,45 £0,66

ICjo [umol/I]

HCT116 p53 -/-

0,0399 +0,0034

0,00076 +0,00007

0,0141 +0,0058

0,0092 +0,0014

0,0313 +0,0032

3,55 +1,23

0,0851 + 0,0368

156 £1,12

0,2660 + 0,1586

0,48 £0,15

0,0351+0.0026

8,83 +0,63

4,67 £2,04

0,0168 + 0,0056

8,46 +0,25

501 +255

4,35 +1.35

20,33 £0,86

8,88 £2,53

IC50[umol/I]

Raji

0,0766 £+ 0,0209

0,00032 + 0,00003

0,0316 £0,0038

0,0013 £ 0,0001

0,0395 £ 0,0187

0,0587 + 0,0246

0,0425 £ 0,0085

0,0610 £ 0,0079

0,0513 £0,02

0,2855 £ 0,1054

0,8081 +0,1043

0,2015 +0,0179

0,1851 +0,0244

0,0212 +0,0057

0,1154 +0,0369

0,0350 +0,0215

0,0127 +£0,0368

3,352 £1,114

2,225 +1,198

ICso [umol/I]

HelLa

0,4762 +0,3052

0,570 £ 0,155

2,210 £0,468

0,0286 +0,0185

0,7246 +£0,0675

0,4328 £0,1617

0,2 +£0,07

1,751 £0,332

5142 + 2,872

1,558 £ 0,437

0,9365 +0,4472

3,4110 + 1,4605

8,453 + 2,0925

0,176 + 0,069

6,589 £ 0,128

2,389 £ 0,0169

2,571 +0,4608

11,26 £1,62

4,379 £0,948

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa tiosemikarbazonowych chelatorow zelaza*

ICso [umol/I]

NHDF

0,0166 +0.0037

0,001726 +0,00071

0,0161 +0,0061

0,1609 + 0,04455

0,0138 + 0,003

9,619 + 1,795

0,0325 +0,0071

3,269 £ 0,875

0,0315 + 0,0082

9,441 + 3,839

0,0145 +0,0045

15,79 + 4,63

8,878 + 1,070

10,64 = 3,479

10,18 + 2,442

12,14 + 3,577

5,355 +1,994

12,14 £4,172

10,08 £ 1,229



7c

7d

Te

7f

8a

8b

8d

8e

8f

%9a

9b

9c

9d

9e

of

—|3ﬁ

O

20,09 £ 0,28

9,15+1,19

10,09 £0,70

18,99 £ 0,54

6,150 +1,284

3,92 £0,74

203124

9,4 +£0,79

573+£0,75

124 £045

>25

6,94 £23

15,39 + 1,66

9,66 £2,5

10,88 £ 0,65

>25

0,002 £0,001

>25

19,84 + 4,87

6,84 +5,48

9,44 + 1,35

18,89 £+ 3,645

8,723 + 1,643

224+ 147

5,84 + 1,65

9,41 + 1,04

8,49 + 3,05

1,02 £ 0,54

>25

8,86 + 1,46

16,44 £3,11

10,59 + 1,19

10,69 + 1,03

>25

0,005 +0,002

>25

3,525 + 1,869

1,546 +£0,404

4,546 +£2,517

0,4571 +0,2263

0,1093 + 0,0168

0,5016 +0,0457

0,2401 +0,0368

0,4915 + 0,0935

0,2664 + 0,0086

0,723 £0,293

10,24 + 6,64

1,957 +0,853

3,788 + 0,084

2,601 £0,328

9,825 + 2,045

0,6907 £0,5109

0,0065 + 0,0012

4,74 +£1.80

10,20 £1,17

2,734 £ 0,548

3,493 £ 0,036

13,28 £ 1,00

1,1170 +0,0305

6,048 + 2,7255

0,862 £ 0,093

1,776 + 0,767

3,773 £1,71

4,0920 + 2,066

2212+54

5,799 £0,475

18,20+ 1,25

16,36 £4,53

19,22 £ 2,46

10,08 + 3,64

0,0355 +0,0073

14,34 £ 0,96

>25

10,12 £ 2,713

9,556 + 1,437

9,182 + 3,68

2,728+ 1,771

9,611 +0,899

11,62 + 1,759

7,132 +0,824

15,81 +£5,08

0,50 £0,21

>25

13,52 + 4,758

>25

18,41 + 1,905

>25

>25

15,38 £ 5,06

>25



“padania wykonane przez mgr Anne Mrozek-Wilczkiewicz (Katowice, US), dr Angelike Muchowicz

(WUM, Warszawa) oraz prof. Desa Richardsona (Sydney, Australia)

Rys.17

Mapy aktywnosci tiosemikarbazonowych chelatoréw zelaza

4a 5a 6a 7a 8a 9a 4a 5a 6a 7a 8a 9a
4b 5b 6b 7b 8b 9b 4b 5b 6b 7b 8b 9b
4c 5¢ 6c 7c 8c 9c 4c 5¢c 6¢C 7c 8c 9c
4d 5d 6d 7d 8d 9od 4d 5d 6d 7d 8d 9d
4e 5e 6e 7e 8e 9e 4e 5e 6e 7e 8e 9e
af 5f 6f 7f 8f of 4f 5f of 7f 8f of
HCT116 p53 +/+ HCT116 p53 -/-
la 5a 6a 7a 8a 9a 4a 5a 6a 7a 8a 9a
b 5b 6b 7b 8b 9 4b 5b 6b 7b 8b 9b
lc 5¢c 6¢c 7c 8c 9c 4c 5¢ 6¢c 7c 8c 9c
1d 5d 6d 7d 8d 9d 4d 5d 6d 7d 8d ad
le 5e 6e 7e 8e 9e 4e 5e 6e 7e 8e 9e
1f 5f 6f 7f 8f of Af 5f 6f 7f 8f of
Raji HelLa

Zwigzki zawierajagce w swojej strukturze fragment uktadu dipirydylowego (4a-
4e), syntezowane jako analogi strukturalne Dp44mT oraz DpC, wykazujg najwyzszg
aktywnosé przeciwnowotworowg ze  wszystkich dotychczas otrzymanych
tiosemikarbazonow. Wsrdéd tej podgrupy najbardziej aktywng pochodng jest zwigzek

4b (0,3 nM-Raji) zas pochodna N-pirydylowa (4d) wykazuje najstabsze dziatanie



cytotoksyczne posrod pochodnych ketonu dipirydylowego. W podgrupie zwigzkow
chinolinowych najwyzszg aktywnos¢ antyneoplastyczng na wszystkich przebadanych
liniach komédrkowych wykazujg zwigzki 5b oraz 5f  Spos$réd uktadéw
8-hydroksychinolinowych bardzo ciekawy przypadek stanowi zwigzek zawierajgcy
w swojej strukturze fragment morfoliny (6C). Pochodna ta wykazuje bardzo wysoki
indeks terapeutyczny bedac szczegolnie aktywna na linii komoérkowej HCT116 (IC50= 3,8
nM). Uklady zawierajace w swej strukturze fragment chinazoliny oraz fragment
aldehydu salicylowego, wykazujg umiarkowane badz stabe aktywnos$ci przeciw-
nowotworowe, a w przypadku tych ostatnich pochodnych wzrost aktywnosci jest
zwigzany z obecnos$cig fragmentu (hetero)aromatycznego w /V-terminalnym koncu

piperazyny (9b, 9d).

Analizujgc selektywnos¢ dziatania zsyntezowanych chelatoréw zelaza, mozna
zaobserwowac interesujace zachowania zachodzgce w podgrupach 4-9. Przyktadowo,
zwigzki oparte na fragmencie dipirydylowym wykazujg aktywnosci
przeciwnowotworowe na poziomie nanomolowym, jednak ich toksyczno$¢ na ludzkich
fibroblastach jest czynnikiem niekorzystnym. W tym szeregu najkorzystniejszag
pochodna jest zwigzek 4d, wykazujacy indeks terapeutyczny 123 (Raji). Zwigzki szeregu
chinolinowego 5b oraz 5f wykazywatly natomiast wiekszg aktywnos$é cytotoksyczng na

ludzkich fibroblastach niz na komérkach nowotworowych.

Analizujgc dalej wyniki badan SAR dla tiosemikarbazonéw z grup 4-9, nie
zaobserwowano o0golnej zaleznosci pomiedzy deskryptorem lipofilowosci- clogP
a aktywnoscig przeciwnowotworowg otrzymanych zwigzkéw. Do ciekawych obserwacji
prowadzi podziat zsyntezowanych zwigzkOéw na mniejsze podgrupy W przypadku
zwigzkow 4a-4e obserwuje sie korzystny zakres lipofilowosci okoto 2,0 pozwalajacy na
osiggniecie wysokich wartosci IC50 W podgrupie pochodnych 8-hydroksychinolinowych
(6a-6f) mozna réwniez zaobserwowaé korzystng aktywno$¢ zwigzkow przy wartosciach
parametréow clogP okoto 2,0. Wspdiczynniki korelacji modelu (r2) na poziomie okoto
0,85 wskazujg na wzglednie dobre dopasowanie obu parametréw. Brak ogolnej
zaleznosci lipofilowos$é-aktywnos¢ biologiczna, dla wszystkich zsyntezowanych

chelatoréw, potwierdza ze optymalne powinowactwo zwigzku do struktur lipidowych



jest tylko jednym z kilku parametrow, ktore nie determinujg wysokiej aktywnosé

badanych uktadow.

Rys 18

Zalezno$¢ parametru clogP od aktywnosci przeciwnowotworowej zsyntezowanych

chelatoréw podgrupy 4i6

2,5
IC®0[umol/I] (HelLa)

15

0,5

0,5

IC50 10
[Jimol/1]

(HCT116 P53+/+)

y =-5,5332x2+34,927x - 46,838

y =1,1053x2- 4,4992x +4,6626
R2=0,8327

¢ 6a



3.3 Fenylotiosemikarbazony

Projektowanie zwigzkow o dziataniu polifarmakologocznym jest szczegdlnie
uzyteczne w przypadku terapii przeciwnowotworowych, gdyz patogenne grzyby oraz
bakterie stanowig coraz wiekszy problem dla pacjentow zmagajgcych sie z chorobami
nowotworowymil7d Badania przeprowadzone w grupie Li wskazujg, ze benzylowe
tiosemikarbazony modulujg aktywnos$¢ grzybiej tyrozynazyl7/s Ponadto pochodne
4-fenylo-3-tiosemikarbazonu wykazujg szeroka aktywno$¢ biologiczng i mogag byé
wykorzystane w walce z toksoplazmozgl/a Bazujgc na licznych doniesieniach
literaturowych dotyczgcych tiosemikarbazonéw i ich dziatania
przeciwgrzybicznego12177 oraz przeciwbakteryjnegol1@B zaprojektowano nowg serie
tiosemikarbazonowych chelatoréw zelaza opartych na strukturze halogenowanego
benzaldehydu. Fragment ten zostal zaprojektowany na podstawie podobienstwa
strukturalnego do wczesniej otrzymanych chelatoréw la-3d. W przypadku zwigzkow
la-3d oraz nowo otrzymanych fenylotiosemikarbazonéw (10-12) przebadano ich
wiasciwosci przeciwgrzybicze oraz zdolnos¢ do hamowania procesu fotosyntetycznego
transportu elektrondw (ang. PET, photosynthetic electron transport) w chloroplastach
szpinaku. Badania tego ostatniego procesu mogga pomoc w ocenie mozliwosci
aplikacyjnych wybranych tiosemikarbazonéw w chemii rolniczej, zwlaszcza jako

potencjalnych herbicyddw.

Rvs 19

Wzory ogblne nowych tiosemikarbazondw opartych o szkielet halogenobenzaldehydu



Struktury zsyntezowanych fenylotiosemikarbazonow

Numer

10a

10b

10c

10d

I0e

Ila

b

lic

lid

e

12a

12b

12c

12d

12e

R1

(2,3-CI)-FENYL

(2,3-CI)-FENYL

(2,3-CI)-FENYL

(2,3-CI)-FENYL

(2,3-CI)-FENYL

(3,4-CI)-FENYL

(3,4-CI)-FENYL

(3,4-CI)-FENYL

(3,4-Cl)-FENYL

(3,4-Cl)-FENYL

(4-Br)-FENYL

(4-Br)-FENYL

(4-Br)-FENYL

(4-Br)-FENYL

(4-Br)-FENYL

-ch3

-ch3

-ch3

R3

-ch3

-chZh3

-FENYL

-ch3

-ch3

-chZh3

-FENYL

-ch3

-ch3

-chZh3

-FENYL

-ch3

clogP

3,473

3,177

3,706

5,266

3,533

3,473

3,177

3,706

5,266

3,533

2,952

2,734

3,263

4,823

3,090



Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa tiosemikarbazonéw 10a-12e*
Nr IC50 [iimol/1]

HCT116 p53+/+

10a 415+ 17
10b >60
10c 58,5 +0,2
10d >60
I0e brak danych
Ila 46,0 £0,9
b 55,5 +6,2
lic 48,5 +28
lid >60
e 470+ 13
12a >60
12b >60
12¢c >60
12d >60
12e 475124

doswiadczenia wykonane przez mgr Anne Mrozek-Wilczkiewicz



Witasciwosci

tiosemikarbazonow™>.

Nr

2a

2b

3b

3d

IC=0
[umol/I]

PET

brak

302

brak

1368

brak

5204

brak

brak

brak

CAa

>500

>125

>125

>125

1.95

1.95

>500

125

>250

>500

>500

>500

>500

31,25

62,50

przeciwgrzybicze

CT3

>500

>125

>125

>125

1,95

7,81

>500

>250

>250

>500

>500

>500

>500

125

125

oraz parametr

inhibicji

PET

MIC (alCso/ biCso)[|imol/L]

CKa

>500

>125

>125

>125

3.90

3.90

>500

>250

>250

>500

>500

>500

>500

31,25

125

24 godziny
48 godzin
CGa TBa
>500 >500
>125 >125
>125 >125
>125 >125
1.95 1.95
1.95 1.95
>500 >500
125 125
125 >250

>500 >500
>500 >500
62,50 >500
500 >500
15,62 15,62
31,25 125

AFb

>500

>125

>125

>125

3.90

3.90

>500

>250

>250

>500

>500

>500

>500

125

125

dla wybranych

ACb

>500

>125

>125

>125

3.90

3.90

>500

>250

>250

>500

>500

>500

>500

15,62

62,50

TMb

>500

>125

>125

>125

3.90

3.90

>500

125

125

>500

>500

62.50

62.50

15.62

15.62



10a

10b

10c

10d

I0e

11la

lib

11c

lid

lie

12a

12b

12¢

12d

12e

DCMU

FLU

brak

1701

brak

499.3

brak

283,3

135,6

280,2

425,9

329,3

586,4

brak

brak

brak

594.6

19

>125

>500

>500

>125

>125

>500

>125

>500

>125

15.62

31.25

500

500

>500

62,50

>500

>500

62,50

250

0.06

>125

>500

>500

>125

>125

>500

>125

>500

>125

15.62

31.25

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

0.12

>125

>500

>500

>125

>125

>500

>125

>500

>125

15.62

31.25

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

391

>125

>500

>500

>125

>125

>500

>125

>500

>125

15.62

31.25

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

0.98

>125

>500

>500

>125

>125

>500

>125

>500

>125

125

500

500

500

>500

15,62

>500

>500

15,62

62,50

0.24

>125

>500

>500

>125

>125

>500

>125

>500

>125

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>125

>125

>500

>500

>125

>125

>500

>125

>500

>125

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>500

>125

>125

>500

>500

>125

>125

>500

>125

>500

>125

31.25

62.50

>500

>500

>500

62,50

>500

>500

62.50

62.50

1.95



0.12 0125 1562 391 0.48 >125 >125 391

£

badania wykonane w grupie prof. Josefa Jampilka (Brno, Republika Czeska)
Legenda:

CA= Candida albicans, CT= Candida tropicalis, CK= Candida krusei, CG= Candida
glabrata, TB=  Trichosporon beigelii, AF= Aspergillus fumigatus, AC= Absidia
corymbifera, oraz TM = Trichophyton mentagrophytes; DCMU= 3-(3,4-dichlorofenylo)-
1,1-dimetylomocznik; FLU= 2-(2,4-difluorofenylo)-1,3-b/s(IH-I,2,4-triazol-I-ilo)propan-

2-ol.

Badania aktywnosci biologicznej heteroaromatycznych tiosemikarbazondéw serii
1 2, 3 10, 11 i 12 przeprowadzono wzgledem chloroplastéw szpinaku (Spinacia
oleracea), uzywajac jako wzorca DCMU (Diuron®, 3-(3,4-dichlorofenylo)-I,I-
dimetylomocznik). Zwigzek ten jest obecnie dostepny komercyjnie jako herbicyd,
dezaktywujgcy fotosystem Il. Wszystkie zsyntezowane zwigzki okazaly sie
umiarkowanymi lub tez stabymi inhibitorami PET, przy czym najaktywniejszy zwigzek
(Ilb) wykazuje aktywnos$¢ rzedu 135,6 iimol/L (IC5). Przy analizie zaleznosci struktura
aktywno$¢ mozna zauwazy¢, ze duza liczba zwigzkéw nie wykazuje aktywnosci co
dodatkowo utrudnia opis. Generalnie tiossmikarbazony oparte o szkielet
4-bromofenylu wykazujg najstabsze wtasciwosci hamowania fotosystemu Il. Widoczne
jest rowniez uprzywilejowanie zwigzkow zawierajgcych podstawienie 3,4-dichloro
w stosunku do serii 2,3-dichloro, przy czym analiza aktywnosci wskazuje obnizenie
aktywnos$¢ zwigzkoéw zawierajgcych tréjpodstawiony terminalny atom azotu. Na
zwiekszong aktywnos¢ zwigzkow Ila-lle moze mie¢ ponadto wplyw ich
podobienstwo strukturalne do wzorca DCMU zawierajacego réwniez uktad
2,3dichlorofenylu. Jesli rozpatrujemy aktywno$é hamowania PET dla zwigzkéw z serii
pochodnych chinoliny, (1-3) to wiekszo$¢ zwigzkéw wykazuje catkowity brak
aktywnosci, za$ zwiazek |b wykazuje najkorzystniejszy parametr ICH wynoszgcy

302 umol/I.

W Zakfadzie Chemii Organicznej US prowadzone sg od 2004 roku badania

dotyczace projektowania nowych pochodnych chinoliny 0 dziataniu



przeciwgrzybiczym 163179180 Do tej pory udalo sie otrzymac szereg aktywnych
pochodnych monoazanaftalendw o aktywnosciach poréwnywalnych badz lepszych niz
standard kliniczny flukonazolul/@180 Biorgc pod uwage powyzsze doswiadczenia
w pracy ze zwigzkami przeciwgrzybicznymi, postanowiono zaprojektowa¢ nowe
heteroaromatyczne chelatory zelaza, o potencjalnie interesujgcym profilu aktywnosci
biologicznej. Przeglad literatury pod katem czynnikdw molekularnych warunkujacych
procesy patogenne potwierdza fakt, ze grzyby potrzebujg odpowiedniej ilosci zelaza do
prawidtowego funkcjonowania oraz do nabywania opornosci na lekilgl
Mikroorganizmy wyksztatcity na drodze ewolucji odpowiedni sposdb na pozyskiwanie
zelaza z organizmu gospodarza- uzywajg w tym celu sideroforowl® Mozna
zaobserwowac, iz w warunkach obnizonego stezenia zelaza, grzyby wykazujg znacznie
mniejszg wirulencje i zdolnos¢ do atakowania komoérek nabtonkowych. Co wiecej,
opisano rdwniez zastosowanie Deferasiroxu jako leku pomocniczego w terapii
z uzyciem amfoterycyny B w trakcie testow klinicznych183 Przestanki te sprawiaja, ze
niezwykle ciekawym problemem badawczym staje sie ocena aktywnosci
przeciwgrzybiczej zsyntezowanych chelatoréw zelaza a zwlaszcza ocena ich dziatania

wzgledem patogennych grzybéw z rodziny Candida.

Aktywnosci przeciwgrzybicze zwigzkéw zostaly okreslone poprzez wyznaczenie
parametrow  MIC (ang. minimum inhibitory concentration) dla kazdego
tiosemikarbazonu. Jako wzorca do badan uzywano flukonazolu. Substancja ta jest
oparta o pierscien triazolu i dziata na zasadzie inhibicji cytochromu P450. Gatunki
grzybow wybrane do badan reprezentuja gatunki wazne z punktu widzenia czestosci
zakazen przez nie wywotywanych i problemoéw z jakimi wigze sie terapia zwlaszcza
u pacjentéw z obnizong odpornoscig. Wiekszos¢ z przetestowanych zwigzkéw okazata
sie stabo lub nieaktywna na powyzsze rodziny grzybow, przy czym zwigzki 3d, Ile oraz
12e wykazaty umiarkowane aktywnosci wzgledem Candida albicans, Trichosporon
beigelii, oraz Trichophyton mentagrophytes. Zwigzek 2a przedstawia najwiekszg
aktywnos$¢ sporsréd wszystkich przebadanych chelatoréw zelaza. Jest on bardziej
aktywny od flukonazolu w przypadku dziatania na Aspergillus fumigatus i Absidia
corymbifera. Ponadto zsyntezowany chinolinotiosemikarbazon wykazuje ciekawe

wihasciwosci przeciwgrzybiczne w diugoterminowym eksperymencie (utrzymujgca sie



aktywnos¢ po 48 godzinach). Niska efektywno$¢ wiekszosci zwigzkéw i stabe
zréznicowanie odpowiedzi biologicznej utrudnia przeprowadzenie analizy zaleznoSci
miedzy strukturg i aktywnoscig. Ogolna analiza danych, wskazuje na zwiekszong
aktywnos$¢ przeciwgrzybiczg chinolinotiosemikarbazonéw, w poréwnaniu do fenylo-
tiosemikarbazonéw. Ponadto badania zespotu Opletalovejl84 potwierdzajg uzyskane
wyniki zwiekszonej aktywnosci tiosemikarbazonéw posiadajgcych trojpodstawiony

atom azotu N4.

3.4 Terapia kombinowana chelatory zelaza-PDT

Duza efektywnos$¢ przeciwnowotworowa oraz selektywnos¢ w dziataniu
otrzymanych zwigzkdw pozwala mie¢ nadzieje na zastosowanie w terapii. Ze wzgledu
na proces chelatowanie zelaza, tiosemikarbazony mogg modyfikowa¢ metabolizm tego
metalu w komoérkachl8& Zainspirowato to badania nad terapig taczong
tiosemikarbazony - terapia fotodynamiczna. Badania eksperymentalne zostaly
przeprowadzone przez mgr Anne Mrozek-Wilczkiewicz i sg czescig jej rozprawy

doktorskiej186

Terapia fotodynamiczna (PDT ang. photodynamic therapy) jest rodzajem terapii
przeciwnowotworowej, w ktéorym kluczowa role odgrywajg trzy skiadowe:
fotosensybilizator, Swiatto oraz obecnos¢ tlenul187. W procesie terapii fotodynamicznej
nastepuje generowane reaktywnych formy tlenu, ktoére indukuja smieré komérek. Duze
zréznicowanie fotosensybilizator6w oraz mozliwo$¢ sterowania dlugoscig fali
pozwalaja na optymalizacje parametréow leczenia chordb dermatologicznych, grzybic
jak i nowotworéw18318 Ciekawym przypadkiem terapii fotodynamicznej jest
zastosowanie kwasu 5-aminolewulinowego (5-ALA), ktory w kaskadzie reakcji
enzymatycznych jest przeksztalcany w komérkach do odpowiedniej protoprfiryny IX
(PplIX), petnigcej role fotosensybilizatoral® W komodrkach nowotworowych nastepuje
wzmozony proces gromadzenia sie PpIX. Jest to spowodowane niewtasciwg
aktywnosciag enzymow regulujacych wytwarzanie protoporfiryny IX (deaminaza
porfobilinogenu) oraz hemu (ferrochelatazy). Fakt ten ma istotny wpilyw na

selektywnos¢ terapii i moze by¢ wykorzystany w prébach terapii tgczonej ALA-



chelatory. Podstawg takiej tgczonej terapii jest blokowanie ostatniego etapu tworzenia

hemu przez kompleksowanie zelaza.
Rvs 20

Struktura kwasu 5-ALA oraz PplX

Kwas 5-aminolewulinowy

Protoporfiryna IX

Do eksperymentow z kwasem 5-ALA wybrano dwa chelatory o najwiekszej
aktywnosci przeciwnowotworowej i korzystnej selektywnosci (4b i 6¢) oraz dwa
nietoksyczne chelatory (3a i 9a). Wybdér do eksperymentu silnie aktywnych
tiosemikarbazondw wigzat sie z préba oceny efektéw synergistycznych (synergia,
addytywnos¢ lub tez antagonizm) dla terapii kombinowanej PDT-chelatory. Efekt ich
dziatania sa pordwnywalne z chelatorami nietoksycznymi. Jako miare odziatywan
w terapii kombinowanej wybrano indeks Cl (ang. Combination Index), ktéry okresla
iloSciowo zachodzgce efekty: synergie (Cl <1), addytywnos¢ (Cl= 1) oraz antagonizm

(CI> 1).

Pierwszym etapem eksperymentdw byto okreslenie aktywnosci zwigzkéw na
linii komorkowej HTC116 (rak okreznicy) w warunkach ograniczonego dostepu Swiatta
(tzw. dark toxicity). Kolejnym etapem w badaniach byto opracowanie metodyki

pomiaru kinetyki wzrostu protoprfiryny IX w komoérkach nowotworowych. Jako



hipoteze badawcza wysunieto przupuszczenie, ze nietoksyczne chelatory moga
zaburza¢ tworzenie sie PplX, ze wzgledu na chelatacje zelaza komoérkowego badz tez
inhibicje enzymu ferrochelatazy. Przeprowadzone eksperymenty potwierdzajg wysoki
efekt synergistyczny w przypadku chelatorow 4b (indeks Cl= 0,47) oraz 6¢ (indeks Cl=
0,08) przy wartosciach Cl dla chelatora 9a zblizonych do 1 (0,95). W przypadku
tiosemikarbazonu 9a obserwuje sie dziatanie antagonistyczne w terapii kombinowane;.
Jako kontrolnego chelatora uzyto DFO, ktéry wykazuje addytywnos¢ w dziataniu

w terapii kombinowanej.

Badanie wplywu chelatorow zelaza na tworzenie protoporfiryny IX
przeprowadzono w serii eksperymentéw, inkubujac komdrki w obecnosci kwasu ALA
oraz zmiennych stezen tiosemikarbazonu. Dodatek chelatora nie spowodowat
istotnych statystycznie zaburzen w tworzeniu PpIX w linii komorkowej HTC116.
Aktywne chelatory byly podawane do komérek w stezeniach nanomolowych, stad ilos¢
wygenerowanego kompleksu TSC- Fe jest tak mala, ze faktycznie nie moze mieé
wplywu na synteze hemu. Takie same efekty zaobserwowano dla chelatoréw
nietoksycznych, za$ préba zwiekszenia ich stezenia (do okoto 50 iiM) skutkowata

Smiercig komorek.

3.5 Inne tiosemikarbazony oraz ich prekursory

Analizujgc wyniki aktywnosci przeciwnowotworowej dla tiosemikarbazonéw
z grupy 10-12, stwierdzono ze zwigzki te wykazuja jedynie umiarkowane badz stabe
wilasciwosci antyneoplastyczne. Jedng z przyczyn takiego zachowania moze by¢
nieosiggniecie optymalnej wartosci parametru lipofilows$ci. Postanowiono wiec
odpowiednio zmodyfikowa¢ pierscien fenylotiosemiakarbazonu, wprowadzajac
wigzanie potrojne przytgczone (Csp2Csp) do pierscienia fenylowego. W wyniku
przeprowadzonych reakcji sprzegania Sonogashiry, udato sie otrzymacé zwigzki
podstawione w pozycji 4. Brak aktywnosci przeciwnowotworowej oraz

przeciwgrzybicznej byt przyczyng zaniechania dalszych badan dotyczacych tej serii.
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Tabela 9
Aktywno$ci przeciwnowotworowe grupy zwigzkéw 13a-13d

Nr IC® [umol/1] HCT116 p53-/-  clogP

13a >25 4,0
13b >25 40
13c >25 45
13d >25 6,1

Ze wzgledu na ciekawe wtasciwosci przeciwnowotworowe i przeciwgrzybicze
tiosemikarbazonéw zawierajgcych uklad pirazynowyl184191 postanowiono otrzymacd
zmodyfikowane pirazynotiosemikarbazony. Jako prekursor karbonylowy postanowiono

zastosowa¢ pochodna kwasu pirazynowego podstawionego w pozycji 4 grupa



(hydroksy)benzoilowg. Fragment ten miat w zamierzeniu wykazywaé¢ wiasciwosci
kompleksujace (ligand typu /V-donorowego, grupa hydroksylowa w korzystnej pozycji
a). Nie bez znaczenie byla takze szeroka mozliwos¢ tworzenia dalszych pochodnych

(obecnos¢ grupy karboksylowej).
Rys 22

Struktura prekursoréw benzoilopirazynowych

14a; X=H; Y= OH; Z= OH
14b; X= H: Y= OH: Z= NH2
14c¢; X= OH; Y="H: Z= OH
14d: X= OH: Y= H; Z= NH2

14

Na wczesnym etapie projektowania tiosemikarbazonéw pirazynowych
przebadano aktywnosci przeciwnowotworowe ich prekursoréw oraz komplekséw
z rutenem. Przeprowadzone badania potwierdzity korzystne wiasciwosci
kompleksujgce tych uktadéw przy braku aktywnos$ci biologicznej wolnego ligandu jak
rowniez kompleksu z ruteneml192 Duze problemy z otrzymaniem koricowych
tiosemikarbazonéw (opis w paragrafie 3.5.3.2) oraz brak aktywnosci biologicznej ich

prekursoréw spowodowaty porzucenie tego watku syntetycznego.



3.6 Wiasciwosci fizykochemiczne

3.6.1 Badania spektrofotometryczne kompleksowania zelaza

Wszystkie zaprojektowane i zsyntezowane zwigzki mogg dziataé w sposob
analogiczny jak Dp44mT, kompleksujac zelazo na poziomie komoérkowym. W celu
potwierdzenia wlasciwosci chelatujgcych dla najaktywniejszych tiosemikarbazonow,
przeprowadzono pomiary spektrofotometryczne procesu kompleksowania zelaza (dla
FeCl3) wykonujac krzywe izozbestyczne (Rys 22). Ugandy 2a i 3a traktowano chlorkiem
zelaza(lll) i rejestrowano widma powstatych komplekséw, stosujac odpowiednie uktady
ligand : metal (2:1; 2,5:1; 3,3:1; 5:1 oraz 10:1). Zwigzkiem referencyjnym w powyzszych
badaniach byt dobrze opisany w literaturze chelator Dp44mT, ktérego kompleks
z Fe(lll) posiada maksimum absorbcji przy diugosci fali okoto 400 nm. Kompleks ten
ponadto charakteryzuje sie dwoma punktami izozbestycznymi przy dtugosciach fali 310
i 365 nm. Kompleksy zelaza(lll) z Ugandami 2a oraz 3a wykazuja podobny efekt
przesuniecia maksimum absorbcji kompleksu w strone Swiatlta widzialnego,
w poréwnaniu do wolnych ligandéw. Proces ten jest spowodowany wytworzeniem
odziatywan typu charge-transfer co jest charakterystyczne dla tej klasy zwigzkéw 19314
W przypadku uktadu (Fe3+: 2a) mozna zaobserwowaé intensywne pasmo absorbcji
przy 430 nm z punktem isozbestycznym przy 375 nm. Dla kompleksu zelaza(lll)
z ligandem 3a zaobserwowano maksimum absorbcji przy 450 nm oraz dwa punkty
izozbestyczne przy 330 oraz 385 nm. Ponadto wykonano pomiary fluorescencji dla
wolnych ligandéw 2a oraz 3a, poprzez ich wzbudzenie w maksimum absorbcji. Nie

zaobserwowano emisji promieniowania $wietlnego.

Zmierzone widma elektronowe dla komplekséw sg charakterystyczne dla
heteroaromatycznych tiosemikarbazonéw i potwierdzajg ich wysoka zdolnos¢
chelatowania zelaza. Nastepnym krokiem do uzyskania peinej analizy kompleksow
tiosemikarbazon6w powinno by¢ wyznaczenie stalych protonacji wolnych ligandéw,
obliczenie stalych kompleksowania oraz wykonanie analiz cyklowoltamperometrycznej

kompleksu, co nie byto jednak celem niniejszej pracy.



Krzywe izozbestyczne procesu kompleksowania ligandéw la i2a za pomocg FeCla
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3.6.2 Ustalanie konfiguracji E iZ tiosemikarbazondéw za pomoca spektroskopii NMR

Problem precyzyjnego okres$lenia konfiguracji substancji biologicznie aktywnej
ma szczegOlne znaczenie w chemii medycznej, zwilaszcza od czasu tragicznych
eksperymentdw z Talidomidem19% Dzieki dobrze rozwinietym metodom spektroskopii
NMR, takich jak 2D-NOESY mozemy pokona¢ trudnosci zwigzane z identyfikacjg
izomerow E iZ tiosemikarbazonéw. W przypadku prostych stereoizomeréw (uktad C=C)
mozemy je odrézni¢ na podstawie poréwnania wartosci statej sprzezenia In-h, ktéra
dla kazdego z nich jest inna. Dla izomeru Z stata sprzezenia miesci sie w zakresie 6-12

Hz, za$ dla izomeru E wynosi od 12 do 18 Hz19%



Wartosci statych sprzezenia I/HHdla prostych izomeréw EiZ

IZOMER Z IZOMER E
A B A H
\
H H H
J= 612 Hz )= 1218 Hz

W przypadku pochodnych imin (-HC=N-) sytuacja jest jednak bardziej
skomplikowana, gdyz brak jest sprzegajgcego sie drugiego protonu H-C=C-H. Stad nie
mozemy poréwnywac staltych sprzezenia, gdyz nie sg one rejestrowane. Z pomoca
przychodzi nam tutaj dwuwymiarowa spektroskopia NMR, a zwiaszcza takie metody
jak spektroskopia korelacyjna NMR 2D-NOESY (ang. Two Dimensional Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy). Efekt Overhausera mozemy tutaj w skrocie
wyttumaczyé, jako efekt wzmocnienia lub tez ostabienia sygnatlu rezonansowego
protonu, ktdry znajduje sie blisko przestrzennie do protonu naswietlanego197. Zjawisko
to, jest obserwowalne dla protonéw oddalonych od siebie o maksymalna odlegtosé
4-5 A. Widma NOESY wizualnie przypominajg widma COSY z tym, ze rejestrowane sg
tutaj oddziatywania dipol-dipol protondw przez przestrzen. Intensywnos$é pikow
powstatych w czasie pomiaru zalezy od tzw. czasu mieszania xm (ang. mixing timie). Im
wiekszy czas mieszania, tym wiekszy efekt Overhausera jest obserwowany przy
jednoczesnym zmniejszeniu réznicy w intensywnosci sygnatéw. Ponadto odpowiednie
dobranie czasu mieszania Tm dla eksperymentu 2D-NOESY, jest powigzane masg
mierzonej czasteczki. Dla zwigzk6w o masie ponizej 400 Da czas mieszania miesci sie
zazwyczaj w granicach 300- 500 msl1®8 Podsumowujgc, metoda 2D-NOESY jest

wygodnym narzedziem badawczym wykorzystywanym w:



- analizie konformacyjnej produktéw pochodzenia naturalnego m.in. steroidow,
glikokoniugatéw a nawet w analizie biatek,
- okreslaniu konfiguracji wzglednej, a w niektdrych przypadkach konfiguracji

absolutnej czasteczek chiralnych.

Jako cel analizy spektroskopowej postanowiono obra¢ proste tiosemikarbazony
z grupy fenylotiosemikarbazonéw 10-12. Analiza danych literaturowych wskazuje, ze
protony grupy NH sg obserwowalne przy ré6znym przesunieciu chemicznym (ppm),
w zaleznosci od konfiguracji E i Z danego heteroaromatycznego tiosemikarbazonul®
Najczestszym efektem obserwowanym w polarnych rozpuszczalnikach jest proces
rbwnowagi, w ktdrym pozostajg obydwa izomery, w zaleznosci od pH roztworu2D
Zaobserwowano réwniez, iz izomer E dajg sygnat grupy NH w zakresie 10-11 ppm, za$
izomer Z- 14-15 ppm. Ten ostatni izomer jest preferowany, gdy jest mozliwe
utworzenie wigzania wodorowego pomiedzy pierscieniem heteroaromatycznym

agrupg NH20L
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Analizujgc widmo IH-NMR jednowymiarowe tiosemikarbazonu 11c, mozna z tatwoscig
przypisa¢ charakterystyczne wartosci przesuniecia chemicznego (ppm) odpowiadajgce

powyzszym fragmentom zwigzku:

« 11,57 ppm- poszerzony singlet grupy NH znajdujgcej sie przy wigzaniu
iminowym. Zgodnie z danymi literaturowymi przesuniecie to odpowiada
izomerowi E,

< 8,74 ppm- poszerzony singlet terminalna grupa NH podstawiona etylem,

< 8,00 (7,99) ppm- singlet grupy metinowej.



Powyzsze przypisania sygnatow z widma jednowymiarowego powinny byé
potwierdzone przez eksperyment COSY, na ktorym widac¢ sprzegajace sie sasiadujgce
protony. |tak poza pikami autokorelacyjnymi mozemy zaobserwowac¢ na widmie punkt
o koordynatach (8,73; 3,61). Pik ten potwierdza wczes$niej postulowang teze, ze proton
0 wartosci przesuniecia 8,73 ppm, nalezy do terminalnej grupy NH, sprzegajacej sie
z sgsiednimi protonami metylenowymi (multiplet przy 3,61 ppm, -CH2). Kluczowych
informacji dostarcza jednak widmo 2D-NOESY. Mozna na nim zaobserwowac pik, ktory
jest bezposrednim dowodem na odziatywanie przestrzenne pomiedzy grupa NH oraz
protonem metinowym CH. Obecno$¢ piku (11,57; 7,99) jest bezposrednim dowodem
na to, ze badany zwigzek wystepuje w postaci izomeru E. W przypadku izomeru Z, nie
jest mozliwe takie odzialywanie, gdyz proton NH jest w zbyt duzej odlegtosci od grupy

metinowej (Rys 27)

Rys 27

Ro6znice w budowie przestrzennej pomiedzy izomerami EiZ tiosemikarbazonu lic
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Czes¢ syntetyczna pracy doktorskiej byla realizowana z zamiarem otrzymania
heteroaromatycznych tiosemikarbazonéw, a zwitaszcza pochodnych azanaftalendw.
Przeprowadzone eksperymenty dotyczyly zaréwno syntezy tiosemikarbazydéw, jak
rowniez proéby syntezy prekursor6w heteroaromatycznych z grupa karbonylows.
Gtowny etap reakcji otrzymywania tiosemikarbazondéw byt przeprowadzany w polu
mikrofalowym, za$ tytulowe tiosemikarbazony byly oczyszczane za pomoca
wielokrotnej krystalizacji lub tez chromatografii kolumnowej z uzyciem polarnych

rozpuszczalnikow.

3.6.3.1 Synteza w reaktorze mikrofalowym

0d poczatku lat 90 XX w obserwuje sie gwattowny rozwoj technik prowadzenia
reakcji chemicznych w polu mikrofalowym2®2 Od tej chwili opublikowano wiele
doniesien literaturowych opisujgcych syntezy zwigzkéw heterocyklicznych w fazie
ciektej jak réwniez na nosnikach takich jak Al20 3 oraz zel krzemionkowy203 Tak duze
zainteresowanie badaczy ta technikg eksperymentalng jest zrozumiate. Otrzymuje sie
w ten sposéb mi.in szereg substancji biologicznie aktywnych204 Ponadto, reakcje
prowadzone w polu mikrofalowym charakteryzujg sie wieloma udogodnieniami

w stosunku do klasycznej syntezy:

= nastepuje wyrazne skrocenie czasu reakcji

e w przypadku syntezy na nosniku statym, nie trzeba stosowaé drogich
rozpuszczalnikéw (zielona chemia)

< w wiekszosci przypadkow zwieksza sie wydajnosé reakcji

« w niektorych przypadkach nastepuje utatwienie oczyszczania finalnego

produktu

Nalezy jednak podkresli¢, ze nie ma dowodow naukowych na obecno$¢ specyficznego
.efektu mikrofalowego"206 Poprawa wydajnosci reakcji oraz skrdcenie jej czasu, nie sg

zwigzane z obnizeniem energii aktywacji dla danej reakcji. Mozemy mowi¢ tutaj



jedynie o efektach zwigzanych miejscowymi efektami przegrzania probki (efekty
termiczne) oraz ogrzewaniem w calej jej masie206 Przyktadem takich termalnych
efektow jest woda, ktéra podgrzewana w reaktorze mikrofalowym do temperatury 200
- 300 °C zmienia wartos¢ statej dielektrycznej (e), zachowujac sie jak rozpuszczalnik
organiczny207

W Zaktadzie Chemii Organicznej Uniwersytetu Slaskiego prowadzone sg
badania dotyczgace syntezy zwigzkOw organicznych wspomagane reaktorem
mikrofalowym2RB Przeprowadzone eksperymenty pozwolity na opracowanie metodyki
badawczej w syntezie zwigzkéw heterocyklicznych, a zwilaszcza azanaftalendw20
Postanowitem zatem zoptymalizowac wczesniej opracowane protokoty
eksperymentalne i przystosowaé¢ je do syntezy heteroaromatycznych

tiosemikarbazono6w.

Kluczowy etap syntezy tiosemikarbazonéw- addycje /V-nukleofili do grupy
karbonylowej (Schemat 4), przeprowadzano w reaktorze mikrofalowym CEM-
DISCOVERY. Do reakcji uzywano polarnych rozpuszczalnikéw takich jak etanol,
2-propanol, acetonitryl oraz DMF. Jako katalizatora reakcji uzywano lodowatego kwasu
octowego. Wyjatek stanowita seria zwigzkéw 10-11, dla ktérej reakcja niekatalizowana
miata takg samag wydajnos¢, jak ta z dodatkiem CH3COOH. Przeprowadzono rowniez
préby syntezy tiosemikarbazonéw na zelu krzemionkowym jako nosniku. Niestety,
z powodu prawdopodobnego rozkiadu tiosemikarbazydu w temperaturze topnienia,
reakcja nie zachodzita (analiza TLC ekstraktu). Zaobserwowano brak istotnej réznicy
w wydajnosci reakcji w funkcji mocy reaktora (standardowo stosowano moc 50 W).
Optymalizacje czasu reakcji prowadzono eksperymentalnie dla kazdej podgrupy

zwigzkow; jako przyktad podano zwigzek 2a (Rys 28).
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Zaprojektowane tiosemikarbazydy otrzymywano wg zmodyfikowanych przeze mnie
dwoch procedur210211 (Schemat 5). W pierwszej z przedstawionych reakcji uzywano
disiarczku wegla jako donora grupy tiokarbonylowej oraz kwasu chlorooctowego.
Powstaly potprodukt, pochodng kwasu (tiokarbamoilo)tiooctowego ogrzewano
w obecnosci wodzianu hydrazyny, otrzymujgc finalny tiosemikarbazyd. Procedura ta
posiada jednak liczne utrudnienia. Uzywany do reakcji disiarczek wegla jest silnie
toksyczny dla uktadu nerwowego, a cata procedura jest efektywna dla amin

z relatywnie matg zawadg steryczng.

Schemat 5



Jedna z nowoczes$niejszych metod otrzymywania pochodnych tiomocznika
zostata  opisana  przez grupe  Katritzky'ego2l2  Uzywat on pochodnych
bis(benzotriazolilo)tiomocznika jako ekwiwalentéw izotiocyjanianéw, otrzymujgc
w rezultacie A/-podstawione tiosemikarbazydy. Zwigzki powyzszego typu oraz ich sole,
sg wyjatkowo reaktywne wzgledem A/-nukleofilizl3 Modyfikacja pierwotnej metody
Katritzky'iego poprzez  zastgpienie  pochodnej benzotriazolilowej uktadem
zawierajgcym fragment bis(imidazoilowy) lub jego séf, zostata zoptymalizowana dla
pochodnych mocznika oraz tiomocznika2ld W powyzszej reakcji pochodna
bis(imidazoilo)tiomocznika ogrzewana z /V-podstawiong piperazyna tworzy potprodukt,
ktory reaguje dalej z wodzianem hydrazyny tworzgc ostatecznie tiosemikarbazyd

(Schemat 5). Otrzymane tiosemikarbazydy zaprezentowano w Tabeli 10.

Tabela 10

Przyktady otrzymanych tiosemikarbazydow

Nr Struktura Wydajnos¢ [%] Temp. topnienia [7]
15a H I\?'
L N. y
66 138-139
S
15b o -
N
N
N N/
2 64 157-158
15c
h i
hon- NY NA 47 137-138



15d

N 58 177
@N/N\
S
15e
h r ?
hZ2n™ NY N 76 170-171
S
15f
NN 1
H 1 | 95 181
h™  NY NA
S
15¢g
1
H 1 | 95 167-168
hZn- NY NA
S
15h I oH
H I l r
H2N/N 55 145

3.6.3.3 Synteza benzoilowych pochodnych kwasu pirazynowego

Podczas projektowania prekursorow karbonylowych niezbednych do syntezy
tiosemikarbazonow, zaobserwowano wysokie podobienstwo strukturalne
benzoilopirydyny do pochodnych benzoilowych kwasu pirazynowego (Rys 29).
Pochodne te, charakteryzuja sie wysokg aktywnos¢ biologiczng, zaréwno
przeciwnowotworowg jak i przeciwgrzybiczngl91,2l5 Ponadto wcze$niejsze prace
sugerujgl84 ze pirazynotiosemikarbazony mogg by¢ zwigzkami modelowymi do

otrzymywania nowej generacji chelatoréw zelaza.



Wybrane prekursory karbonylowe do syntezy tiosemikarbazonéw

keton dipirydylowy benzoilopirydyna kwas 2-benzoilopirazynowy

Reakcje otrzymywania pochodnych kwasu pirazynowego byly prowadzone
w warunkach silnie utlenianiajgcych. Do przeprowadzenia reakcji zastosowano
nastepujgcy uktad oksydacyjny: wodoronadtlenek tert-butylu, FeS04 kwas siarkowy,
lodowaty kwas octowy. Generuje on w reakcji typu Fentona, ogromne ilosSci niezwykle
reaktywnego rodnika hydroksylowego. Dokiadny mechanizm tej reakcji, polega na
wytworzeniu odpowiedniego rodnika acylowego, ktéry zachowujac sie jak nukleofili,
ulega addycji do pochodnej kwasu pirazynowego, a nastepnie procesowi
rearomatyzacji2Zle Gtownym produktem utleniania rodnikowego sg tutaj pochodne
aldehydu stosowanego do reakcji- w tym przypadku otrzymywano gtdwnie kwasy
hydroksysalicylowe (Schemat 6), stad wydajnosci otrzymywania pochodnych
benzoilopirazyny nie przekraczajg 30%. Dodatek kwasu octowego poprawia
rozpuszczalno$é substratu podczas wkraplania mieszaniny utleniajacej, w obnizonej
temperaturze. Zachowanie obnizonej temperatury w pierwszych 30 minutach reakcji
ma kluczowe znaczenie w otrzymywaniu produktu, gdyz Ilimituje tworzenie

interesujgcego nas produktu ubocznego216217.



-OH tert-BuOOH -OH t V >

FeS04 HS04CHLOH
OH O

X= OH, NH2
Tabela 11

Otrzymane pochodne kwasu pirazynowego, wydajnosci ich tworzenia oraz

temperatury topnienia.



W celu sprawdzenia wiasciwosci kompleksujacych dla uktadu benzoilopirazynowego,
przeprowadzono reakcje jego kompleksowania przy uzyciu hydrydowego kompleksu
rutenu- RuHCI(CO)(PPh3)31%2 Kompleks ten, wykazuje niezwykle interesujace
wiasciwosci fizykochemiczne, pozwalajace na dogodne koordynowanie ligandéw N-
donorowych, co zostalo potwierdzone badaniami zespotu dr hab. Jana
Mateckiego218219 Ugandy hydrydowe posiadajg bardzo silne wiasciwosci a-donorowe,
pozwalajgce na kompensacje deficytu elektronowego metalu w kompleksie. Pochodne
pirazyny wykazujg ciekawe wlasciwosci fizykochemiczne, spowodowane nisko
potozonym nieobsadzonym orbitalem ti oraz ich zdolnoscig do tworzenia ukiadow

mostkowych219,

Rys 30

Struktura krystalograficzna kompleksu rutenu z kwasem benzoilopirazynowym



Po uzyskaniu prekursorow karbonylowych kwasdw (amiddéw) kwasu pirazynowego
przeprowadzono préby syntezy odpowiednich tiosemikarbazydow. Niestety, bazujac
na wynikach spektroskopii NMR oraz IR a takze spektrometrii mass, nie udato sie
otrzymac zaprojektowanych tiosemikarbazondw. Niesatysfakcjonujacy wynik syntezy

moze by¢ spowodowany nastepujgcymi przyczynami:

- obecnoscig intramolekularnego wigzania wodorowego pomiedzy grupg -OH
w pozycji a do grupy karbonylowej. Obecno$¢ takiego wigzania potwierdza
wykonane widmo spektroskopii w podczerwieni (3200 - 3000 cm'l). Tak silne
wigzanie wodorowe wplywa na obnizenie ujemnego tadunku czgstkowego na
atomie tlenu i utrudnia addycje A/-nukleofila do grupy karbonylowej. Podobne
efekty zwigzane z obecnoscig silnego wigzania wodorowego w czgsteczce
heterocyklicznej mozna zaobserwowaé na przyktadzie genisteiny20 (Rys 31).

- konkurencyjng reakcja tiosemikarbazydu z grupg karboksylowa pochodzgcg od
kwasu pirazynowego. Grupa ta, wykazuje wiekszg reaktywnos$¢ w poréwnaniu do
grupy karbonylowej. Potwierdzitly to analizy widma 13C-NMR, na ktérym
praktycznie brak charakterystycznych sygnatow pochodzgacych od wegla
iminowego (C=N) przy okoto 155-145 ppm. Podczas oczyszczania produktu
reakcji nie udato sie jednak wyodrebni¢ mozliwego produktu reakcji pochodnej
1,3,4-tiadiazolu (Schemat 7)22L Widmo 13C-NMR mieszaniny reakcyjnej wskazuje
na brak wegla karboksylowego (pik przy okoto 170 ppm) oraz wegla C=S (pik przy
180 ppm) w ukiadzie reakcyjnym, co moze S$Swiadczy¢ o proponowanym
mechanizmie. Prawdopodobnie otrzymany produkt jest nietrwaty i rozktada sie

na zelu krzemionkowym podczas oczyszczania chromatograficznego.



Poréwnanie struktur  genisteiny  oraz kwasu 2-[5-(2-hydroksy-benzoilo)]-

pirazynokarboksylowego

kwas 2-[5-(2-hydroksy-benzoflo)]pirazynokarboksylowy genlistelna

Schemat 7

Proponowany schemat otrzymywania pochodnych 1,3,4-tiadiazolu

INE NH2

H+



Brak aktywnosci przeciwnowotworowej dla prekursoréw benzoilopirazynowych oraz
ktopoty z uzyskaniem ich pochodnych tiosemikarbazonowych, wptynety na zawieszenie

tego watku syntetycznego.

3.6.3.4 Synteza prekursoréw karbonylowych z ukladem acetylenowym. Reakcja
Sonogashiry

Prekursory karbonylowe zawierajgce wigzanie potrojne potagczone z do
pierscieniem fenylowym zostaly zsyntezowane wg zmodyfikowanej procedury reakcji
Sonogashiry22 Reakcja ta, nalezy do szerokiej grupy reakcji sprzegania, w ktérej
halogenek arylowy reaguje z odpowiednim terminalnym alkinem w obecnosci
katalizatora palladowego i soli miedzi(l). W ponizszej reakcji (Schemat 8) kompleks
palladu(ll) ulega oksydatywnej addycji do halogenku alkilowego, tworzac w rezultacie
kompleks w ksztatcie ptaskiego kwadratu. Kolejnym etapem reakcji jest transmetalacja
nowo powstatego kompleksu acetylenkiem miedzi, po czym ligandy w tymze
kompleksie, ulegajg reakcji izomeryzacji. Kompleks posiadajacy juz wiasciwa orientacje
przestrzenng (forma c¢/s) uwalnia czgsteczke produktu, w wyniku reduktywnej

eliminacji, zas kompleks palladu sie odtwarza.

W zastosowanym uktadzie reakcyjnym jako katalizatorow reakcji uzywano
chlorku palladu(ll) oraz chlorku bis(trifenylofosfino)palladu(ll), w obecnosci
trifenylofosfiny, trietyloaminy oraz jodku miedzi(l) (Schemat 8). Reakcje prowadzono
w warunkach beztlenowych przepuszczajac przez uktad azot w ciggu 15 minut. Po
reakcji produkt gtéwny oczyszczano na kolumnie chromatograficznej w uktadzie octan
etylu: heksan. W przypadku otrzymywania pochodnej alkinowej zabezpieczonej grupa
trimetylosililowg, przeprowadzano reakcje usuwania grupy zabezpieczajgcej
w obecnoséci KX03 w metanolu. Powyzsza reakcja przebiega w sposéb ilosciowy.
Reakcje tworzenia odpowiedniego tiosemikarbazonu przeprowadzano w reaktorze
mikrofalowym wedtug wcze$niej opracowanych procedur (Rozdziat 5.4). Badania
aktywnosci przeciwnowotworowej dla otrzymanych tiosemikarbazonéw wykazaly, ze
otrzymane zwigzki nie wykazujg aktywnos$ci przeciwnowotworowej dlatego

zawieszono dalsze syntezy zwigzkow serii 13



Struktury otrzymanych fenyloacetylenowych tiosemikarbazonéw oraz wydajnosci ich

tworzenia
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Schemat reakcji Sonogashiry wraz z proponowanym mechanizmem
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3.7 Eksperymenty putapkowania spinowego

Postanowiono sprawdzi¢ hipoteze, zakladajgcg iz tiosemikarbazonowe
kompleksy zelaza generujg reaktywne formy tlenu w reakcji Fentona. Badania
przeprowadzono w zespole prof, dr hab. Tadeusza Sarny (Zakiad Biofizyki UJ, Wydziat
Biochemii Biofizyki i Biotechnologii UJ) we wspoétpracy z doktorem Andrzejem Zadto.
Przeprowadzone eksperymenty putapkowania spinowego, pozwalajg na obserwacje
paramagnetycznych adduktow rodnika hydroksylowego z DMPO. Eksperymenty
wykonywano w roztworze metanolowym uzywajgc do reakcji wody traktowanej
Chelexem-100, w celu usunieciu ewentualnych artefaktow, mogacych powstaé
z obecnos$ci innych metali w wodzie. W celu wyeliminowania rozpuszczalnika
organicznego z reakcji, zastosowano uktad zwierajacy wode oraz $rodek

powierzchniowo czynny- Triton X. Jako, ze otrzymano kompleks zelaza(lll) z ligandem



tiosemikarbazonowym,

reakcji Fentona.

Rys 32

zastosowano dodatkowy

reduktor (kwas askorbinowy) do

Widma spektroskopii EPR z putapkowania spinowego kompleksu zelaza(ll) z /V-etylo-2-
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Rysunek 32 mozna podzieli¢ na kilka fragmentow, w zaleznosci od uzytego
rozpuszczalnika oraz czasu putapkowania. W kolumnie po lewej stronie znajdujg sie
widma z wyraznym sygnatem pochodzacym od rodnika karbocentrycznego (a wiasciwie
jego adduktu z DMPO). Rodnik ten powstat zapewne w skutek reakcji bardzo
reaktywnego rodnika hydroksylowego z rozpuszczalnikiem organicznym jakim byt
metanol. Co ciekawe, zaobserwowaé¢ mozna rowniez fakt, ze sygnat rodnika
karbocentrycznego stabnie w funkcji czasu. W celu wyeliminowania sygnatu rodnika
karbocentrycznego przeprowadzano proby zmiany rozpuszczalnika organicznego.
Ostatecznie, ze wzgledu na niskg rozpuszczalnos¢ kompleksu w roztworach wodnych
zastosowano wodny roztwor Srodka powierzchniowo czynnego tworzacego micele-
Tritonu X. Centralna oraz prawa kolumna obrazujg sygnaty rodnika hydroksylowego,
ktorego sygnat nie stabnie w funkcji czasu. Wyniki eksperymentu jednoznacznie
potwierdzajg teze, iz tiosemikarbazonowe kompleksy zelaza generujg ROSy w reakcji
Fentona. przeprowadzone badania zgadzajg sie z najnowszymi doniesieniami

literaturowymiZ33



Otrzymano 8 tiosemikarbazydéw oraz odpowiadajace im prekursory. Zwigzki
zsyntezowano wedtug dwéch ogolnych procedur z uzyciem disiarczku wegla oraz
bis(imidazolilo)tioketonu. Dla jednego tiosemikarbazydu wyznaczono strukture
krystalograficzna.

Przeprowadzono syntezy prekursorow karbonylowych, pochodnych kwasu
pirazynowego oraz acetylenowych pochodnych benzaldehydu. Niestety nie
udato sie  otrzyma¢  tiosemikarbazonéw z  odpowiednich kwasdéw
benzoilopirazynowych. Pochodne fenyloacetylenowe okazaly sie nieaktywne
biologicznie.

Opracowano metodyke syntezy tiosemikarbazonéw w polu mikrofalowym, co
zaowocowato otrzymaniem 67 (hetero)aromatycznych tiosemikarbazonéw. Dla
wszystkich tiosemikarbazondw oznaczono ich dziatanie przeciwnowotworowe,
zas dla tiosemikarbazonéw serii 1, 2, 10-12 oznaczono aktywnos$¢
przeciwgrzybiczg oraz wiasciwosci hamujgce fotosyntetyczny transfer

elektronow.

Dwa sposréd otrzymanych zwigzkéw (4b, 5¢) wykazujg bardzo duzg aktywnos$é
przeciwnowotworowg. Zwigzek 5c charakteryzuje sie bardzo wysokim indeksem
terapeutycznym, za$ zwigzek 4b wykazuje najwieksza z dotychczas opisanych,
w tej klasie zwigzkéw, aktywnos¢ przeciwnowotworowg (ICso= 0,3 nM). Badania
wykonane przy wspéipracy z Instytutem Fizyki US pozwolity na wykazanie

wysokiej synergii zwigzku 4b w skojarzonej terapii TSC-PDT

Konfiguracje E i Z dla poszczeg6lnych tiosemikarbazonéw okres$lano za pomoca
spektroskopii *-NM R oraz eksperymentu 2D-NOESY. Badania spektroskopowe
zostatly uzupetnione poprzez metody rentgenografii strukturalnej.

Dla poszczegélnych klas zwigzkéw wykonano pomiary krzywych izozbestycznych,
potwierdzajgcych kompleksowanie ligandéw tiosemikarbazonowych poprzez

kationy Fe3+



6. Metody putapkowania spinowego EPR, pozwolity na udowodnienie generowania

rodnika hydroksylowego w reakcji Fentona, przez kompleks TSC-Fe(ll).



5. CZESC EKSPERYMENTALNA

Temperatury topnienia substancji krystalicznych oznaczano w dedykowanych,
szklanych kapilarach za pomocg aparatu firmy Optimelt MPA100 instrument (SRS,
USA); nie byly one korygowane. Widma 1H-NMR, 1X-NMR oraz eksperymenty
dwuwymiarowe (COSY, HMQC, HMBC, NOESY) wykonywano na spektrometrze Bruker
(Bruker BioSpin Comp., Karlsruhe, Germany) model Avance lll 400 MHz FT-NMR, przy
czestotliwosci 400 oraz 100 MHz. Cze$¢ widm spektroskopii NMR zarejestrowano
rébwniez na aparacie Bruker Avance 500 MHz z uzyciem sondy szerokopasmowej
SmartProbe™, przy czestotliwosci 500 i 125 MHz. Jako wzorca w przypadku widm 1H-,
1X-NMR uzywano tetrametylosilanu- (CH34Si. Przesuniecia chemiczne (6) podawano

w skali ppm, a state sprzezenia spinowego (J) w Hz.

Reakcje w polu mikrofalowym wykonywano za pomocag reaktora firmy CEM
(Matthews, NC, USA) model DISCOVERY. Reakcje przeprowadzano w hermetycznie
zamknietych, szklanych probéwkach (system zamykania probéwek firmy Sigma-
Aldrich). Chromatografie kolumnowe wykonywano w kolumnach wypetnionych zelem
krzemionkowym  (silicagel 60, 70-230 mesh, Merck). Do chromatografii
cienkowarstwowych stosowano aluminiowe plytki chromatograficzne firmy Merck
pokryte zelem krzemionkowym 60 F254 (grubos¢ warstwy 0,2 mm). Plamki na piytkach
chromatograficznych obserwowano w S$wietle lampy UV przy diugosci fali 254 lub
365 nm, badz wywotywano w komorze nasyconej parami jodu. Chromatografie
preparatywng wykonywano na aparacie BUCHI Sepacore® zaopatrzonym w kolektor
frakcji oraz detektor UV-VIS (pomiar dtugosci fali przy 359 nm). Dodatkowe analizy

czystosci zsyntezowanych produktéw wykonywano przy uzyciu aparatu

Niskorozdzielcze widma masowe LRMS (ESI) byly wykonywane za pomocag
aparatuVarian LC-920. Badanie wysokorozdzielczej spektrometrii  masowej
wykonywano uzywajgc aparatow: Finnigan MAT95 spectrometer (ThermoFinnigan, San
Jose, CA, USA) oraz Mariner ESI-TOF (Applied Biosystems), uzywajac soli sodowej

glikolu polietylenowego 400 jako wzorca.



Eksperymenty putapkowania spinowego wykonywano uzywajgac aparatu BRUKER EMX

Pomiary widm UV-VIS oraz widm emisyjnych, dla zsyntezowanych zwigzkow
wykonywano na spektofotometrach U-2900 i F-7000 (Hitachi) oraz na czytniku plytek

wielodotkowych Synergy4 (BioTek, USA).

Wszystkie stosowane rozpuszczalniki firmy POCH, Acros Organics oraz
CHEMTRADE destylowano w razie potrzeby, oraz suszono nad sitami molekularnymi 4A
(Acros Organics), przy czym stosowano standardowe procedury wedtug literatury24
Parametry lipofilowosci dla zsyntezowanych zwigzkéw obliczano w programie
ChemBioOffice 12.0, zas§ widma spektroskopii NMR opracowywano w programie

MestreNova 8.2.
Odczynniki uzywane do syntez zakupiono w ponizszych firmach:

= POCH S.A.

Acros Organics

Sigma-Aldrich

Chempur

Princeton Chemicals Ltd
Wszystkie dane spektralne przedstawiono wg anglosaskiej konwencji zapisu

Synteza substratow

5.1. Synteza tiosemikarbazydéw i ich pochodnych

5.1.1. Otrzymywanie kwasu 2-[(cykloheksylometylo(tiokarbamoilo)tioJoctowego210*

W kolbie dwuszyjnej o pojemnosci 500 cm3 zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne
oraz wkraplacz (50 cm3 umieszczono 250 cm3 0,8 M roztworu wodorotlenku sodu.
Nastepnie wkraplano przez 10 minut 26.3 cm30.2 mol; 22.6 g) A/-cykloheksylo-A/-

metyloaminy. Mieszanine reakcyjng mieszano przez okoto 15 minut do zaniku uktadu



dwufazowego. Do tak przygotowanej mieszaniny reakcyjnej dodawano matymi
porcjami (w ciagu 15 minut) 12,06 cm3 (0.2 mol; 15.2 g) disiarczku wegla. Podczas
dodawania CS2 obserwowano zmiane zabarwienia roztworu z bezbarwnej na zéHa.
Kolejnym krokiem byto dodanie 23.3 g (0.2 mol) chlorooctanu sodu, co zaowocowato
zmiang koloru mieszaniny reakcyjnej z zb6ttego na bezbarwny. Cato$¢ mieszano
w temperaturze pokojowej przez 15 godzin. Po uptywie tego czasu, w celu stracenia
osadu produktu dodawano stezonego kwasu solnego do mieszaniny reakcyjnej
(4 porcje po 5 cm3 HCI). Mieszanine reakcyjng pozostawiono w obnizonej
temperaturze (okoto -5 °C) przez 60 minut. Obserwowano wytrgcanie sie biatego
osadu, ktdry przesgczono na lejku Buchnera a nastepnie przemywano wodg do zaniku
odczynu kwasnego. Surowy produkt (49 g; wydajno$¢ 98 %) w postaci biatego,
krystalicznego proszku suszono pod obnizonym ci$nieniem (2-4 mmHg) i stosowano do

dalszych syntez bez dalszego oczyszczania.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 5.29 (m, 1H, N-CH); 4.35 (s, 2H, -CH2); 3.19 (s, 3H,
-CH3; 1.79-1.73 (m, 2H, cykloheksyl); 1.67-1.59 (m, 3H, cykloheksyl); 1.55-1.46

(m,2H, cykloheksyl); 1.36-1.23 (m, 2H, cykloheksyl); 1.13-1.08 (m, 1H, cykloheksyl).

1-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm): 195,8; 169,8; 62,8; 37,8; 34,5; 29,9; 29,0; 257,

25,6; 25,2.

LR-MS (ESI): 359,1 [M + Na]+

clogP: 2,639

"Cytowana literatura nie podaje danych spektralnych oraz temperatury topnienia

produktu.



W kolbie okrggtodennej o pojemnosci 250 cm3 zaopatrzonej w mieszadio
magnetyczne oraz chiodnice zwrotng umieszczono 19,76g (0,08 mol) kwasu
2-[(cykloheksylometylo(tiokarbamoilo)tioJoctowego a nastepnie dodano 10 cm3wody
destylowanej oraz 20 cm3 (0,41 mol; 20,62 g) wodzianu hydrazyny. Tak przygotowang
mieszanine reakcyjng ogrzewano tagodnie w 5 cyklach (az do momentu pojawienia
intensywnie wydzielajacych sie biatych opardéw), przy czym kazdy cykl trwat okoto 15
minut. Po tym czasie kolbe z mieszaning reakcyjng umieszczono na 30 minut
w obnizonej temperaturze (okoto -5 °C). Obserwowano wytrgcenie sie biatego osadu,
ktory przesgaczono pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany surowy produkt,
krystalizowano trzykrotnie z ukladu metanol : woda (1:1; mwm) za$ finalny produkt
suszono pod zmniejszonym ci$nieniem (2-4 mmHg) i przechowywano w obnizonej

temperaturze (okoto -20 °C). Wydajnosé¢ reakcji wynosita 66 %.

tH-NMR (de-DMS0>400 MHz, ppm):8,67 (bs, 1H, NH); 4,84(m, 1H, N-CH); 4,68 (bs, 2H,
NH); 2,83 (s, 3H, -CHJ3); 1,76-1,73 (m, 2H, cykloheksyl); 1,61-1,55 (m, 3H, cykloheksyl);
1,46-1,36 (m, 2H, cykloheksyl); 1,33-1,27 (m, 2H, cykloheksyl); 1,13-1,02 (m, 1H,

cykloheksyl).

1L-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm): 182.65; 59.00; 56.54; 31.53, 29.72, 25.80, 25.41.

Temperatura topnienia:138-139° C

LR-MS (ESI): 210,4 [M + Na]+

cLogP: 1.733



*Cytowana literatura nie podaje danych spektralnych oraz temperatury topnienia

produktu.

51.3 Ogolna procedura otrzymywania monopodstawionych pochodnych

bis(imidazolilo)tioketonu.

/ \ chZi?2
1|-[ t X=N i~ Gmidazol” Y

X=Alkil, aryl
Z=N, O

Do zamykanej septg probowki o pojemnos¢ 30 cm3 zaopatrzonej w mieszadto
magnetyczne wprowadzano 1,068 g (6mmol)(l,I'tiokarbonylo)bis-IH-imizadozu,
6 mmola odpowiedniej /V-pochodnej piperazyny oraz 25 cm3chlorku metylenu. Cato$é
mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Surowy produkt oczyszczano
poprzez ekstrakcje woda destylowang (3 porcje po 25 cm3). Ekstrakty organiczne
suszono nad bezwodnym siarczanem(Vl) magnezu a nastepnie odparowywano na
wyparce rotacyjnej. Tak otrzymane substraty wykorzystywano do dalszych syntez, bez

dalszego oczyszczania.

5.1.3.1 I'\Imidazolilo-(4-metylo-l-piperazynylo)-tioketon2l

Zwigzek otrzymano wg ogo6lnej procedury opisanej w punkcie 5.1.3. uzywajgc do
reakcji 0,665 cm3 (6mmol) A/-metylopiperazyny. Produkt koncowy tej reakcji

otrzymano w postaci z6ttego, lepkiego oleju. Wydajnos$¢ reakcji wynosita 99 %.



tH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 8.02 (bs, 1H, N-CH-N, imidazol); 7.49 (bs, 1H,
imidazol); 7.03 (bs, 1H, imidazol); 4.24-3.50 (m, 4H, -CH2 piperazyna); 2.48-2.39 (m,

4H, -CH?2 piperazyna); 2.22 (s, 3H, -CH3.

13-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm): 177.6; 138.0; 129.5; 120.2;54.3; 51.4; 45.5.
LR-MS (ESI): 233,0 [M + Na]+

dogP: 1.363

5.1.3.2 (4-etylo-l-piperazynylo)-r*imidazolilotioketon

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.1.3. uzywajgc do
reakcji 0,765 cm3 (6mmol) A/-etylopiperazyny. Produkt koricowy tej reakcji otrzymano

w postaci zottej lepkiej zywicy. Wydajnos¢ reakcji wynosita 99 %.

tH-NMR {de-DMSO, 400 MHz, ppm): 8.02 (bs, 1H, N-CH-N, imidazol); 7.49 (bs, 1H,
imidazol), 7.04 (bs, 1H, imidazol), 3.84 (m, 4H, -CH2 piperazyna), 2.50 (m, 4H, -CH2

piperazyna), 2.39 (q,J =7.2 Hz, 2H, -CH2), 1.02 (t,J =7.2 Hz, 3H, -CH3.

13-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm): 178.3; 137.9; 129.3; 120.4; 59.3; 57.2; 49.9; 15.1.
LR-MS (ESI): 225,3 [M+H]+

cLogP: 1.892

5.1.3.3 (4-fenylo-l-piperazynylo)-I-imidazolilotioketon
r/ N



Zwigzek otrzymano wg ogoélnej procedury opisanej w punkcie 5.1.3. uzywajgc do
reakcji 0,916 cm3 (6mmol) /V-fenylopiperazyny. Produkt koricowy tej reakcji otrzymano

w postaci z6ttego oleju. Wydajnos¢ reakcji wynosita 98 %.

1H-NMR (de-DMSO' 400 MHz, ppm). 8.08 (bs, 1H, N-CH-N, imidazol), 7.56 (t,J = 1.3 Hz,
1H, imidazol), 7.25 (t, J = 8.0 Hz, 2H, fenyl), 7.06 (t, J = 1.2Hz, 1H, imidazol), 6.96 (d, J =
8.5 Hz, 2H, fenyl), 6.83 (t, J = 7.3 Hz, 1H, fenyl), 4.00 (m, 4H, -CH2 piperazyna), 3.36 (m,

4H, -CH2 piperazyna).

13-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm): 177.8; 150.4; 138.0; 129.5; 120.4; 119.8; 116.01;

55.4; 51.4.
LR-MS (ESI): 295,6 [M + Na]+
cLogP: 2.962

5.1.1.4 4-(I-imidazolilotiokarbonylo)morfolina24

Zwigzek otrzymano wg ogdllnej procedury opisanej w punkcie 5.1.3. uzywajac do
reakcji 0,519 cm3 (6 mmol) morfoliny. Produkt koncowy tej reakcji otrzymano

w postaci kremowej zywicy. Wydajnos$¢ reakcji wynosita 76 %.

1H-NMR {de-DMSO, 400 MHz, ppm): 8.04 (bs, 1H, N-CH-N, imidazol), 7.51 (t, J = 1.3 Hz,
1H, imidazol), 7.04 (bs, 1H, imidazol), 3.89 (m, 4H,-CH2 morfolina), 3.73 (m, 4H, -CH2

morfolina).
13C-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm): 177.9; 137.9;129.6, 120.3, 65.9, 52.2.

LR-MS (ESI): 198,3 [M + H]+



cLogP: 0.937

S

Zwiazek otrzymano wg ogoélnej procedury opisanej w punkcie 5.1.3. uzywajgc do
reakcji 0,915 cm3 (6mmol) W-pirydylopiperazyny. Produkt koncowy tej reakc;ji

otrzymano w postaci zottego oleju. Wydajnos$¢ reakcji wynosita 87 %.

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 8.15 (dd, Jt= 4.9Hz, J2=1.3 Hz, 1H, pirydyna); 8.08
(bs, 1H, N-CH-N, imidazol); 7.61 - 7.58 (m, 1H, pirydyna); 7.56 (m, 1H, imidazol); 7.08
(m, 1H, imidazol); 6.84 (d, J= 8.6 Hz, 1H, pirydyna); 6.70 (dd, 7.0Hz, J2= 4.9 Hz, 1H,

pirydyna); 3.97 (m, 4H, -CH2 piperazyna); 3.72 (m, 4H, -CH2 piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm):177.9; 158.6; 148.1; 138.2; 138.0; 129.5; 120.4;
113.9; 107.6; 55.4; 51.3.

LR-MS (ESI): 296,4 [M + Na]+
CLogP: 2.014

5.1.3.6 r-imidazolilo-[4-(2-pirazynylo)-l-piperazynylo]tioketonu



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.1.3. uzywajgc do
reakcji 0.985 g (6mmol) A/-pirazylopiperazyny. Produkt koficowy tej reakcji otrzymano

w postaci zéttej, lepkiej zywicy. Wydajnos$¢ reakcji wynosita 92 %.

1H-NMR {d6DMSO, 400 MHz, ppm): 8.32 (d, J = 1.4 Hz, 1H, pirazyna), 8.13 (dd, Jj = 2.6;
J2= 15 Hz, 1H, pirazyna), 8.08 (t, J = 1.0 Hz, 1H, N-CH-N, imidazol); 7.90 (d, J = 2.6 Hz,
1H, pirazyna), 7.56 (t, J = 1.4 Hz, 1H, imidazol), 7.08 (bs, 1H, imidazol);); 3.99 (m, 4H, -

CH2 piperazyna); 3.81 (m, 4H, -CH2 piperazyna).

1-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm):178.0; 154.4; 141.9; 138.0; 133.4; 131.7; 129.6;

120.4; 55.4, 51.0
LR-MS (ESI): 297,5 [M + Na]+
dogP: 1.249

5.1.3.7 [4-(2-hydroksyetylo)-I-piperazynylo]-I'-imidazolilotioketon

OH

Zwigzek otrzymano wg ogélnej procedury opisanej w punkcie 5.1.3. uzywajac do
reakcji 0,781 g(6mmol) 2-piperazynyloetanolu. Odpowiednig objeto$é substratu
przenoszono na wage laboratoryjng i w ten sposéb szacowano jego wage, ze wzgledu
na jego bardzo duzag lepkosc¢ i trudnosci w doktadnym pipetowaniu. Produkt koncowy
tej reakcji otrzymano w postaci zottej, lepkiej zywicy. Wydajnos¢ reakcji wynosita

85 %.

XH-NMR {de-DMSO, 400 MHz, ppm): 8.02 (bs, 1H, N-CH-N, imidazol); 7.49 (bs, 1H,
imidazol); 7.03 (bs, 1H, imidazol); 3.95 (m, 4H, -CHZ2 piperazyna); 3.69 (m, 4H, -CH2

piperazyna); 3.51 (m, 2H, CH20H); 2.42 (t,J= 6.0 Hz; 2H, CH2N); 2.30 (bs, 1H, -OH).

1C-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm):177.6; 137.8; 129.45, 120.23, 60.21, 58.98, 55.64,

55.37.



LR-MS (ESI): 241,4 [M + HJ+

cLogP: 0.788

5.1.4 Ogdlna procedura otrzymywania pochodnych morfolino- i piperazyno-
tiosemikarbazyddw.

X= Alkyl, aryl
Z=N, O

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 cm3 zaopatrzonej w chiodnice zwrotnag,
umieszczano wczesniej przygotowana pochodng imidazolilotioketonu, 0,29 cm3(0,3 g;
6mmol) wodzianu hydrazyny oraz 25 cm3 etanolu. Mieszanine reakcyjna ogrzewano
przez 2 godziny w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, otrzymujgc w rezultacie
ré6zowawy roztwoér. Tak przygotowane zwigzki umieszczano w obnizonej temperaturze
(-20 °C) przez okoto godzine. Po tym czasie obserwowano wytrgcenie sie biatego
osadu, ktéry krystalizowano z metanolu (badz uktadu metanol : woda; 1:1, viv, badz

etanolu).

5.1.4.1 (4-metylo-l-piperazyno)tiokarbohydrazyd2%6

H2hr Y



zmetanolu przybieral posta¢ bialego krystalicznego proszku. Wydajnos¢ reakcji

wynosita 64 %.

1H-NMR {de-DMSO, 400 MHz, ppm): 3.69 (m, 4H, -CH2 piperazyna); 2.28 (m, 4H, CH2,

piperazyna); 2.17 (s, 3H, -CHJ).

13C-NMR [de-DMSO, 100 MHz, ppm): 183.1; 54.6; 47.6; 45.9.
Temperatura topnienia: 157-1580C [lit: 156-1570C]
cLogP: 0,041

5.1.4.2 (4-etylo-I-piperazyno)tiokarbohydrazyd

S

Zwigzek otrzymano wg ogélnej procedury opisanej w punkcie 5.1.4. uzywajgc do
reakcji 1,344 g (6 mmol) (4-etylo-l-piperazynylo)-(I'-imidazolilo)tioketonu. Produkt
reakcji otrzymano w postaci lekko ré6zowego osadu, ktéry krystalizowano dwukrotnie
z absolutnego etanolu. Wydajnos¢ reakcji wynosita 47 %. Dla otrzymanego
tiosemikarbazydu uzyskano strukture monokrystaliczng (hodowano monokrysztaty

produktu z roztworu absolutnego etanolu).

1H-NMR {d6DMSO, 400 MHz, ppm): 3.71-3.68 (m, 4H, -CH2, piperazyna); 2.35-2.29 (m,
6H, -CH2 piperazyna, -CH2), 1.00 (t, J=7.2 Hz, 3H -CH3.

13C-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm):183.0; 52.4; 51.9; 47.7; 12.3;
HRMS-ESI-TOF: 189.1171 [M + H]+(c7H17N4s; Obliczono: 189.1174)

Temperatura topnienia:137-138° C



S

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.1.4. uzywajgc do
reakcji 1,632 g(6mmol)(4-fenylo-l-piperazynylo)-r-imidazolilotioketonu oraz 30 cm3
etanolu. Produkt reakcji otrzymano w postaci pomaranczowego sypkiego osadu, ktory
krystalizowano  dwukrotnie z metanolu otrzymujgc  cielisty,  krystaliczny

tiosemikarbazyd. Wydajnosc¢ reakcji wynosita 58 %.

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 9.18 (bs, 1H, NH); 7.23 (t, J= 7.9 Hz, 2H, fenyl);
6.95 (d,, J=8.0 Hz, 2H, fenyl); 6.80 (tJ= 7.2 Hz, 1H, fenyl); 4.77 (bs, 2H, NH); 3.88 (m,
4H, -CH2, piperazyna); 3.15 (m, 4H, -CH2, piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm):183.0; 151.0; 129.4; 119.6; 116.0; 48.3; 47.5.

Temperatura topnienia: 177 ° C[178-179 °C, lit]

cLogP: 1.472

5.1.4.4 (4-morfolino)tiokarbohydrazyd227

S

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.1.4. uzywajgc do
reakcji 1,182 g (6mmol)4-(l-imidazolilotiokarbonylo)morfoliny oraz 30 cm3 etanolu.
Produkt reakcji otrzymano w postaci rézowego osadu, ktéry krystalizowano
dwukrotnie z mieszaniny woda - metanol (1:1, v/v) otrzymujgc biaty krystaliczny

produkt. Wydajnos¢ reakcji wynosita 76 %.



IH-NMR [de-DMSO, 400 MHz, ppm):6.20 (bs, 2H, NH); 3.68 (m, 4H, -CH2, morfolina);

3.57 (m, 4H, -CH2 morfolina).

13C-NMR [de-DMSO, 100 MHz, ppm):183.4; 66.1; 48.20.
Temperatura topnienia: 170-171°C [170-171 °C, lit]
cLogP: -0.52

5.1.4.5 [4-(2-pirydynylo)-I-piperazyno]tiokarbohydrazyd 227

S

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.1.4. uzywajac do
reakcji 1,638 g (6mmol) r-Imidazolilo-(4-pirydynylo-l-piperazynylo)tioketonu. Produkt
reakcji otrzymano w postaci rézowego osadu, ktory krystalizowano dwukrotnie
z metanolu, otrzymujgc ré6zowawy, krystaliczny produkt. Wydajnos¢ reakcji wynosita

95 %.

XH-NMR [de-DMSO, 400 MHz, ppm):9.12 (bs, 1H, NH); 8.12 (m, 1H, pirydyna); 7.55 (t,
J=8.0 Hz, 1H, pirydyna); 6.82 (d, J= 8.6 Hz, 1H, pirydyna);6.66 (dd, 7j= 6.9 Hz, J2= 5.0 Hz,
1H, pirydyna); 4.81 (bs, 2H, NH); 3.85 (m, 4H, -CH2 piperazyna); 3.53 (m, 4H, -CH2,

piperazyna).

13C-NMR [de-DMSO, 100 MHz, ppm):183.0; 159.0; 148.0; 138.0; 113.6; 107.5; 47.2;

44 4,
Temperatura topnienia: 181 ° C[lit: 179-181 ° C]

cLogP: 0.524



S

Zwigzek otrzymano wg ogélnej procedury opisanej w punkcie 5.1.4. uzywajac do
reakcji 1,644 g (6mmol) r-imidazolilo-[4-(2-pirazynylo)-l-piperazynylo]tioketonu.
Produkt reakcji otrzymano w postaci pomaranczowego osadu, ktory krystalizowano

dwukrotnie z absolutnego etanolu. Wydajnos¢ reakcji wynosita 95 %.

1H-NMR [de-DMSO, 400 MHz, ppm): 9.17 (bs, 1H, NH); 8.31 (bs, 1H, pirazyna); 8.09 (bs,
1H, pirazyna); 7.86 (bs, 1H, pirazyna); 4.83 (bs, 2H, NH); 3.89 (m, 4H, -CH2, piperazyna);
3.61 (m, 4H, -CH2, piperazyna).

13C-NMR [de-DMSO, 100 MHz, ppm): 183.0; 154.7; 141.9; 133.1; 131.7; 47.0; 43.7.
HRMS-ESI-TC)F:239.1080 [M + H]H{C9HIi5N6S; Obliczono: 239.1079)

Temperatura topnienia:167-168° C

cLogP: -0.241

5.1.4.7 4-(2-hydroksyetylo)piperazino-I-tiokarbohydrazyd 28

S

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.1.4. uzywajgc do
reakcji 1,56 g [4-(2-hydroksyetylo)-I-piperazynylo]-I'-imidazolilotioketonu (6 mmol)
Produkt reakcji otrzymano w postaci pomaranczowego osadu, ktéry krystalizowano

dwukrotnie z metanolu. Wydajno$¢ reakcji wynosita 55 %.



13C-NMR [de-DMSO, 100 MHz, ppm): 183.0; 60.4; 58.9;53.2; 47.8.
Temperatura topnienia: 145 °C [143-144, lit]
cLogP: -0.614

5.2. Synteza prekursoréw karbonylowych

5.2.1. Ogodlna procedura otrzymywania pochodnych kwasowych oraz amidowych

2-(hydroksybenzoilo)pirazyny.

CHO

X, Y=H, OH
Z= COCH, CONH2

W kolbie okraggtodennej o pojemnosci 500 cm3zaopatrzonej w mieszadio magnetyczne
umieszczono (0,04 mol) pochodnej pirazyny oraz (0,12 mol) odpowiedniego izomeru
aldehydu hydroksybenzoesowego. Kolbe umieszczono w tazni lodowej, z dodatkiem
soli (osiggnieto temperature -20 °C), a reagenty rozpuszczono w mieszaninie kwasow:
80 cm3®8 % kwasu siarkowego oraz 80 cm3 kwasu octowego. Tak otrzymany zolty
roztwor mieszano intensywnie przez 15 minut a nastepnie dodawano mieszanine
utleniajgca sktadajaca sie z 33,4 g siedmiowodnego siarczanu(VI) zelaza(ll) (0,12 mol)
oraz 16,5 cm3 (0,12 mol) 70% wodoronadtlenku tertbutylu. Mieszanine utleniajaca
podzielono na sze$¢ porcji i dodawano w przeciggu 30 minut, uwazajgc zeby
temperatura mieszaniny reakcyjnej nie przekroczyta -5°C. Podczas dodawania
mieszaniny utleniajacej zaobserwowano zmiane koloru ukiadu reakcyjnego na czarny
oraz wydzielanie sie babelkéw tlenu. Po zakonczeniu wkraplania utleniacza,
odstawiano faznie lodowg i mieszano intensywnie reagenty w temperaturze pokojowej

przez 2 godziny. Po tym czasie zaobserwowano powstanie charakterystycznego



kozucha na powierzchni roztworu. Nastepnie kolbe reakcyjng pozostawiono na 12
godzin w temperaturze -25 °C. Powstaly surowy produkt przesgczono na lejku
Buchnera, przemywano wodg do zaniku odczynu kwasnego i krystalizowano

dwukrotnie z etanolu.

5.2.1.1. Synteza kwasu 2-[5-(2-hydroksybenzoilo)]pirazynokarboksylowego19l

COOH

OH O]

Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej wg podpunktu 5.2.1 uzywajac do reakcji
4,96 g (0,04 mol) kwasu 2-pirazynokarboksylowego oraz 12,55 cm3(0,12 mol) aldehydu
salicylowego. Surowy produkt rodnikowego utleniania oczyszczano poprzez
krystalizacje z absolutnego etanolu otrzymujgc 2,94 g intensywnie z6ttej pochodnej

kwasu pirazynowego. Wydajnos¢ reakcji wynosi 30%.

XH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 10.52 (bs, 1H, -OH); 9.25 (d, J= 1,4 Hz, 1H,
pirazyna); 9.10 (d, J= 1,4 Hz, 1H, pirazyna ), 7.68 (dd, 7.69Hz, J2=1A Hz, 1H, fenyl),
7.58 - 7.48 (m 1H, fenyl), 7.07 - 6.97 (m, 2H, fenyl).

13C-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm): 195.3; 165.9; 157.9; 153.0; 145.0; 144.4; 143.0;
136.4; 132.9; 123.4; 119.7; 117.2.

Temperatura topnienia:138-139°C [141-142 °C lit]

cLogP: 1.985



/COOH

Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej wg podpunktu 5.2.1 uzywajgc do reakciji
496 g (0,04 mol) kwasu 2-pirazynokarboksylowego oraz 14,64 g (0,12 mol)
4-hydroksybenzoesowego. Tak otrzymany z06ity, surowy produkt gtdwny
krystalizowano z absolutnego etanolu, otrzymujac 1,29 g pochodnej

hydroksybenzoilowej kwasu pirazynowego z wydajnoscig 14 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 10.66 (s, 1H, -OH); 9.25 (m, 1H, pirazyna); 9.14
(m, 1H, pirazyna); 7.93 (d, J=7.2 Hz, 2H, fenyl);6.91 (d, J=7.6 Hz, 2H, fenyl).

13C-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm):190.2; 165.1; 163.5; 152.9; 145.2; 144.9; 144.3;
134.0; 126.8; 115.9.

Temperatura topnienia:195-196°C [195-196 °C lit]
cLogP: 1.525
Dla powyzszego zwigzku otrzymano strukture krystalograficzng

5.2.1.3. Synteza amidu kwasu 2-[5-(2-hydroksybenzoilo)]pirazynokarboksylowegol9l



aldehydu salicylowego. Surowy, czerwono-brgzowy amid oczyszczano poprzez
krystalizacje z metanolu otrzymujac 2,0 g pochodnej amidu kwasu pirazynowego.

Wydajnos¢ reakcji wynosi 22%.

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 10.48 (bs, 1H, -OH); 9.17 (d, J= 1.5 Hz, 1H,
pirazyna); 9.00 (d, J= 1.5 Hz, 1H, pirazyna); 8.36 (bs,2H, -NH2); 7.60-7.58 (m, 1H,
fenyl);7.50-7.45 (m, 1H, fenyl); 6.98-6.85 (m, 2H, fenyl).

13C-NMR [de-DMSO, 100 MHz, ppm):196.2; 164.4; 158.9; 152.5; 148.3; 141.3; 135.5;
131.0; 123.0; 119.4; 118.1.

Temperatura topnienia:246-247 °C [245-246 °C lit]
cLogP: 1.063

5.2.1.4 Synteza amidu kwasu 2-[5-(4-hydroksybenzoilo)]pirazynokarboksylowegol®

N. XONH2

Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w podpunkcie 5.2.1 uzywajgc do reakcji
4,92 g (0,04 mol) amidu kwasu 2-pirazynokarboksylowego oraz 12,55 cm3 (0,12 mol)
aldehydu salicylowego. Surowy, czerwono-brazowy amid oczyszczano poprzez
krystalizacje z absolutnego etanolu otrzymujac 2,0 g pochodnej amidu kwasu

pirazynowego. Wydajnosc¢ reakcji wynosi 11%.

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 10.55 (bs, 1H, -OH); 9.23 (d, J= 1.3 Hz, 1H,
pirazyna); 9.06 (d*/= 1.3 Hz, 1H, pirazyna); 8.43 (bs,IH, -NH2); 7.99 (bs, 1H,-NH2); 7.96-
7.88 (m, 2H, fenyl); 6.94-6.87(m, 2H, fenyl).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm):190.2; 164.9; 163.2; 152.6; 146.2; 143.8; 142.2;
134.0; 126.7; 115.6.

Temperatura topnienia:235°C [235 °C it]



cLogP: 0.603

Dla powyzszego zwigazku otrzymano strukture krystalograficzng

5.2.2 Reakcja Sonogashiry dla pochodnych benzaldehydu

5.2.2.1 Otrzymywanie 4-[(trimetylosililo)etynylo]benzaldehydu

CH3 _
| Pd(PPh3)2CI2 f o
H- Si— CH,
| Cul
ch3
Br
H,C— Si— CH,

Los
W kolbie okragtodennej o pojemnosci 25 cm3  szczelnie zamykanej septg i
zaopatrzonej w balon wypetniony azotem, umieszczono 0,37 g (2mmol) 4-
bromobenzaldehydu, 20 mg (0,046 mmol) katalizatora palladowego- Pd(PPh3)2CI2 50
mg (0,26 mmol) jodku miedzi(l) oraz 0,1 g (0,38 mmol) trifenylofosfiny. Stale substraty
rozpuszczono w 3 cm3 dimetyloformamidu z dodatkiem 4 cm3 Swiezo
przedestylowanej trietyloaminy. Przez tak przygotowang mieszanine reakcyjng
przedmuchiwano przez 5 minut azot, a nastepnie dodano 0,284 cm3 (2 mmol)
trimetylosililoacetylenu. Catos¢ mieszano w temperaturze 70 ° C przez 12 godzin. Po
zakonczeniu reakcji przesgczono mieszanine reakcyjng od nieorganicznego osadu,
a nastepnie traktowano roztwdér 0,1 M kwasem solnym, az do uzyskania odczynu
obojetnego. Kolejnym etapem w przerobie mieszaniny reakcyjnej byla trzykrotna
ekstrakcja mieszaniny reakcyjnej eterem dietylowym (3 x8 cm3 Et20). Warstwe
organiczng suszono nad bezwodnym NaHCO03 a nastepnie odparowano na wyparce
rotacyjnej, otrzymujac surowy produkt sprzegania w postaci zéttego, lepkiego oleju.

W reakcji otrzymano 0,38 g 4-[(trimetylosililo)etynylo]benzaldehydu z wydajnoscig 94



%, ktory bez dalszego oczyszczania uzywano w kolejnych etapach strategii

syntetycznej.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 10.01 (s, 1H, -CHO); 7,90 (d, J= 8.4 Hz, 2H, fenyl);
7,67 (d, J= 8.4 Hz, 2H, fenyl); 0.49 (s, 9H, -CH3).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 192,4; 136.3; 133.5; 129.8; 129.5; 104.2; 99.1; 1.2
cLogP: 3.986

5.2.2.2 Otrzymywanie 4-etynylobenzaldehydu

[~

ko3
MeOH

HX — Si— CH3 H

CH3

W kolbie okraggtodennej o pojemnosci 25 cm3 umieszczono 0,404 g (2 mmol)
4-[(trimetylosililo)etynylo]benzaldehydu oraz 0,414 g (3 mmol) weglanu(lV) potasu.
Dodano 10 cm3 metanolu a nastepnie przedmuchiwano przez uklad reakcyjny azot
w czasie 5 minut. Kolbe zatkano Parafimem® i mieszano w temperaturze pokojowej
przez 2 godziny. Po zakonczeniu reakcji odparowano mieszanine reakcyjng na wyparce
rotacyjnej. Pozostalo$¢ ekstrahowano trzykrotnie w uktadzie eter dietylowy : woda
(10 cm3: I0cm3). Warstwe organiczng suszono nad MgS04 a nastepnie odparowano
eter dietylowy otrzymujac 0,252 g kremowego osadu 4-etynylobenzaldehydu

zwydajnoscig 97 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 10.03 (s, 1H, -CHO); 7.92 (d, J= 8.4 Hz, 2H, fenyl);
7.7 (d, J= 8.0 Hz, 2H, fenyl); 4.54 (s, 1H, -CH).

BC-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 191.3; 136.3; 133.0; 129.6; 128.4; 83.2; 80.9



cLogP: 0.852

5.2.2.3 Otrzymywanie 4-[(3,3-dimetylo)-I-butyn-Il-ylo]benzaldehydu2?

CH3
PdCI2
+ H C— CH3
Cul, PPh3
CH3

Br

H3C— C— CHS3

ch3

W kolbie okrggtodennej o pojemnosci 25 cm3 szczelnie zamykane] septg
i zaopatrzonej w balon wypetlniony azotem, umieszczono 0,185 g (Immol) 4-
bromobenzaldehydu, 10 mg (0,057 mmol) chlorku palladu, 50 mg (0,26 mmol) jodku
miedzi() oraz 0,1 g (0,38 mmol) trifenylofosfiny. Dodano 3 cm3 3Swiezo
przedestylowanej trietyloaminy oraz 1 cm3 DMF-u. Kolbe zamknieto szczelnie septq ,
przepuszczano azot przez uktad reakcyjny po czym dodano 0,15 cm3 (1,2 mmol) 3,3-
dimetylo-l-butynu. Mieszanine reakcyjna ogrzewano w temperaturze 50 °C przez 20
godzin. Po zakonczeniu reakcji do kolby dodano 10 cm3 eteru dietylowego, po czym
odsgczono nierozpuszczalny osad. Powstaly przesacz ekstrahowano 4 razy 0,1 M
kwasem solnym (4 x 10 cm3). Oddzielong warstwe eterowg przemyto NaHCO03 po czym
suszono bezwodnym MgS04 i odparowano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej.
Otrzymany osad oczyszczano metodg chromatografii kolumnowej. W tym celu
uzyskang pozostatos¢ rozpuszczono w niewielkiej ilosci eluentu (octan etylu : heksan,
1 : 4) i wprowadzono na kolumne chromatograficzng @ = 1,5 cm, | = 45 cm).
Odbierano frakcje o objetosci ok. 10 cm3. Przebieg procesu kontrolowano naktadajac

krople eluatu na pilytke TLC i rozwijajgc w tym samym ukiladzie. Obserwowano Rf



produktu wynoszacy 0,53. Frakcije 5 -1 6 polagczono i odparowano otrzymujgc

kremowy produkt sprzegania z wydajnoscig 41 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 10.00 (s, 1H, -CHO); 7.87 (d, J= 8.4 Hz, 1H, fenyl),

7.56 (d, J=8.2 Hz, 1H, fenyl); 1.31 (s, 9H, -CH3).

13C-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm): 192.9; 135.5; 132.3; 130.0; 129.6; 103.3; 79.0;
31.0; 28.2.

Temperatura topnienia: 99 °C
cLogP: 3.621

5.3 Synteza modelowych chelatoréw metali przejsciowych

5.3.1 Synteza Z-2-[2-di(pirydynylo)metyleno]-A/,A/-dimetylohydrazynotiokarboamidul6

N H ACOH, EtOH

HN -H,0

NH

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 25 cm3 zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
i mieszadto magnetyczne, umieszczono 0,184 g (1 mmol) 2-dipirydyloketonu oraz
0,119 g (Immol) Al,/V-dimetylohydrazynotiokarboamidu. Nastepnie dodano 12 cm3
absolutnego etanolu oraz 0,5 cm3 kwasu octowego jako katalizatora. Mieszanine
reakcyjng ogrzewano w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, po czym ostudzono
i umieszczono w temperaturze 0° C na 2godziny. Po tym czasie obserwowano
strgcenie sie zoéttego osadu na dnie kolby, ktéry przesgczono pod zmniejszonym
ciSnieniem, przemyto eterem dietylowym i suszono. W celu otrzymania oczyszczonego
produktu, krystalizowano go dwukrotnie z bezwodnego metanolu. W wyniku reakciji

otrzymano 0,245 g z6ttego, klaczkowatego produktu zwydajnoscig 86 %.

IH-NMR [de-DMSO, 400 MHz, ppm): 15.16 (s, 1H, NH); 8.70 (d, J=4.0 Hz, 1H, pirydyna);
8,59 (d, J= 4,8 Hz, 1H, pirydyna); 8.11 (d, J= 8.0 Hz, 1H, pirydyna); 7.85-7.80 (m, 2H,



13C-NMR [d6DMSO, 100 MHz, ppm): 181.2; 156.2; 151.9; 148.0; 147.1; 142.9; 137.3;
137.2; 126.9; 124.8; 123.9; 123.3; 42.0

Temperatura topnienia: 145 °C [lit. 144 °C]

cLogP: 0.992

5.4 Ogodlna procedura syntezy tiosemikarbazonow w reaktorze mikrofalowym

u
MW
A . H,0
EtOH, AcOH
NH

Ri= chinolina, chinazollna, pirydyl, salicyl, fenyl N

R2=H, pirydyl, fenyl |

R3= H, alkil, aryl, podstawiona piperazyna R4

Rs=H, cykloheksyl, podstawiona piperazyna

W dedykowanej probowce do reaktora mikrofalowego o pojemnosci 10 cm3
zaopatrzonej w dipol magnetyczny umieszczono 1 mmol prekursora karbonylowego
oraz 1 mmol odpowiedniego tiosemikarbazydu. Substraty rozpuszczano w 5 cm3
etanolu, dodajgc 0,15 cm3 kwasu octowego jako katalizatora. Probéwke zamykano
szczelnie aluminiowym kapslem zawierajgcym septum, a nastepnie ogrzewano
w temperaturze 85° C, przy czym maksymalna moc reaktora nie przekraczata 50 W.
Otrzymany produkt oczyszczano przez krystalizacje w polarnym rozpuszczalniku badz

tez z uzyciem chromatografii kolumnowe;.

54.1 Otrzymywanie (E)-2-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-A/,A/-dimetylo-
hydrazynotiokarboamidu.



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4. Przed reakcja
krystalizowano dwukrotnie handlowy substrat tiosemikarbazydowy z metanolu, gdyz
chromatografia cienkowarstwowa wykazata jego zanieczyszczenie. Do reakcji uzywano
0,173 g (Immol) 8-hydroksychinolino-2-karbaldehydu, 0,119 g (Immol)
IV, IV-dimetylohydrazynotiokarboamidu. Substraty rozpuszczono w etanolu, dodano
2 krople lodowego kwasu octowego i ogrzewano mieszanine reakcyjng w reaktorze
mikrofalowym przez 7 minut. Otrzymany produkt oczyszczano metodg chroamtografii
kolumnowej uzywajac jako eluentu uktadu octan etylu : heksan (5 : 1, v/v), nastepnie
potaczono frakcje 15-20 i odparowano produkt na wyparce rotacyjnej (Rfproduktu= 0.42).
Tak otrzymany produkt giéwny koloru zo6ttego, krystalizowano z absolutnego etanolu,
otrzymujac 0,225 g (£)-2-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-/\/,/V-dimetylo-

hydrazynotiokarboamidu z wydajnoscig 82 %.

IH-NMR {de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.41 (s, 1H, -NH); 9.77 (s, 1H, -OH); 8.39 (s,
1H, -CH); 8.29 (d, J=8.4 Hz, 1H, chinolina); 8.02 (d, J= 8.8 Hz, 1H, chinolina); 7.40 (m,
2H, chinolina); 7.11 (d, J= 7.4 Hz, 1H, chinolina); 3.35 (s, 6H, -CH3J).

13C-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.2; 153.6; 152.5; 144.1; 138.6; 136.9; 129.1;

128.5; 118.3; 118.1; 112.6; 42.9.

HR-MS (El): 274.0888 (obliczono dla C13H14N4CS: 274.0888)

Temperatura topnienia: 188-189°C

cLogP: 2.165

5.4.2 Otrzymywanie/V-metylo-2-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-hydrazynotio-
karboamidu



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4 uzywajgc do reakcji
0,173 g (Immol) aldehydu 2-(8-hydroksy)chinolinowego oraz 0,105 ¢
A/-metylohydrazynotiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze
mikrofalowym przez 10 minut, po czym przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem
powstaty z0Oity osad i przemyto eterem dietylowym. Surowy produkt krystalizowano
z bezwodnego metanolu otrzymujgc 0,226 g /V-metylo-2-[(8-hydroksy-2-

chinolinylo)metyleno]-hydrazynotiokarboamidu z wydajnoscia 87 %.

1H-NMR [de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.92 (s, 1H, -NH); 9.84 (s, 1H, -OH), 8.80 (m, 1H, -
NH), 8.42 (d, J= 8.8 Hz, 1H, chinolina), 8.30 (d, J=8.8 Hz, 1H, chinolina), 8.27 (s, 1H, -
CH), 7.46-7.38 (m, 2H, chinolina), 7.10 (d, J= 7.2 Hz, 1H, chinolina), 3.07 (d, J= 4.4 Hz,

3H,-CH3).

13C-NMR [de-DMSO, 100 MHz, ppm): 178.4; 153.8; 152.4; 142.3; 138.6; 136.6; 129.2;
128.5; 118.7; 118.2; 112.6; 31.4.

Temperatura topnienia: 233°C (rozkfad)
cLogP: 2.064

5.4.3 Otrzymywanie Al/-etylo-2-[(8-hydroksychiinolin-2-ylo)metyleno)-hydrazynotio-
karboamidu

OH

Zwigzek otrzymano wg ogélnej procedury opisanej w punkcie 5.4 uzywajgc do reakcji
0,173 g (Immol) aldehydu 2-(8-hydroksy)chinolinowego oraz 0,119 g A/-etylo
hydrazynotiokarboamidu. Mieszanine reakcyjna ogrzewano w reaktorze mikrofalowym
przez 12 minut, po czym przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem powstaty zoky

osad i przemyto eterem dietylowym. Surowy produkt krystalizowano z absolutnego



etanolu otrzymujagc 0,26 g /V-etylo-2-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-

hydrazynotiokarboamidu z wydajnoscig 95 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.86 (s, 1H, -NH), 9.83(s, 1H, -OH), 8.84 (m, 1H, -
NH), 8.43 (d, J= 8.8 Hz, 1H, chinolina), 8.30 (d, J= 8.8 Hz, 1H, chinolina), 8.28 (s, 1H, CH),
7.44-7.38 (m, 2H, chinolina), 7.10 (d, J= 7.2 Hz, 1H, chinolina), 3.65 (m, 2H, -CH2), 1.19
(t, 3= 7.2 Hz, 3H, -CH3).

13C-NMR {de-DMSO, 100 MHz, ppm): 177A; 153.9; 152.3; 142.4; 138.7; 136.5; 129.2;
128.5; 118.8; 118.2; 112.6; 41.2; 15.0.

Temperatura topnienia: 244-245°C

cLogP: 2.593

5.4.4  Otrzymywanie (£)-2-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-A/-fenylohydrazyno-
tiokarboamidu

OH

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w podpunkcie 5.4. uzywajac do
reakcji 0,173 g (Immol) aldehydu 2-(8-hydroksy)chinolinowego oraz 0,167 g (Immol)
A/-fenylo hydrazynotiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze
mikrofalowym przez 12 minut, a nastepnie umieszczono mieszanine reakcyjng
w temperaturze -20 ° C na 2 godziny. Po tym czasie nie zaobserwowano wytrgcania
produktu, stad odparowano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej. Pozostalosé
potraktowano 4 cm3chlorku metylenu, wstawiono na 30 minut do zamrazarki (-20 °C)
a nastepnie dodano 1 cm3 heksanu. Obserwowano wytrgcanie z6itego osadu, ktéry
przesagczono pod zmniejszonym ciSnieniem. Surowy produkt krystalizowano
z absolutnego  etanolu otrzymujagc 0,228 g /V-fenylo-2-[(8-hydroksy-2-

chinolinylo)metylenolhydrazynotiokarboamidu z wydajnoscig 69 %.



XH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.81 (s, 1H, -NH); 8.85 (m, 1H, -NH); 8.46-8.38
(m, 2H, chinolina,-OH); 8.24 (s, 1H, -CH); 8.00 (t, J= 8.8 Hz, 2H, fenyl); 7.77 (t, J=7.2 Hz,
1H, fenyl); 7.62 (t,J= 7.2 Hz, 1H, fenyl); 7.59 (m, 2H, chinolina, fenyl); 7.43-7.39 (m, 2H,

chinolina); 7.26 (d,J= 7.6 Hz, 1H, chinolina).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 178.4; 153.8; 152.4; 142.3; 138.6; 138.2; 136.6;

129.4; 129.2; 128.5; 128.3; 126.7; 118.7; 118.2; 112.6.

Temperatura topnienia: 199-200°C

cLogP: 4.153

5.4.5 Otrzymywanie (E)-Al-cykloheksylo-2-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-A/-

metylohydrazynotiokarboamidu.

Zwigzek otrzymano wg ogélnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakciji
0,173 g (Immol) aldehydu 2-(8-hydroksy)chinolinowego oraz 0,187 g (Immol)
/V-cycloheksylo-A/-metylohydrazynotiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano
w reaktorze mikrofalowym przez 30 minut, a po studzeniu do temperatury pokojowej
umieszczono jg w obnizonej temperaturze (-20° C) przez 60 minut. Analiza technikg
TLC, wskazala zanieczyszczenie produktu substratem, stad przeprowadzono rozdziat
chromatograficzny uzywajgc chromatografu preparatywnego Buchi Sepacore®. Jako
eluentu uzywano uktadu octan etylu : metanol (8 : 1), a nastepnie potgczono frakcje
13-19 i odparowano na wyparce rotacyjnej otrzymujac zielono-zétty osad

tiosemikarbazonu (Rf=0,34). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 65 % (0,222 g produktu).



1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.33 (bs, 1H, -NH); 9.77 (bs, 1H, -OH); 8.39 (s, 1H,
-CH); 8.30 (d, J= 8.8 Hz, 1H, chinolina); 7.99 (d, J= 8.8 Hz, 1H, chinolina); 7.44 (t, J= 7.6
Hz, 1H, chinolina); 7.38 (dd, Jj= 8.0 Hz; J2= 1.2 Hz, 1H, chinolina); 7.11 (dd, Jj= 7.2 Hz
1.2 Hz, 1H, chinolina); 4.74 (bs, 1H, Ci-cykloheksyl); 3.14 (s, 3H, -CHJ3); 1.80 (m, 4H,
cykloheksyl);1.58 (m, 3H, cykloheksyl); 1.32 (m, 2H, cykloheksyl); 1.16 (t, J= 11.4 Hz,
1H, cykloheksyl).

13C-NMR [de-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.2; 153.8; 152.5; 144.1; 138.6; 136.9; 129.1;
128.4; 118.3 117.90; 112.6; 61.2; 39.8; 35.0;29.7; 25.7; 25.4.

HR-MS (El): 342.1513 (obliczono dla: Ci8H2N40S: 342.1514)
Temperatura topnienia: 164-165 0C

cLogP: 4.193

5.4.6 Otrzymywanie (f)-4-etylo-A/'-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-I-piperazyno-I-
tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wg ogoélnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakc;ji
0,173 g (Immol) aldehydu 2-(8-hydroksy)chinolinowego oraz 0,188 g (Immol) 4-
etylopiperazyno-I-tiokarbohydrazydu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze
mikrofalowym przez 30 minut, po czym wstawiono do obnizonej temperatury (-20 ° Q)
na 60 minut. Po tym czasie zaobserwowano wytrgcenie sie zoéitego osadu, ktory
przesgczono na lejku Buchnera i przemyto eterem dietylowym. Tak otrzymany surowy

tiosemikarbazon krystalizowano z absolutnego etanolu otrzymujgc 0,254 g (F)-4-etylo-



wydajnoscia 74 %.

1H-NMR (d6:DMSO, 400 MHz, ppm): 15.29 (bs, 1H, -NH); 8.33 (s, 1H, -CH); 8.30 (d, J=
8.4 Hz, 1H, chinolina); 7.97 (d, J= 8.4 Hz, 1H, chinolina); 7.44 (t, J = 7.6 Hz, 1H,
chinolina); 7.38 (d, J =7.2 Hz, 1H, chinolina); 7.11 (d, J=7.4 Hz, 1H, chinolina); 3.95 (m,

4H, piperazyna); 2.50 (m, 6H, piperazyna); 1.04 (t, J= 6.8 Hz, 3H, -CHJ).

13C-NMR (afe-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.2; 153.8; 152.3; 144.0; 138.6; 136.9; 129.1;

128.5; 118.2; 117.9; 112.6;52.7; 51.7, 50.5; 12.4.

HRMS-ESI-TOF: 366.1362 [M + Na]+( obliczono dla Ci7THZN 50SNa: 366.1365)
Temperatura topnienia: 167-168 °C
cLogP: 2.931

5.4.7 Otrzymywanie (fJ-W-KS-hydroksy”-chinolinyloJmetylenoM-fenylo-I-piperazyno-I-

tiokarbohydrazyd

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,173 g (Immol) aldehydu 2-(8-hydroksy)chinolinowego oraz 0,236 g (Immol)
4-fenylopiperazyno-I-tiokarbohydrazydu. Mieszanine reakcyjna ogrzewano
w reaktorze mikrofalowym przez 30 minut, po czym wstawiono do obnizonej
temperatury (-20 °C) na 60 minut. Po tym czasie zaobserwowano wytrgcenie sie

z6ktego osadu, ktory przesgczono pod zmniejszonym ciSnieniem a nastepnie przemyto



heksanem. Tak otrzymany surowy produkt gtowny krystalizowano z absolutnego
etanolu otrzymujac 0,262g (F)-4-fenylo-A/'-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-I-

piperazyno-I-tiokarbo-hydrazydu zwydajnoscig 67 %.

1H-NMR (d6:DMSO, 400 MHz, ppm): 11.71 (bs, 1H, -NH); 9.83 (bs, 1H, -OH); 8.38 (bs,
1H, -CH); 8.32 (d, J= 8,7 Hz, 1H, chinolina); 8.01 (d, J= 8.7 Hz, 1H, chinolina); 7.44 (m,
1H, chinolina); 7.39 (m, 1H, chinolina); 7.25 (t, J= 7.9 Hz, 2H, fenyl); 7.13 (d, J=7.1 Hz
1H, chinoliona); 6.99 (d, J= 8.2 Hz, 2H, fenyl); 6.82 (t, J= 7.1 Hz, 1H, fenyl); 4.13 (m, 4H,

piperazina); 3.32 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.3; 153.8; 152.3; 151.0; 144.2; 138.6; 137.0;
129.5; 129.2; 128.6; 119.6; 118.3; 117.9; 115.9; 112.7; 50.4; 48.6.

HRMS-ESI-TOF: 392.1540 [M + H]+(obliczono dla CAH22N50S: 392.1545)

Temperatura topnienia: 175-176 °C

cLogP: 3.833

5.4.8 Otrzymywanie (E)-Al'-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-4-(2-pirydynylo)-
piperazyno-I|-tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji 0,173 g
(Immol) aldehydu 2-(8-hydroksy)chinolinowego oraz 0,237 g (Immol) 4-(2-
pirydynlo)piperazyno-I-tiokarbohydrazidu. Mieszanine reakcyjna ogrzewano
w reaktorze mikrofalowym przez 30 minut, po czym wstawiono do obnizonej
temperatury (-20 °C) na 24 godziny. Po tym czasie odparowano rozpuszczalnik na

wyparce rotacyjnej, a do pozostatosci dodano 5 cm3 chlorku metylenu. Mieszanine



reakcyjng umieszczono na 30 minut w zamrazarce laboratoryjnej (-20 °C). Do tak
schltodzonej mieszaniny reakcyjnej wkroplono 2 cm3eteru dietylowego, obserwujgc
jednoczesnie wytrgcanie sie ktaczkowatego osadu. Otrzymano 0,301 g (E)-N-[(8-
hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-4-(2-pirydynylo)piperazyno-I-tiokarbohydrazydu

zwydajnoscig 77 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.70 (bs, 1H, -NH); 9.82 (bs, 1H, -OH); 8.38 (s, 1H,
-CH); 8.31 (d, J= 8.7 Hz, 1H, chinolina); 8.16 (d, J= 4.8 Hz, 1H, pirydyna); 8.02 (d, J= 8.7
Hz, 1H, chinolina); 7.58 (m, 1H, pirydyna); 7.45 (t, 7= 7.6 Hz, 1H, chinolina); 7.39 (d, J=
7.9 Hz, 1H, chinolina); 7.13 (d, J= 7.3 Hz, 1H, chinolina); 6.86 (d, J= 8.6 Hz, 1H,

pirydyna); 6.68 (m, 1H, pirydyna); 4.11 (m, 4H, piperazyna); 3.70 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR (dg-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.3; 159.0; 153.8; 152.3; 148.0; 144.2; 138.6;
138.1; 137.0,129.1; 128.6; 118.3; 118.0; 113.6; 112.6; 107.5; 50.2; 44.7.

HRMS-ESI-TOF: 393.1490 [M + H]+(obliczono dla CoH2IN 60S: 393.1498)
Temperatura topnienia: 176-177 °C
cLogP: 2.885

5.4.9 Otrzymywanie (H)-Al'-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-4-(2-pirazynylo)-
piperazyno-I|-tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji 0,173 g
(Immol) aldehydu 2-(8-hydroksy)chinolinowego oraz 0,238 g (Immol) 4-(2-

pirazyno)piperazyno-l-tiokarbohydrazidu. = Mieszanine reakcyjng ogrzewano w



reaktorze mikrofalowym przez 20 minut, za$ po wyjeciu z reaktora ( wstepne
schlodzenie do 50 °C) obserwowano natychmiastowe strgcanie sie bladozéttego osadu.
Otrzymany osad przesaczono pod zmniejszonym ciSnieniem i przemyto eterem
dietylowym, uzyskujac 0,33 g (f)-Ar'-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-4-(2-

pirazynylo)piperazyno-I-tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 86 %.

1H-NMR (dg-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.72 (bs, 1H, -NH); 9.82 (bs, 1H, -OH); 8.38 (s, 1H,
-CH); 8.36 (m, 1H, pirazyna); 8.31 (d, J= 8.7 Hz, 1H, chinolina); 8.13 (m, 1H, pirazyna);
8.02 (d, J= 8.7 Hz, 1H, chinolina); 7.89 (m, 1H, pirazyna); 7.45 (t, J = 7.6 Hz, 1H,
chinolina); 7.39 (d, J= 7.5 Hz, 1H, chinolina); 7.13 (d, J= 6.7 Hz, 1H, chinolina); 4.13 (m,

4H, piperazyna); 3.78 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR (d6-:DMSO, 100 MHz, ppm): 181.4; 154,7; 153.8; 152.2; 144.3; 141.9; 138.6;
137.0; 133.1; 131.7; 129.2; 128.6; 118.3; 118.0; 112.6; 49.9; 44.0

HRMS-ESI-TOF: 394.1448 [M + H]+(obliczono dla Ci9H2NT70S: 394.1450)
Temperatura topnienia: 200-201 °C
cLogP: 2.121

5.4.10 Otrzymywanie (E)-Al'-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-4-morfolino-
tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji 0,173 g
(Immol) aldehydu  2-(8-hydroksy)chinolinowego oraz 0,161 g (Immol)
4-morfolinotiokarbohydrazydu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze

mikrofalowym przez 30 minut, a nastepnie umieszczono w obnizonej temperaturze (-5



°C). Zaobserwowano wytrgcenie sie intensywnie zo6ttego osadu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem i przemyto heksanem. Otrzymany tiosemikarbazon

krystalizowano z bezwodnego metanolu uzyskujac 0,24g produktu z wydajnoscig 76 %.

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.66 (bs, 1H, -NH); 9.81 (bs, 1H, -OH); 8.35 (s, 1H,
-CH); 8.30 (d, J=8.7 Hz, 1H, chinolina), 7.97 (d, J=8.7 Hz, 1H, chinolina), 7.45 (t, J=7.7
Hz, 1H, chinolina), 7.39 (d, J=7.6 Hz, 1H, chinolina), 7.12 (d, J= 7.1 Hz, 1H, chinolina);

3.98 (m, 4H, piperazyna); 3.72 (m, 4H, piperazyna).

1C-NMR (cfe-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.4; 153.8; 152.2; 144.3; 138.6; 137.0; 129.1;

128.6; 118.3; 117.9; 112.6; 66.5; 51.2.

HRMS-EI: 316.0984 (obliczono dla: C15HI6N4O2S: 316.0994)
Temperatura topnienia: 181-182° C
cLogP: 1.841

5.4.11 Otrzymywanie A/,A/-dimetylo-2-[(2-chinolinylo)metylenolhydrazynotiokarboamidu

Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji 0,157 g
2-chinolinokarbaldehydu oraz 0,119 g /V,/V-dimetylohydrazynotiokarboamidu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 12 minut, po czym
odparowano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej uzyskujac zotty lepki olej. Do oleju
dodano 5 cm3metanolu i odstawiono do obnizonej temperatury (-20 °C) na 24 godziny.
Po tym czasie dodano 2 cm3 heksanu i obserwowano wytrgcenie sie klaczkowatego
osadu, ktéry przemyto heksanem. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano
z absolutnego etanolu, uzyskujac 0,227 g A/,/V-dimetylo-2-[(2-chinolinylo)metyleno]-

hydrazynotiokarboamidu z wydajnosScig 88%.



IH-NMR (d-CDCI3 400 MHz, ppm): 11.07 (s, 1H, -NH); 8.31 (d, 7= 8.8 Hz, 1H, chinolina);
7.90 (t, 7=8.4 Hz, 2H, chinolina); 7.80 (m, 1H, chinolina); 7.69 (s, 1H, -CH); 7.65 (m, 1H,
chinolina); 7.54 (d, 1H, 7=7.8 Hz, chinolina); 3.62 (s, 6H, -CH3).

13C-NMR (dj-CDCls, 100 MHz, ppm): 181.5; 152.1; 145.9; 138.0; 136.4; 130.9; 128.0;
127.9; 127.6; 127.2; 122.5; 47.1.

Temperatura topnienia: 162-163°C
cLogP: 2.114

5.4.12 Otrzymywanie A/-metylo-2-[(2-chinolinylo)metyleno)hydrazynotiokarboamidu

N

Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji 0,157 g
2-chinolinokarbaldehydu oraz 0,105 g A/-metylohydrazynotiokarboamidu. Mieszanine
reakcyjna ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 12 minut, po czym odparowano
rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej uzyskujgc zoOty osad. Analiza XH-NMR wskazata
zamieszczenie produktu gtéwnego aldehydem chinolinowym. W celu oczyszczenia
surowego produktu, zastosowano dwukrotng krystalizacje tiosemikarbazonu
z bezwodnego metanolu, uzyskujgc 0,19 g /V-metylo-2-[(2-chinolinylo)metyleno]-

hydrazynotiokarboamidu z wydajnoscig 78%.

XH-NMR (dg-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.87 (s, 1H, -NH); 8.80 (m, 1H, -NH); 8.45-8.37
(m, 2H, chinolina); 8.24 (s, 1H, -CH); 8.00 (m, 2H, chinolina); 7.77 (t, 7=7.6 Hz, 1H,
chinolina); 7.62 (t, 7=7.6,1H, chinolina); 3.07 (d, 7=4.8 Hz, 3H, -CHJ).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 177.5; 153.1; 148.9; 137.5; 134.2; 131.9; 128.1;
127.9; 127.5; 127.2; 122.9; 45.2.

HR-MS (El): 244.0777 (obliczno dla: Ci2Hi2N4S; 244.0783).

Temperatura topnienia: 225-227°C.



clogP= 1.968

Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji 0,157 g
2-chinolinokarbaldehydu oraz 0,119 g W-etylohydrazynotiokarboamidu. Mieszanine
reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 12 minut, a po tym czasie
obserwowano gwattowne wytrgcanie sie kltaczkowatego osadu (mieszanina reakcyjna
schltodzona do temperatury 50 "C). Osad przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem
i przemywano eterem dietylowym. Surowy produkt krystalizowano z absolutnego
etanolu, uzyskujac 0,217 g /V-etylo-2-[(2-chinolinylo)metyleno]hydrazynotiokarbo-

amidu z wydajnoscia 84 %.

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 12.25 (s, 1H, -NH), 8.42 (m, 1H, -NH), 8.48-8.38
(m, 2H, chinolina), 8.39 (s, 1H, -CH), 8.00 (m, 2H, chinolina), 7.77 (t, J= 7.8 Hz, 1H,
chinolina), 7.58 (t, J= 7.6 Hz, 1H, chinolina), 3.55 (m, 2H, -CH2), 1.18 (t, J= 7.4 Hz,

3H, -CH3).

1C-NMR (cfe-DMSO, 100 MHz, ppm): 177.0; 153.9; 143.4; 139.4; 136.5; 129.3; 128.7
128.6; 126.8; 126.1; 118.2; 44.2; 15.1

HR-MS (El): 258.0944 (obliczono dla: C13H14N4S: 258.0939).

Temperatura topnienia= 231-232°C

clogP=2.497



Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji 0,157 g
2-chinolinokarbaldehydu oraz 0,167 g A/-fenylohydrazynotiokarboamidu. Mieszanine
reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 12 minut, a nastepnie
odparowano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej. Do pozostatosci dodano 5 cm3
acetonitrylu i pozostawiono na 12 godzin w obnizonej temperaturze (- 20 °C). Po tym
czasie dodano do mieszaniny reakcyjnej 2 cm3 heksanu i ponownie odstawiono do
zamrazarki laboratoryjnej na 2 godziny. Wytrgcony osad przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem i przemywano heksanem. Surowy produkt krystalizowano
z bezwodnego acetonitrylu, uzyskujac 0,254 g /V-fenylo-2-[(2-chinolinylo)metyleno]-

hydrazynotiokarboamidu z wydajnoscig 83 %.

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.81 (s, 1H, -NH), 8.72 (m, 1H, -NH), 8.44-8.38
(m, 1H, chinolina), 8.30 (s, 1H, -CH), 8.02 (t, 7=8.8 Hz, 2H, chinolina), 7.78 (t, J=7.2 Hz,
1H, chinolina), 7.77 (t, 1H, 7=7.2 Hz, fenyl), 7.70-7.59 (m, 3H, chinolina, fenyl), 7.45-

7.38 (m, 2H, fenyl), 7.26 (d, 1H, 7=7.6 Hz, fenyl).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 179.4; 151.3; 144.2; 138.6; 137.7; 136.4; 129.4;
129.8; 128.6; 128.5; 128.3; 126.8; 118.9; 118.2; 113.1.

Temperatura topnienia: 185-186°C

cLogP: 4.057



Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji 0,157 g
2-chinolinokarbaldehydu oraz 0,187 g A/-cykloheksylo-/V-metylohydrazynotiokarbo-
amidu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 30 minut,
a nastepnie odstawiono do obnizonej temperatury na 2 godziny. Po tym czasie
zaobserwowano strgcenie sie zoitego osadu, przesagczono na lejku Buchnera
i przemywano heksanem. Surowy produkt krystalizowano z bezwodnego metanolu,
uzyskujgc 0,189 g (£)-A/-cykloheksylo-/V-metylo-2-[(2-chinolinylo)metyleno]lhydrazyno-

tiokarboamidu z wydajnoscig 58 %.

MXH-NMR (cfg-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.25 (bs, 1H, -NH); 8.39 (m, 2H, -cH, chinolina);
8.03-7.98 (m, 3H, chinolina); 7.78 (t, J= 8.0 Hz, 1H, chinolina); 7.62 (t, J= 7.6 Hz, 1H,
chinolina); 4.74 (bs, 1H, Ci-cykloheksyl); 3.14 (s, 3H, -cH3); 1.80 (m, 4H, cykloheksyl);
1.58 (m, 3H, cykloheksyl); 1.30 (m, 2H, cykloheksyl); 1.15 (t, J= 12.0 Hz, 1H,

cykloheksyl).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm):181.1; 154.5; 147.9; 144.2; 137.0; 130.5; 129.2;
128.4; 128.1; 127.5; 117.7; 61.2; 39.8; 34.9; 29.7; 25.8; 25.7; 25.4.

HRMS-EI: 326.1564 (obliczono dla: Ci8H2N4S: 326.1565)
Temperatura topnienia: 125-1260C

cLogP: 4.145



Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji 0,157 g
2-chinolinokarbaldehydu oraz 0,188 g 4-etylopiperazyno-I-tiokarbohydrazydu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 30 minut,
a nastepnie odparowano mieszanine reakcyjng na wyparce rotacyjnej otrzymujgc lepki
olej. Analiza IH-NMR  wskazala zanieczyszczenie produktu gtbwnego
nieprzereagowanym tiosemikarbazydem. Otrzymany surowy produkt oczyszczano
metoda chromatografii kolumnowej (CH2CI2 ; etanol, 10 : 1, v/v), taczac frakcje 10-17
(Rf= 0,48) i odparowujgc na wyparce rotacyjnej. Ponowna Kkrystalizacja z etanolu
pozwolita  uzyska¢ czysty (£)-4-etylo-/V'-[(2-chinolinylo)metyleno)piperazyno-I-

tiokarboohydrazyd (0,255 g) zwydajnoscig 78 %.

IH-NMR (cfe-DMSO, 400 MHz, ppm): 8.39 (d, J= 8.7 Hz, 1H, chinolina); 8.32 (s, 1H, -CH);
8.03-7.98 (m, 3H, chinolina); 7.77 (t, J= 8.4 Hz, 1H, chinolina); 7.62 (t, J= 7.8 Hz, 1H,
chinolina); 3.97 (m, 4H, piperazyna); 2.51 (m, 6H, -CH2, piperazyna); 1.04 (t, J= 7.2 Hz,
3H, -CH3).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.1; 154.3; 147.8; 144.2; 137.1; 130.5; 129.2;
128.5; 128.2; 127.6; 117.7; 52.6; 51.8; 50.5; 12.3.

HRMS-ESI-TOF: 350.1414 [M + Na]+(obliczono dla: Ci7H2IN5SNa: 350.1415)
Temperatura topnienia: 168-1690C
cLogP: 2.883



Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji 0,157 g
2-chinolinokarbaldehydu oraz 0,236 g 4-fenylopiperazyno-I-tiokarbothydrazydu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 30 minut, po czym
odstawiono mieszanine reakcyjng do lodéwki laboratoryjnej (-20 °C) na 2 godziny. Po
tym czasie zaobserwowano wytrgcenie sie pomararnczowego osadu, ktéry przesgaczono
pod zmniejszonym cisnieniem i przemywano heksanem. W celu uzyskania czystego
tiosemikarbazonu, surowy produkt reakcji poddawano dwukrotnej krystalizacji
z bezwodnego metanolu uzyskujac 0,304 g czystego (F)-4-fenylo-A/-[(2-

chinolinylo)metyleno)piperazyno-I-tiokarboohydrazydu z wydajnoscig 81%.

1H-NMR (d6DMSO, 400 MHz, ppm): 11.66 (bs, 1H, -NH); 8.39 (d, J= 8.7 Hz, 1H,
chinolina); 8.35 (s, 1H, -CH); 8.03 (d, J= 8.5 Hz, 2H, chinolina); 7.99 (d, J= 8.0 Hz, 1H,
chinolina); 7.79 (t, J= 7.6 Hz, 1H, chinolina); 7.62 (t, J=7.8 Hz, 1H, chinolina); 7.25 (t, J=
7.8 Hz, 2H, fenyl); 6.99 (d, J = 8.1 Hz, 2H, fenyl); 6.82 (t, J= 7.1 Hz, 1H, fenyl); 4.14 (m,

4H, piperazyna); 3.32 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.2; 154.3; 150.9; 147.9; 144.4; 137.1; 130.5;
129.5; 129.3; 128.5; 128.2; 127.6; 119.6; 117.8; 116.0; 50.3; 48.5.

HRMS-ESI-TOF: 376.1591 [M + H]+(obliczono dla: C2IH22N5S: 376.1596)

Temperatura topnienia: 162-163° C



Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji 0,157 g
2-chinolinokarbaldehydu oraz 0,237 g 4-(2-pirydynylo)piperazyno-I-
tiokarbohydrazydu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez
30 minut, po czym odparowano mieszanine reakcyjng na wyparce rotacyjnej
otrzymujac pomaranczowy osad, ktéry przesaczono na lejku Buchnera i przemyto
eterem dietylowym. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano z bezwodnego
acetonitrylu, uzyskujac 0,259 g czystego (£)-4-(2-pirydynylo)-/V'-[(2-chinolinylo)-

metyleno]piperazyno-I-tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 69 %.

A~-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.50 (bs, 1H, -NH); 8.38 (m, 2H, chinolina,
pirydyna); 8.16 (d, J=4.0 Hz, 1H, pirydyna); 8.03 (d, J= 8.6 Hz, 2H, chinolina); 7.98 (d, J=
8.0 Hz, 1H, chinolina); 7.79 (t, J= 7.2 Hz, 1H, chinolina); 7.64-7.56 (m, 2H, chinolina,
pirydyna); 6.85 (d, J= 8.8 Hz, 1H, pirydyna); 6.68 (t, J= 5.2 Hz, 1H, pirydyna); 4.12 (m,

4H, piperazyna); 3.71 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.5; 159.0; 154.3; 148.0; 147.9; 144.5; 138.0;
137.1; 130.4; 129.3; 128.4; 128.2; 127.6; 117.8; 113.6; 107.5; 50.2; 44.7.

HRMS-ESI-TOF: 377.1549 [M + H]+(obliczono dla: CH2N 6S: 377.1548)

Temperatura topnienia: 133-134 °C

cLogP: 2.837



Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji 0,157 g
2-chinolinokarbaldehydu oraz 0,238 g 4-(2-pirazynylo)piperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 30
minut, za$S po tym czasie obserwowano intensywne wytracanie sie zéltego osadu
(ochtodzenie do 50 ° C). Surowy osad tiosemikarbazonu przesgaczono na lejku Buchnera
i przemyto eterem dietylowym. Produkt finalny krystalizowano z bezwodnego
metanolu, uzyskujgc 0,362 g czystego (f)-4-(2-pirazynylo)-A/'-[(2-chinolinylo)metyleno]-

piperazyno-I-tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 96 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.77 (bs, 1H, -NH); 8.39 (d, J= 8.7 Hz, 1H,
chinolina ); 8.35 (m, 2H, -CH, pirazyna); 8.13 (m, 1H, pirazyna); 8.03 (m, 2H, chinolina);
8.00 (d, 1H, J= 7.8 Hz, 1H, chinolina); 7.89 (d, J= 2.4 Hz, 1H, pirazyna); 7.79 (t, J=7.0 Hz,
1H, chinolina);7.63 (t, J= 7.9 Hz, 1H, chinolina); 4.13 (m, 4H, piperazyna); 3.78 (m, 4H,

piperazyna).

1C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.3; 154.7; 154.3; 147.9; 144.4; 141.9; 137.1;

133.1; 131.7; 130.5; 129.3; 128.5; 128.2; 127.6; 117.8; 49.9; 44.0.

HRMS-ESI-TOF: 378.1498 [M + H]+obliczono dla: Ci9H20N7S: 378.1501)
Temperatura topnienia: 188-189° C

cLogP: 2.072



Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji 0,157 g
2-chinolinokarbaldehydu oraz 0,161 g 4-morfolinotiokarbohydrazidu. Mieszanine
reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 30 minut, a nastepnie
odparowano mieszanine reakcyjng pod zmniejszonym ciSnieniem. Pozostatos¢
rozpuszczono w 5 cm3 chlorku metylenu i pozostawiono w obnizonej temperaturze
(-20 ° C) na 24 godziny. Po tym czasie dodano do mieszaniny reakcyjnej 2 cm3eteru
dietlowego, obserwujgc jednoczesnie strgcanie sie zoéttego osadu. Surowy osad
tiosemikarbazonu przesgczono na lejku Buchnera i przemyto eterem dietylowym.
Produkt finalny krystalizowano z bezwodnego metanolu, uzyskujgc 0,255 g czystego

(E)-/V'-[(2-chinolinylo)metyleno]morfolino-4-tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 85 %

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.61 (bs, 1H, -NH); 8.38 (d, J = 8.7 Hz, 1H,
chinolina); 8.32 (s, 1H, -CH); 8.01 (m, 3H, chinolina); 7.80 (t, J= 8.0 Hz, 1H, chinolina ),
7.64 (t, J= 6.4 Hz, 1H, chinolina); 3.99 (m, 4H, piperazyna); 3.72 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR(d6:DMSO, 100 MHz, ppm): 181.4; 154.3; 147.8; 144.4; 137.1; 130.5; 129.3;
128.4; 128.2; 127.6; 117.7; 66.5; 51.2.

HRMS-EI: 300.1034 (obliczono dla: Ci5SH16N4OS: 300.1045)

Temperatura topnienia: 145-146° C



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakciji
0,173 g 7-hydroksy-8-chinolinokarbaldehydu oraz 0,119 g A/,/V-dimetylohydrazyno-
tiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 12
minut a nastepnie ochtodzono do temperatury 50 °C, obserwujac jednoczes$nie
wytrgcanie sie ceglastoczerwonego osadu tiosemikarbazonu. Stracony osad
przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie krystalizowano dwukrotnie
z absolutnego etanolu, otrzymujgc 0,216 g A/,/V-dimetylo-2-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)-

metylenojtiokarbohydrazydu z wydajnoscig 79 %

1H-NMR (dg-DMSO, 400 MHz): 12.18 (s, 1H, -NH), 11.47 (s, 1H, -OH), 9.83 (s, 1H, -CH),
8.85 (m, 1H, chinolina), 8.31 (d, J= 8.0 Hz, 1H, chinolina), 7.93 (d, J= 8.8 Hz, 1H,
chinolina), 7,43 (m, 1H, chinolina), 7.30 (d, J=8.8 Hz, 1H, chinolina), 3.33 (s, 6H, -CH3).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz): 179.4; 163.7; 150.6; 146.9; 144.8; 137.0 ; 131.4; 122.3;

120.5; 119.8; 111.3; 41.2.
HR-MS (EI): 274.0883 (obliczono dla: C13Hi4N40OS: 274.0888).
Temperatura topnienia: 172-173°C

cLogP: 2.162



Zwigzek otrzymano wg ogdlnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,173 g 7-hydroksy-8-chinolinokarbaldehydu oraz 0,105 g A/-metylohydrazyno-
tiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 12
minut a nastepnie odstawiono do zamrazarki laboratoryjnej (-20° C) na dwie godziny.
Po tym czasie zaobserwowano wytragcenie sie pomaranczowego osadu, Kktory
przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie krystalizowano dwukrotnie
surowy tiosemikarbazon z bezwodnego metanolu otrzymujgc 0,218 g N-metylo-2-
[(7-hydroksy-8-chinolinylo)-metyleno]tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 84 %.

1H-NMR (cfc-DMSO, 400 MHz): 11.66 (s, 1H, -OH), 10.92 (m, 1H, -NH), 9.60 (s, 1H, -CH),
8.87 (m, 1H, chinolina), 8.48 (m, 1H, -NH), 8.31 (d, J= 8.0 Hz, 1H, chinolina), 7.96 (d, J=
9.2 Hz, 1H, chinolina), 7.45 (m, 1H, chinolina), 7.32 (d, J= 9.2 Hz, 1H, chinolina), 3.03 (d,
J=4.0 Hz, 3H, -CHD).

13C-NMR (cfe-DMSO, 100 MHz): 178.1; 158.6; 150.8; 147.2; 144.3; 137.0; 132.0; 122.7;
120.1; 120.0; 111.1; 31.7.

HR-MS (El): 260.0720 (obliczono dla Ci2Hi2N4OS: 260.0732)

Temperatura topnienia: 211-213°C

cLogP: 2.131



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,173 g 7-hydroksy-8-chinolinokarbaldehydu oraz 0,119 g A/-etylohydrazyno-
tiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 12
minut a nastepnie ochlodzono do temperatury 50 °C, obserwujac jednoczes$nie
wytrgcanie sie pomaranczowego osadu tiosemikarbazonu. Strgcony osad przesgczono
pod zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie krystalizowano dwukrotnie z absolutnego
etanolu, otrzymujac 0,244 g Al-etylo-2-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)metyleno]tiokarbo-

hydrazyd (wydajnos¢ 89%).

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz): 11.58 (s, 1H, -OH); 10.95 (m, 1H, -NH), 9.59 (s, 1H, -CH),
8.87 (m, 1H, chinolina), 8.53 (m, 1H, -NH), 8.31 (d, J= 8.0 Hz, 1H, chinolina), 7.96 (d, J=
8.8 Hz, chinolina), 7.40 (m, 1H, chinolina), 7.32 (d, 1H, J= 9.2 Hz, chinolina), 3.59 (m,
2H, -CH2), 1.16 (t, J= 7.0 Hz, 3H, -CH3).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz): 177.2; 158.7; 150.8; 147.2; 144.2; 137.0; 131.9; 122.7;
120.1; 120.0; 111.2; 39.8; 14.9.

HR-MS (El): 274.0881 (obliczono dla c13H14N40S: 274.0888).

MP: 166-167 “C

cLogP: 2.66



5.4.24 Otrzymywanie (E)-2-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)metyleno)-A/-fenylohydrazyno-
tiokarboamidu

Zwigzek otrzymano wg ogdlnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,173 g 7-hydroksy-8-chinolinokarbaldehydu oraz 0,167 g A/-fenylohydrazyno-
tiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze przez 12 minut
a nastepnie wstawiono do zamrazarki laboratoryjnej na 24 godziny. Po tym czasie
odparowano mieszanine reakcyjng na wyparce rotacyjnej otrzymujac z6tty, lepki osad
tiosemikarbazonu. Surowy produkt potraktowano 5 cm3 chlorku metylenu i lekko
podgrzano (50 °C) uzyskujac zoty roztwér, ktéry ochtodzono (0 °C) po czym dodawano
kropla po kropli 1 cm3 eteru dietylowego. Obserwowano wytrgcanie sie zoéitego
ktaczkowatego osadu, ktory przesaczono pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy
produkt krystalizowano z bezwodnego metanolu, otrzymujgc 0,222 g (£)-2-[(7-
hydroksy-8-chinolinylo)metyleno)-/V-fenylohydrazynotiokarbo-amidu z wydajnoscia

69 %.

tH-NMR (de-DMSO, 400 MHz): 11.96 (s, 1H, -OH); 10.25 (s, 1H, -NH); 9.68 (s, 1H, -CH);
8.88 (m, 1H, chinolina); 8.34 (d, J= 7.8 Hz, 1H, chinolina); 7.98 (d, J= 8.8 Hz, 1H,
chinolina); 7.54 (d, J= 7.6 Hz, 2H, fenyl); 7.49 (m, 1H, chinolina); 7.38 (m, 2H, fenyl);
7.33 (d, J=8.8 Hz, 1H, chinolina); 7.20 (m, 1H, fenyl).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz): 177.0; 159.0; 150.8; 145.0; 139.0; 137.0; 132.1; 128.8;
125.6; 125.4; 122.7; 120.2; 120.1; 119.9; 111.2.
HR-MS (EI): 322.0867 (obliczono dla Ci7H14N40S: 322.0888).

Temperatura topnienia: 162-163°C.



Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji 0,173 g
7-hydroksy-8-chinolinokarbaldehydu oraz 0,187 g /V-cykloheksylo-/V-metylohydrazyno-
tiokarboamidu. Tak otrzymang mieszanine reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym
przez 30 minut a nastepnie odstawiono do zamrazarki laboratoryjnej na 12 godzin. Po
tym czasie zaobserwowano wytrgcenie sie z6ttego osadu, ktory przesaczono na lejku
Buchnera. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano dwukrotnie z bezwodnego
acetonitryl, otrzymujgc 0,26 g /V-cykloheksylo-2-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)-metyleno]-

/V-metylo-hydrazynotiokarboamidu wydajnoscig 76%.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 13.26 (bs, 1H, -NH); 11.20 (bs, 1H, -OH); 9.82 (s,
1H, -CH); 8.85 (dd, Jj= 4.0 Hz; J2= 1.6 Hz, 1H, chinolina); 8.30 (dd, 8.0 Hz, J2= 1.9 Hz,
1H, chinolina); 7.92 (d, J= 9.0 Hz, 1H, chinolina); 7.43 (dd, 8.1 Hz, J2= 4.3 Hz, 1H,
chinolina); 7.29 (d, J= 9.0 Hz, 1H, chinolina); 5.00 (bs, 1H, Ci-cykloheksyl);3.10 (s, 3H, -
CH3); 1.79 (m, 4H, cykloheksyl); 1.50 (m, 3H, cykloheksyl); 1.35 (m, 2H, cykloheksyl);
1.06 (t, J= 6.8 Hz, 1H, cykloheksyl).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 179.0; 160.1; 150.5; 147.0; 144.8; 136.9; 131.4;
122.3; 120.6; 119.7; 111.2; 59.5; 32.7; 29.6; 25.7; 25.4; 24.2.

HRMS-EI: 342.1512 (obliczono dla Ci8H2N4OS: 342.1514)
Temperatura topnienia: 184-185 ° C

cLogP: 4.193



Zwigzek otrzymano wg ogélnej procedury opisanej w punkcie 5.4 uzywajac do reakcji
0,173 g 7-hydroksy-8-chinolinokarbaldehydu oraz 0,188 g 4-etylopiperazyno-I-
tiokarbohydrazydu. Mieszanine reakcyjna ogrzewano w polu mikrofalowym przez 30
minut, a nastepnie po ochtodzeniu to temperatury pokojowej wstawiono do
zamrazarki laboratoryjnej (-20 °C). Po tym czasie, odparowano rozpuszczalnik na
wyparce rotacyjnej otrzymujgc pomaranczowy lepki olej. Pozostatos¢ traktowano
metanolem (4 cm3) i wstawiono na 60 minut do obnizonej temperatury (-5 °C).
Nastepnie dodano 1 cm3 heksanu do mieszaniny reakcyjnej, a tak otrzymany roztwor
umieszczono w zamrazarce laboratoryjnej na 48 godzin. W rezultacie zaobserwowano
wytrgcenie sie pomaranczowego osadu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
cisSnieniem. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano z acetonitrylu, otrzymujac
0,264 g (£)-4-etylo-/V'-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)metyleno)piperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu z wydajnoscig 77%.

1H-NMR (d6-DMSO, 400 MHz, ppm): 13.23 (bs, 1H, -NH); 11.59 (bs, 1H, -OH); 9.76 (s,
1H, -CH); 8.84 (d, J= 2.8 Hz, 1H, chinolina), 8.30 (d, J =8.1 Hz, 1H, chinolina), 7.92 (d, J
= 9.0 Hz, 1H, chinolina); 7.42 (dd, A= 8.1 Hz, J2= 4.3 Hz, 1H, chinolina), 7.28 (d, J= 9.0
Hz, 1H, chinolina); 3.97 (m, 4H, piperazyna); 2.51 (m, 6H, piperazyna); 1.05 (t, J=7.2 Hz,
3H, -CH3).



Temperatura topnienia: 145-146° C
cLogP: 2.931

5.4.27 Otrzymywanie (f)-A/'-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)metyleno]-4-fenylo-piperazyno-I-
tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wg ogdlnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,173 g 7-hydroksy-8-chinolinokarbaldehydu oraz 0,236 g 4-fenylopiperazyno-I-tio-
karbohydrazydu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym przez 30
minut, anastepnie ochtodzono do temperatury 50 °C. Obserwowano gwaltowne
wytrgcenie sie pomaranczowego osadu, ktory przesgczono pod zmniejszonym
cisnieniem. Surowy produkt krystalizowano z metanolu, uzyskujgc 0,262
g (f)-Al'-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-I-tiokarbohydrazydu

zwydajnoscig 67 %.

IH-NMR (cfe-DMSO, 400 MHz, ppm): 13.14 (bs, 1H, -NH); 11.83 (bs, 1H, -OH); 9.83 (s,
1H, -CH); 8.87 (m, 1H, chinolina); 8.32 (d, J= 8.0 Hz, 1H, chinolina); 7.95 (d, J= 9.0 Hz,
1H, chinolina); 7.45 (dd, Jj= 8.0 Hz, J2=4.2 Hz, 1H, chinolina); 7.31 (d, J = 8.9 Hz, 1H,
chinolina); 7.25 (t, J= 7.7 Hz, 2H, fenyl); 7.00 (d, J=8.2 Hz, 2H, fenyl); 6.82 (t, J=7.1 Hz,

1H, fenyl); 4.13 (m, 4H, piperazyna); 3.29 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR (cfe-DMSO, 100 MHz, ppm): 179.2; 159.8; 150.9; 150.7; 146.9; 145.2; 137.0;

131.6; 129.5; 122.4; 120.4; 119.9; 119.6; 115.9; 111.2; 48.3 48.2.

HRMS-EI: 391.1470 (obliczono dla C2ZH2N50S; 391.1467)



dogP: 3.833

5.4.28 Otrzymywanie (H-A/-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)metyleno]-4-(2-pirydynylo)-
piperazyno-I-tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano wg ogoélnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,173 g 7-hydroksy-8-chinolinokarbaldehydu oraz 0,237 g 4-(2-pirydynylo)piperazyno-
1-tio-karbohydrazydu. Mieszanine reakcyjna ogrzewano w polu mikrofalowym przez 30
minut, a nastepnie ostudzono i wstawiono do zamrazarki laboratoryjnej (-20 °C) na 12
godzin. Obserwowano wytrgcenie sie ceglastoczerwonego osadu, ktéry przesgczono na
lejku Buchnera. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano z bezwodnego acetonitrylu,
uzyskujac 0,282 g (F)-/V'-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)metyleno]-4-(2-pirydynylo)-

piperazyno-I-tiokarbo-hydrazydu zwydajnoscig 72 %.

1H-NMR (cfe-DMSO, 400 MHz, ppm): 13.14 (bs, 1H, -NH); 11.80 (s, 1H, -OH); 9.83 (s, 1H,
-CH); 8.86 (dd,, A = 4.2, J2= 1.6 Hz, 1H, chinolina); 8.32 (dd, 8.2, J2= 1.7 Hz, 1H,
chinolina); 8.15 (dd, 7j= 4.9, J2= 1.6 Hz, 1H, pirydyna); 7.95 (d, J= 9.0 Hz, 1H, chinolina),
7.58 (ddd, h = 8.8 Hz, J2= 7.2 Hz, J3= 1.9 Hz, 1H, pirydyna); 7.45 (dd, 8.2 Hz; J2=4.3
Hz, 1H, chinolina ); 7.32 (d, J=8.6 Hz, 1H, chinolina); 6.87 (d, J=8.6 Hz, 1H, pirydyna),
6.68 (dd, 7j= 7.0, J2= 5.0 Hz, 1H, pirydyna); 4.11 (m, 4H, piperazyna); 3.66 (m, 4H,

piperazyna).



Temperatura topnienia: 186-187° C

cLogP: 2.885

5.4.29 Otrzymywanie (E)-A/'-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)metyleno)-4-(2-pirazynylo)-
piperazyno-I-tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,173 g 7-hydroksy-8-chinolinokarbaldehydu oraz 0,238 g 4-(2-pirazynylo)piperazyno-
1-tio-karbohydrazydu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym przez 30
minut, po czym ochtodzono roztwor do temperatury 50 °C. Obserwowano gwattowne
wytrgcenie sie ceglastoczerwonego osadu, ktéry przesaczono na lejku Buchnera.
Surowy tiosemikarbazon krystalizowano z bezwodnego metanolu, uzyskujac
0,299 g (F)-/V'-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)metyleno)-4-(2-pirazynylo)-piperazyno-I-tio-

karbohydrazydu z wydajnoscig 76 %.

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 13.13 (bs, 1H, -NH); 11.82 (bs, 1H, -OH); 9.84 (s,
1H, -CH); 8.87 (d, J= 2.5 Hz, 1H, chinolina); 8.37 (s, 1H, pirazyna); 8.33 (d, J= 7.9 Hz, 1H,
chinolina); 8.13 (s, 1H, pirazyna); 7.95 (d, J = 9.0 Hz, 1H, chinolina); 7.89 (d, J= 2.3 Hz,
1H, pirazyna); 7.45 (dd, Ji= 8.0 Hz, J2= 4.2 Hz, 1H, chinolina); 7.32 (d, J= 8.4 Hz, 1H,

chinolina); 4.13 (m, 4H, piperazyna); 3.74 (m, 4H, piperazyna).



Temperatura topnienia: 209-210° C

cLogP: 2.121

5.4.30 Otrzymywanie (E)-Al'-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)metyleno]morfolino-4-tio-
karbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakciji
0,173 g 7-hydroksy-8-chinolinokarbaldehydu oraz 0,161 g morfolino-4-
tiokarbohydrazydu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym przez 30
minut, po czym ochtodzono roztwér do temperatury 50 °C. Obserwowano gwattowne
wytrgcenie sie ceglasto-czerwonego osadu, ktéry przesgczono pod zmniejszonym
cisnieniem. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano z absolutnego etanolu,
uzyskujagc 0,24 g (£)-/V'-[(7-hydroksy-8-chinolinylo)metyleno]morfolino-4-tiokarbo-
hydrazydu z wydajnos$cia 76 %.

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 13.10 (bs, 1H, -NH); 11.75 (bs, 1H, -OH); 9.81 (s,
1H, -CH); 8.87 (m, 1H, chinolina); 8.33 (d, J= 7.8 Hz, 1H, chinolina); 7.95 (d, 1H, J= 9.0
Hz, chinolina); 7.45 (dd, J2= 8.0 Hz, J2= 4.3 Hz, 1H, chinolina); 7.31 (d, J= 8.9 Hz, 1H,

chinolina); 3.97 (m, 4H, piperazyna); 3.69 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 179.5; 159.7; 150.7; 146.8; 145.3; 137.1; 131.6;
122.4; 120.4; 119.9; 111.2; 66.2; 49.1.

HRMS-EI: 316.0982 (obliczono dla CisHisN”S: 316.0994)

Temperatura topnienia: 198-199 °C



cLogP: 1.841

Zwigzek otrzymano wg ogélnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,158 g 2-chinoksalinokarbaldehydu oraz 0,187 g A/-cykloheksylo-/V-metylohydrazyno-
tiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym
i ogrzewano przez 30 minut, po czym wstawiono do zamrazarki laboratoryjnej (-20 °C)
na 12 godzin. Nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej, otrzymujac
z0kta, lepka zywice. Catlo$¢ potraktowano chlorkiem metylenu (5 cm3), a nastepnie
delikatnie podgrzano (temperatura nie przekraczata 50 °C), do calkowitego
rozpuszczenia zywicy. RoztwOr ostudzono, a nastepnie umieszczono w zamrazarce
laboratoryjnej (-20 °C) na 12 godzin. Nastepnie dodano do roztworu 2 cm3 eteru
dietylowego i kolejny raz umieszczono w obnizonej temperaturze na 24 godziny. Po
tym czasie obserwowano wytrgcenie sie drobnokrystalicznego osadu, ktory
przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt krystalizowano
z bezwodnego metanolu otrzymujgc 0,255 g (F)-A/-cykloheksylo-A/-metylo-2-[(2-

chinoksalinylo)metyleno]hydrazynotiokarboamidu z wydajnoscia 78 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.44 (bs, 1H, -NH); 9.36 (s, 1H, chinoksalina); 8.38
(s, 1H, -CH); 8.12-8.07 (m, 2H, chinoksalina); 7.88-7.85 (m, 2H, chinoksalina); 4.74 (bs,
1H, Ci-cykloheksyl); 3.16 (s, 3H, -CH3); 1.80 (m, 4H, cykloheksyl); 1.58 (m, 3H,
cykloheksyl); 1.32 (m, 2H, cycloheksyl); 1.16 (t, J= 12.8 Hz, 1H, cykloheksyl).



13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.0; 149.3; 143.2; 141.9; 141.8; 131.2; 130.8;
129.4; 129.4; 61.3; 35.1; 29.7; 25.7; 25.4.

HRMS-EI: 327.1513 (obliczono dla Ci7H2 N5S: 327.1518)
Temperatura topnienia: 154-155 ° C
cLogP: 3.398

5.4.32 Otrzymywanie (f)-4-etylo-A/'-[(2-chinoksalinylo)metyleno]piperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu

Zwigzek otrzymano wg ogélnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,158 g 2-chinoksalinokarbaldehydu oraz 0,188 g 4-etylopiperazyno-I-
tiokarbohydrazidu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym przez 25
minut, po czym wstawiono do zamrazarki laboratoryjnej na 48 godzin. Po tym czasie
zaobserwowano wytracenie sie zo6ttego osadu, ktéry przesaczono na lejku Buchnera
i przemyto heksanem. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano trzykrotnie
z acetonitrylu, otrzymujgc 0,282 g czystego (F)-4-etylo-/V'-[(2-chinoksalinylo)-

metyleno]piperazyno-I-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 86 %.

*H-NMR (de-DMSO, 500 MHz, ppm): 11.69 (bs, 1H, -NH), 9.34 (s, 1H, chinoksalina), 8.32
(s, 1H, chinoksalina), 8.09 (t, J = 9.1 Hz, 2H, chinoksalina), 7.91 - 7.80 (m, 2H,
chinoksalina), 3.98 (m, 4H, piperazyna), 3.34 (m, 4H, piperazyna), 2.39 (q, J= 7.1 Hz, 2H,
-CH2), 1.04 (t, J=7.2 Hz, 3H, -CH3).



Temperatura topnienia: 150-151 °C

cLogP: 2.136

5.4.33 Otrzymywanie (f)-4-fenylo-A/'-[(2-chinoksalinylo)metyleno]piperazyno-I-

tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wg ogélnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,158 g 2-chinoksalinokarbaldehydu oraz 0,236 g 4-fenylopiperazyno-I-tio-
karbohydrazydu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym przez 30
minut, a nastepnie ochlodzono do temperatury 50 °C. Obserwowano gwaltowne
wytrgcenie sie blador6zowego osadu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
cisnieniem. Surowy produkt krystalizowano z metanolu, uzyskujac 0,259 g z (E)-4-
fenylo-/V'-[(2-chinoksalinylo)metyleno]-piperazyno-I-tiokarbohydrazydu  wydajnosciag

69 %.

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.82 (bs, 1H, -NH); 9.39 (s, 1H, chinoksalina); 8.36
(s, 1H; -CH); 8.10 (t, J= 7.2 Hz, 2H, chinoksalina); 7.87 (m, 2H, chinoksalina); 7.26 (t, J=
8.0 Hz, 2H, fenyl); 7.00 (d, J= 8.1 Hz, 2H, fenyl); 6.82 (t, J= 7.2 Hz, 1H, fenyl); 4.15 (m,

4H, piperazyna); 3.33 (m, 4H, piperazyna).



13C-NMR (dg-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.1; 150.9; 149.1; 143.3; 142.0; 141.9; 141.8;
131.2; 130.9; 129.5; 129.5; 119.6; 115.9; 50.4; 48.5.

HRMS-ESI-TOF: 377.1546 [M + H]+(obliczono dla: C20H2i N6S; 377.1548)

Temperatura topnienia: 168-169 0C

cLogP: 3.038

5.4.34 Otrzymywanie (f)-4-(2-pirydynylo)-/\/-[(2-chinoksalinylo)metyleno]-piperazyno-I-
tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wg procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji 0,158 g
2-chinoksalinokarbaldehydu oraz 0,237 g 4-(2-pirydynylo)piperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 30
minut, po czym odparowano mieszanine reakcyjng na wyparce rotacyjnej otrzymujgc
czerwony osad, ktory przesgczono na lejku Buchnera i przemywano heksanem. Surowy
tiosemikarbazon krystalizowano z bezwodnego metanolu, uzyskujagc 0,26 ¢
czystego (£)-4-(2-pirydynylo)-A/'-[(2-chinoksalinylo)metyleno]piperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu z wydajnoscig 69 %

XH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.79 (s, 1H, -NH); 9.39 (s, 1H, chinoksalina); 8.36
(s, 1H, -CH), 8.15 (d, J= 3.2 Hz, 1H, pirydyna); 8.10 (m, 2H, chinoksalina); 7.87 (m, 2H,
chinoksalina); 7.58 (t, J- 7.2 Hz, 1H, pirydyna); 6.85 (d, J=8.0 Hz, 1H, pirydyna); 6.68 (t,

J=5.6 Hz, 1H, pirydyna); 4.12 (m, 4H, piperazyna); 3.70 (m, 4H, piperazyna).



Temperatura topnienia: 190-191 ° C

cLogP: 2.09

5.4.35 Otrzymywanie (f)-4-(2-pirazynylo)-/V'-[(2-chinoksalinylo)metyleno]-piperazyno-I-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano wg og6lnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakciji
0,158 g 2-chinoksalinokarbaldehydu oraz 0,238 g 4-(2-pirazynylo)piperazyno-I-
tiokarbo-hydrazydu. Mieszanine ogrzewano w polu mikrofalowym w czasie 30 minut,
po czym wstawiono do zamrazarki laboratoryjnej (50 °C) na 12 godzin. Po tym czasie
obserwowano wytracenie sie pomaranczowego osadu, Kktéry przesaczono pod
zmniejszonym  ciSnieniem i przemywano heksanem. Surowy tiosemikarbazon
krystalizowano z etanolu, otrzymujac 0,299 g (f)-4-(2-pirazynylo)-A/'-(chinoksalin-2-

ylo)metyleno]piperazyno-I-tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 79 %.

YH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.81 (bs, 1H, -NH); 9.40 (s, 1H, chinoksalina); 8.36
(m, 2H, -CH, pirazyna); 8.13-8.08 (m, 3H, chinoksalina, pirazyna); 7.89-7.84 (m, 3H,

chinoksalina, pirazyna); 4.15 (m, 4H, piperazyna); 3.79 (m, 4H, piperazyna).



HRMS-ESI-TOF: 401.1270 [M + Na]+(obliczono dla Ci8Hi8N8SNa: 401.1273)
Temperatura topnienia: 186-187° C

cLogP: 1.325

5.4.36 Otrzymywanie (f)-A/'-[2-chinoksalinylo)metyleno]morfolino-4-tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,158 g 2-chinoksalinokarbaldehydu oraz 0,161 g morfolino-4-tiokarbohydrazydu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym przez 30 minut po czym
ostudzono do temperatury pokojowej i wstawiono do zamrazarki laboratoryjnej (-20
°C) na 12 godzin. Po tym czasie zaobserwowano wytrgcenie sie pomaranczowego
osadu, ktory przesaczono na lejku Buchnera i przemywano heksanem. Surowy produkt
tiosemikarbazon krystalizowano dwukrotnie z absolutnego etanolu, uzyskujac 0,25 g

(f)-Al'-[2-chinoksalinylo)metyleno]-morfolino-4-tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 83 %.

1H-NMR (cfe-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.56 (bs, 1H, -NH); 9.34 (s, 1H, chinoksalina); 8.33
(s, 1H, -CH); 8.09 (m, 2H, chinoksalina); 7.85 (m, 2H, chinoksalina); 4.00 (m, 4H,

piperazyna); 3.73 (s, 4H, piperazyna).

BC-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.3; 149.0; 143.3; 142.0; 141.8; 141.7; 131.2;
130.9 129.4; 66.5; 51.3.

HRMS-ESI-TOF: 324.0892 [M + Na]+(obliczono dla: Ci4Hi5N5OSNa; 324.0895)



Temperatura topnienia: 176-177 °C

cLogP: 1.046

5.4.37 Otrzymywanie /V'-[di(2-pirydynylo)metyleno]-4-etylopiperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu

r” "N s

m O

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,184 g 2-dipirydyloketonu oraz 0,188 g 4-etylopiperazyno-I-tiokarbohydrazydu.
Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym i ogrzewano przez 30
minut. Po ostudzeniu odparowano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej otrzymujac
zielono-z6tty, lepki olej. Analiza widma 1H-NMR dla surowego produktu wskazata na
zanieczyszczenie tiosemikarbazonu nieprzereagowanym ketonem 2-dipirydylowym.
Otrzymany surowy produkt oczyszczano dalej metodg chromatografii kolumnowej
(CHXCIZ2etanol, 16:1 [v/v]) przy uzyciu chromatografu preparatywnego Buchi
Sepacore® (Rfproduktu=0,52). Ponowna krystalizacja z ukladu metanol/Et20 (5:1 [v/V])
pozwolita uzyskaé¢ 0,219 g czystego A/'-[di(2-pirydynylo)metyleno]-4-etylopiperazyno-I-

tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 62%.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 14.47 (bs, 1H, -NH); 8.85 (d, J= 3.6 Hz, 1H,
pirydyna); 8.60 (d, J= 3.6 Hz, 1H, pirydyna); 8.01-7.91 (m, 3H, pirydyna); 7.59 (m, 2H,
pirydyna); 7.58 (m, 1H, pirydyna); 4.00 (m, 4H, piperazyna); 2.50 (m, 6H, piperazyna);
1.06 (t, 3H, 7=6.8 Hz, CH3).



13C-NMR (d6DMSO, 100 MHz, ppm): 180.8; 148.9; 148.3; 138.3; 127.4; 125.1; 124.2;
56.5; 52.4; 51.7; 12.4.

HRMS-EI: 354.1626 (obliczono dla C18H2NGS 354.1627)

Temperatura topnienia: 144-145° C

cLogP: 1.842

5.4.38 Otrzymywanie A/'-[di(2-dipirydynylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu

NH

Zwigzek otrzymano wg ogoélnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,184 g 2-dipirydyloketonu oraz 0,266 g 4-fenylopiperazyno-I-tiokarbohydrazydu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym przez 30 minut, po czym
ostudzono do temperatury pokojowej i wstawiono do zamrazarki laboratoryjnej na 12
godzin. Po tym czasie odparowano mieszanine reakcyjng otrzymujgc zoky osad.
Analiza TLC surowego produktu wskazata na zanieczyszczenie tiosemikarbazonu
nieprzereagowanym prekursorem tiosemikarbazydowym. Podjeto probe wielokrotnej
krystalizacji surowego produktu z absolutnego etanolu. Analiza widma 1H-NMR osadu
wskazala na ciggte zanieczyszczenie substratem. Ostatecznie oczyszczano surowy
produkt za pomoca chromatografii kolumnowej , wuzywajgc chromatografu
preparatywnego Buchi Sepacore®. Jako eluent stosowano uktad CH2CIZmetanol (40:1
[viv]), zas frakcje 10-20 potgczono (RAprodukdu=0,28) i odparowano rozpuszczalnik na
wyparce rotacyjnej, otrzymujac 0,314 g czystego A/-[di(2-dipirydynylo)metyleno]-4-

fenylopiperazyno-I-tiokarbohydrazydu z wydajnoscig78%.



1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 14.59 (bs, 1H, -NH); 8.89 (d, J= 3.9 Hz, 1H,
pirydyna); 8.60 (d, J= 4.0 Hz, 1H, pirydyna); 8.01-7.91 (m, 3H, pirydyna); 7.60 (m, 2H,
pirydyna); 7.49 (m, 1H, pirydyna); 7.25 (t, J= 7.7 Hz, 2H, fenyl); 6.96 (d, J= 8.2 Hz, 2H,
fenyl); 6.81 (t, J=1.2 Hz, 1H, fenyl); 4.17 (m, 4H, piperazyna); 3.34 (m, 4H, piperazyna)

1C-NMR (c/g-DMSO, 100 MHz, ppm):180.7; 150.8; 148.7; 148.4; 138.3; 137.7; 129.5;

127.3; 125.1; 119.4; 115.7; 49.6; 48.1.

Rf= 0.28 [dichlorometane : methanol 40/1 (v/v)]

HRMS-EI: 402.1628 (obliczono dla: C2H22N6ES, Exact Mass: 402.1627)

Temperatura topnienia: 151-152° C

cLogP: 2.744

5.4.39 Otrzymywanie A/'-[di(2-pirydynylo)metyleno]-4-(2-pirydynylo)piperazino-I-tio-
karbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,184 g 2-dipirydyloketonu oraz 0,237 g 4-(2-pirydynylo)piperazyno-I-tiokarbohy-
drazydu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym i ogrzewano
przez 30 minut, po czym ostudzono do temperatury 20 °C i wkroplono 2 cm3 eteru
dietylowego. Nastepnie wstawiono mieszanine reakcyjng do zamrazarki laboratoryjnej
(-20 °C) na 48 godzin. Po tym czasie zaobserwowano wytrgcenie sie z6lttego osadu,
ktory przesaczono pod zmniejszonym cisnieniem. Czysty tiosemikarbazon uzyskano

poprzez dwukrotng krystalizacje z absolutnego etanolu, otrzymujac 0,298 g A/-[di(2-



pirydynylo)metyleno]-4-(2-pirydynylo)piperazino-I-tio-karbohydrazydu z wydajnoscig
74 %.

1H-NMR (d6DMSO, 400 MHz, ppm): 14.65 (bs, 1H, -NH); 8.90 (d, J= 5.2 Hz, 1H,
pirydyna); 8.62 (d, J= 4.4 Hz, 1H, pirydyna); 8.15 (dd, h= 4.6 Hz, J2= 1.5 Hz, 1H,
pirydyna); 8.05-7.93 (m, 3H, pirydyna); 7.62-7.55 (m, 3H, pirydyna); 7.49 (t, J= 7.2 Hz,
1H, pirydyna); 6.82 (d, J= 8.6 Hz, 1H, pirydyna); 6.68 (dd, J2= 6.8 Hz, J2= 5.2 Hz, 1H,

pirydyna); 4.15 (m, 4H, piperazyna); 3.72 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 180.7; 158.9; 148.9; 148.4; 148.0138.3; 137.8;
127.3; 125.1; 124.2; 113.5; 107.3; 49.0; 44.2

HRMS-ESI-TOF: 404.1652 [M + H]+(obliczono dla C2H2N7S: 404.1657)

Temperatura topnienia: 143-144 °C

cLogP: 1.796

5.4.40 Otrzymywanie /V'-[di(2-pirydynylo)metyleno]-4-(2-pirazynylo]piperazyno-I-tio-
karbohydrazydu

Zwiazek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,184 g 2-dipirydyloketonu oraz 0,238 g 4-(2-pirazynylo)piperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym i ogrzewano
przez 35 minut, po czym ostudzono do temperatury pokojowej i wstawiono do

obnizonej temperatury (-20°C) na 12 godzin. Po tym czasie odparowano



rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej, otrzymujac kremowa zywice, ktorg
potraktowano 5 cm3 mieszaniny CH2CI2 : Et20 (4:1, v/v) i umieszczono w zamrazarce
laboratoryjnej (-20 °C) na 48 godzin. Obserwowano wytrgcenie sie kremowego osadu,
ktory przesaczono na lejku Buchnera i suszono pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy
tiosemikarbazon krystalizowano z bezwodnego metanolu, otrzymujgc 0,267 g /V'-[di(2-
pirydynylo)metyleno]-4-(2-pirazynylo]piperazyno-I-tio-karbohydrazydu z wydajnoscia

66 %.

1H-NMR (d6DMSO, 400 MHz, ppm): 14.66 (bs, 1H, -NH); 8.89 (d, J= 4.7 Hz, 1H,
pirydyna); 8.62 (d, J= 4.0 Hz, 1H, pirydyna); 8.31 (bs, 1H, pirazyna); 8.12 (bs, 1H,
pirazyna); 8.06 - 7.91 (m, 3H, pirydyna); 7.88 (d, J= 2.2 Hz, 1H, pirazyna); 7.61 (t, J=6.4
Hz, 2H, pirydyna); 7.49 (t, J= 5.6 Hz, 1H, pirydyna); 4.18 (m, 4H, piperazyna); 3.80 (m,

4H, piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 180.7; 154.5; 149.4; 148.9; 148.4; 141.9; 138.2;

137.8; 127.3; 125.1; 124.2; 48.8; 43.5

HRMS-ESI-TOF: 405.1606 [M + H]+obliczono dla C20H2N 8S: 405.1610)
Temperatura topnienia: 175-176 °C

cLogP: 1.031

5.4.41 Otrzymywanie /V'-[di(2-pirydynylo)metyleno]morfolino-4-tiokarbohydrazydu



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakciji
0,184 g 2-dipirydyloketonu oraz 0,161 g morfolino-4-tiokarbohydrazydu. Mieszanine
reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym przez 30 minut po czym ostudzono
i odparowano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej. Otrzymano zétto-brazowa maz,
ktéra okazata sie (po analizie TLC oraz 1H-NMR) mieszaning tiosemikarbazonu oraz
nieprzereagowanego ketonu dipirydylowego. Surowy produkt oczyszczano metodg
chromatografii kolumnowej w uktadzie AcOEt : CH2CI2 (8 : 1, v/v) przy uzyciu
chromatografu  preparatywnego Buchi Sepacore®. Zbierano frakcje 8-15
i odparowywano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej (Rfprodukiv= 0,57) otrzymujgc
zOlty osad. W celu trzymania czystego tiosemikarbazonu, krystalizowano surowy
produkt z bezwodnego metanolu. W rezultacie uzyskano 0,255 g A/-[di(2-

pirydynylo)metyleno]-morfolino-4-tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 78 %.

IH-NMR (fifg-DMSO, 400 MHz, ppm): 14.50 (bs, 1H, -NH); 8.85 (d, J= 3,7 Hz, 1H,
pirydyna); 8.61 (d, J= 3.5 Hz, 1H, pirydyna); 8.01-7.91 (m, 3H, pirydyna); 7.58 (m, 2H,

pirydyna); 7.49 (m, 1H, pirydyna); 4.00 (m, 4H, morfolina); 3.71 (m, 4H, morfolina).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm):180.2; 148.3; 148.4; 138.7; 127.5; 125.1; 124.0;
68.5; 52.6

HRMS-EI: 327.1158 (obliczono dla Ci6H17N50S: 327.1154)
Temperatura topnienia: 124-125° C

cLogP: 0.752



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakc;ji

0,184 g 2-dipirydyloketonu oraz 0,204 g 4-(2-hydroksyetylo)piperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym i ogrzewano

przez 40 minut, po czym ostudzono iwstawiono do zamrazarki laboratoryjnej (-20 °C)
na 48 godzin. Po tym czasie zaobserwowano wytracenie sie pomaranczowego osadu,
ktéry przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem i przemywano heksanem. Surowy
tiosemikarbazon krystalizowano z bezwodnego metanolu, uzyskujac 0,233 g A/'-[di(2-
pirydynylo)metyleno]-4-(2-hydroksyetylo)piperazyno-I-tiokarbohydrazydu w postaci
lepkiej zywicy (wydajnosé 63 %).

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 14.47 (bs, 1H, -NH); 8.85 (d, J= 4.6 Hz 1H,
pirydyna); 8.60 (m, 1H, pirydyna); 7.99 (dt, /p 17.9 Hz, J2=7.7 Hz, 2H, pirydyna); 7.90
(d, 3= 7.0 Hz, 1H, pirydyna); 7.61 - 7.54 (m, 2H, pirydyna), 7.48 (t, J= 55 Hz, 1H,
pirydyna ); 3.98 (m, 4H, piperazyna); 3.54 (t, J= 5.8 Hz, 2H, -CH2); 3.44 (m, 1H, -OH);
2.55 (m, 4H, piperazyna); 2.44 (t, J= 5.5 Hz, 2H, -CH2.



cLogP: 0.738

5.4.43 Otrzymywanie (£)-A/-cykloheksylo-2-(2-hydroksybenzylideno)-A/-metylohydrazyno-

tiokarboamidu

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,11 cm3 aldehydu salicylowego oraz 0,187 g A/-cykloheksylo-A/-
metylohydrazynotiokarbo-amidu.  Mieszanine reakcyjng ogrzewano w  polu
mikrofalowy przez 30 minut, po czym ostudzono do temperatury pokojowej
i umieszczono w zamrazarce laboratoryjnej (-20 °C) na 12 godzin. Po tym czasie
zaobserwowano wytrgcenie sie kremowego osadu, Kktory przesagczono pod
zmniejszonym cisnieniem i przemywano eterem dietylowym. Surowy tiosemikarbazon
krystalizowano dwukrotnie z acetonitrylu, otrzymujac 0,215 g (F)-/V-cykloheksylo2-(2-

hydroksybenzylideno)-A/-metylohydrazynotiokarboamidu z wydajnosciag 74 %.

XH-NMR (d6-DMSO, 400 MHz, ppm); 11.73 (bs, 1H, -NH); 11.13 (bs, 1H, -OH); 8.52 (s,
1H, -CH); 7.38 (dd, 7,= 7.8, J2= 1.4 Hz, 1H, fenyl); 7.27 (t, 3= 7.6 Hz, 1H, fenyl); 6.94 -
6.85 (m, 2H, fenyl); 4.98 (bs, 1H, Cr cykloheksyl); 3.07 (s, 3H, -CH3); 1.79 (m, 4H,
cykloheksyl); 1.50 (m, 3H, cykloheksyl); 1.29 (m, 2H, cykloheksyl); 1.14 (t, J =15.4 Hz,
1H, cykloheksyl).



Temperatura topnienia: 145-146 ° C
cLogP: 3.591

5.4.44 Otrzymywanie (£)-4-etylo-A/'-(2-hydroksybenzylideno)piperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu

HN N'
N>

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,11 cm3aldehydu salicylowego oraz 0,188 g 4-etylopiperazyno-I-tiokarbohydrazydu.
Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym i ogrzewano przez 30
minut. Po tym czasie mieszanine ostudzono do temperatury 50 °C, obserwujgc
jednoczes$nie wytrgcanie sie kremowego osadu, ktéry przesgczono pod zmniejszonym
cisnieniem i przemywano heksanem. Surowy produkt krystalizowano z bezwodnego
metanolu uzyskujgc 0,251 g (F)-4-etylo-A/'-(2-hydroksybenzylideno)piperazyno-I-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 86 %.

XH-NMR (d6-DMSO, 400 MHz, ppm); 11.60 (bs, 1H, -NH), 8.46 (s, 1H, -CH), 7.41 (dd,~ =
7.9 Hz, J2= 1.6 Hz, 1H, fenyl), 7.27 (td, h =7.8 Hz, J2=7.4 Hz, J3= 1.7 Hz, 1H, fenyl), 6.92-
6.88 (m, 2H, fenyl), 3.92 (m, 4H, piperazyna), 2.45 (m, 4H, piperazyna), 2.35 (m, 2H, -
CH2), 1.03 (t,J =7.2 Hz, 3H, -CH3).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 183.0; 159.0; 148.0; 138.0;128.5;121.2; 118.6;
117.5;57.2;44.4; 12.5.

HRMS-ESI-TOF: 293.1434 [M + H]+Hobliczono dla Ci4H2iN40S: 293.1436)



Temperatura topnienia: 160-161° C

cLogP: 2.832

OH

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,11 cm3aldehydu salicylowego oraz 0,266 g 4-fenylopiperazyno-I-tiokarbohydrazydu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym przez 30 minut, po czym
ostudzono do temperatury pokojowej i wstawiono do zamrazarki laboratoryjnej (-20
°C) na 12 godzin. Po tym czasie przesgczono kremowy osad na lejku Buchnera
i przemywano heksanem. Surowy produkt krystalizowano z bezwodnego acetonitrylu
uzyskujac 0,302 g (E)-/V'-(2-hydroksybenzylideno)-4-fenylpiperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu z wydajnoscia 89 %.

IH-NMR (afe-DMSO, 400 MHz, ppm): 10.97 (bs, 1H, -NH); 10.63 (bs, 1H, -OH); 8.55 (s,
1H, -CH); 7,50 (d, J= 8.0 Hz, 1H, fenyl); 7.25 (m, 1H, fenyl); 7.05-6.80 (m, 7H, fenyl);
3.95 (m, 4H, piperazyna); 2.40 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 183.2; 159.5; 150.0; 148.9; 138.3; 129.6; 127.0;
122.1; 122.0; 118.9; 117.5; 112.4, 57.2; 48.3.

Temperatura topnienia: 206-207 0C

cLogP: 3.231



HN r

OH

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,11 cm3 aldehydu salicylowego oraz 0,237 g 4-(2-pirydynylo)piperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym
i ogrzewano przez 30 minut, po czym ostudzono do temperatury 50 °C, obserwujac
gwattowne wytrgcanie sie bezowego osadu. Produkt przesgczono na lejku Buchnera
a nastepnie przemywano eterem dietylowym. Tak otrzymany tiosemikarbazon
krystalizowano z bezwodnego metanolu otrzymujgc 0,3 g (E)-N'-(2-
hydroksybenzylideno)-4-(2-pirydynylo)-piperazyno-I-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia

88%.

YH-NMR (d6-DMSO, 400 MHz, ppm); 11.56 (bs, 1H, -NH); 11. 54 (bs, 1H, -OH); 8.50 (s,
1H, -CH); 8.15 (dd, Jt= 4.7 Hz, J2= 1.4 Hz, 1H, pirydyna); 7.58 (ddd, Jx =8.9 Hz, J2= 7.2
Hz, J3= 1.9 Hz, 1H, pirydyna); 7.45 - 7.40 (m, 1H, fenyl); 7.32 - 7.24 (m, 2H, fenyl); 6.91
(dd, Ji= 7.7 Hz, J32=4.5 Hz, 1H, fenyl); 6.86 (d, J= 8.6 Hz, 1H, pirydyna); 6.68 (dd, 6.9
Hz, J2= 5.0 Hz, 1H, pirydyna); 4.14 - 3.98 (m, 4H, piperazyna); 3.67 - 3.59 (m, 4H,

piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 179.8; 158.9; 157.6; 148.0; 146.8; 138.1; 131.3;
130.4; 119.5; 119.0,117.0, 113.7; 107.5; 48.4; 44 4.

HRMS-ESI-TOF: 342.1385 [M+H]+(obliczono dla Ci7H20NEOS: 342.1389)



Temperatura topnienia: 191-192° C

cLogP: 2.283

HN N

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,11 cm3 aldehydu salicylowego oraz 0,238 g 4-(2-pirazynylo)piperazyno-I-tiokarbo-
hydrazydu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym
i ogrzewano przez 30 minut, po czym ostudzono do temperatury 50 °C, obserwujac
gwattowne wytrgcanie sie kremowego osadu. Produkt przesgczono pod zmniejszonym
ciSnieniem, anastepnie przemywano eterem dietylowym. Tak otrzymany
tiosemikarbazon krystalizowano z bezwodnego metanolu otrzymujac 0,342 g (E)-N'-(2-
hydroksybenzylideno)-4-(2-pirazynylo)piperazyno-I-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
89%.

~-NMR (cfe-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.56 (bs, 1H, -NH); 11. 54 (bs, 1H, -OH); 8,51 (s,
1H, -CH); 8.35 (d, J= 1.6 Hz, 1H, pirazyna); 8.12 (s, 1H, pirazyna); 7.88 (d, J= 2.6 Hz, 1H,
pirazyna); 7.43 (dd, 7.8 Hz, J2=1.7 Hz, 1H, fenyl), 7.28 (t, J= 8.0 Hz, 1H, fenyl), 6.97 -
6.82 (m, 2H, fenyl), 4.09 (m, 4H, piperazyna); 3.73 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 179.8; 157.6; 154.7; 141.9; 133.1; 131.8; 131.4;
1304, 119.6; 119.0; 117.0; 48.1,; 43.7.

HRMS-ESI-TOF: 343.1343 (obliczono dla CI6HIONGOS: 343.1341)



cLogP: 1.518

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,11 cm3 aldehydu salicylowego oraz 0,161 g morfolino-4-tiokarbohydrazydu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym przez 40 minut, po czym
odstawiono do zamrazarki laboratoryjnej (-20 °C) na 48 godzin. Po tym czasie
odparowano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej, otrzymujac bezowa zywice, ktorg
potraktowano 4 cm3 chlorku metylenu i ogrzano (intensywnie mieszajac) do
temperatury 50 °C. Do tak uzyskanego roztworu dodano 1 cm3 heksanu i umieszczono
w zamrazarce laboratoryjnej na 12 godzin. Po tym czasie zaobserwowano wytracenie
sie bezowego osadu, ktory przesgczono pod zmniejszonym ciSnieniem i przemywano
eterem dietylowym. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano bezwodnego metanolu
uzyskujagc 0,241 g (f)-A/'-(2-hydroksybenzylideno)-morfolino-4-tiokarbohydrazydu
z wydajnoscig 91%.

XH-NMR (af6-DMSO, 400 MHz, ppm): 10.71 (bs, 1H, -NH); 10.17 (bs, 1H, -OH); 8.62 (s,
1H, -CH); 7.24 (t, 3 = 7.8 Hz, 2H, fenyl); 7.02 - 6.90 (m, 2H, fenyl); 6.81 (t, J =7.2 Hz, 1H,

fenyl); 4.08 (m, 4H, piperazyna); 3.28 (m, 4H, piperazyna).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 182.2; 158.4; 148.3; 138.1; 128.1; 121.2; 118.0;
117.9; 68.5; 52.6.



Br

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,185 g 4-bromobenzaldehydu oraz 0,119 g /V,/V-dimetylohydrazynotiokarboamidu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 15 minut, po czym
ostudzono do temperatury pokojowej i odstawiono do zamrazarki laboratoryjnej (-20
°C) na 12 godzin. Po tym czasie zaobserwowano wytracenie sie bladoz6ttego osadu,
ktoéry przesaczono i przemywano eterem dietylowym. Surowy tiosemikarbazon
krystalizowano  z bezwodnego  metanolu, otrzymujagc 0,174 g (£)-2-(4-

bromobenzylideno)-A/,/V-dimetylohydrazynotiokarboamidu z wydajnosciag 61 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.00 (s, 1H, -NH); 8.17 (s, 1H, -CH); 7.71-7.45 (m,
4H, fenyl); 3.29 (s, 6H, -CH3.
13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.0,143.0, 134.4,132.2,129.0,123.1, 42.6.

Temperatura topnienia: 150-151 °C

clogP: 3.09



Br

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,185 g 4-bromobenzaldehydu oraz 0,105 g /V-metylohydrazynotiokarboamidu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 15 minut, po czym
ostudzono do temperatury 50 0 C obserwujgc wytracanie sie biatego, klaczkowatego
osadu. Surowy tiosemikarbazon przesgczono pod zmniejszonym  ci$nieniem
i przemywano eterem dietylowym. Czysty (£)-2-(4-bromobenzylideno)-/\/-
metylohydrazynotiokarboamid otrzymano przez krystalizacje produktu z absolutnego
etanolu. W wyniku reakcji w polu mikrofalowym otrzymano 0,196 g aromatycznego

tiosemikarbazonu z wydajnosciag 72 %.

1H-NMR (dg-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.54 (s, 1H, -NH); 8.57 (d, J= 4.0 Hz, 1H, fenyl);
8.01 (s, 1H, -CHY); 7.77 (d, J= 8.3 Hz, 2H, fenyl); 7.61 (d, J= 8.4 Hz, 2H, fenyl); 3.02 (d, J =
4.4 Hz, 3H, CH3).

13C-NMR (cf6-DMSO, 100 MHz, ppm): 178.3; 140.8; 134.1; 132.0; 129.4; 123.4; 31.2.
Temperatura topnienia: 204-205 °C

clogP: 2.734



Br

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,185 g 4-bromobenzaldehydu oraz 0,119 g W-etylohydrazynotiokarboamidu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 15 minut, po czym
ostudzono do temperatury 50 °C obserwujgc wytrgcanie sie bialego,
drobnokrystalicznego osadu.  Surowy produkt przesaczono pod zmniejszonym
ciSnieniem i przemywano eterem dietylowym. Czysty tiosemikarbazon otrzymano
przez dwukrotng krystalizacje produktu z absolutnego etanolu, otrzymujgc 0,223 g (£)-

2-(4-bromobenzylideno)-/V-etylohydrazynotiokarboamidu z wydajnoscia 78 %.

1H-NMR (dg-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.47 (s, 1H, -NH); 8.61 (t, J= 5.8 Hz, 1H, -NH);
8.02 (s, 1H, -CH); 7.77 (d, J= 8.5 Hz, 2H, fenyl); 7.61 (d, J =8.5 Hz, 2H, fenyl); 3.63-3.56
(m, 3 =7.0 Hz, 2H, -CH2); 1.15 (t, J=7.1 Hz, 3H, -CH3.

1C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 177.2; 140.9; 134.1; 132.0; 129.6; 123.4; 38.38;
15.0.

Temperatura topnienia: 199-200 °C

HRMS(EI): 284.9944 (obliczono dla CiOHI2BrN3S: 284,9935)

cLogP: 3.263



Br

Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,185 g 4-bromobenzaldehydu oraz 0,167 g A/-fenylohydrazynotiokarboamidu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 15 minut, po czym
ostudzono do temperatury pokojowej i umieszczono w zamrazarce laboratoryjnej (-20
°C) na 12 godzin. Po tym czasie zaobserwowano wytracenie sie biatego, ktaczkowatego
osadu, ktéry przesaczono pod zmniejszonym cisnieniem i przemywano heksanem.
Czysty tiosemikarbazon uzyskano poprzez dwukrotng krystalizacje z bezwodnego
metanolu, uzyskujac 0,227 g  (£)-2-(4-bromo-benzylideno)-/V-fenylohydrazynotio-
karboamidu z wydajnoscig 68%.

IH-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.88 (s, 1H, -NH); 10.17 (s, 1H, -NH); 8.13 (s, 1H,
-CH); 7.89 (d, 3= 8.5 Hz, 2H, fenyl); 7.63 (d, J= 8.5 Hz, 2H, fenyl); 7.56 (d, J= 7.6 Hz, 2H,
fenyl); 7.38 (t, J= 7.8 Hz, 2H, fenyl); 7.22 (t,J =7.4 Hz, 1H, fenyl).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 176.6; 142.0; 139.5; 133.9; 132.1; 130.0; 128.5;
126.5; 125.9; 123.7.

Temperatura topnienia: 197-198 °C

clogP: 4.823



Br

Zwiazek otrzymano wg ogodlnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakc;ji
0,185 g 4-bromobenzaldehydu oraz 0,091 g hydrazynotiokarboamidu. Mieszanine
reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 15 minut, po czym ostudzono
do temperatury 50 °C obserwujgc wytrgcanie sie biatego, drobnokrystalicznego osadu.
Surowy produkt przesgczono na lejku Buchnera i przemywano eterem dietylowym.
Czysty tiosemikarbazon uzyskano poprzez krystalizacje osadu z absolutnego etanolu,
otrzymujgc ostatecznie 0,178 g (£)-2-(4-bromobenzylideno)hydrazynotiokarboamidu

z wydajnoscig 69 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.48 (s, 1H, -NH); 8.23 (s, 1H, -NH); 8.07 (s, 1H, -
NH); 8.02 (s, 1H, -CH); 7.77 (d, J= 8.5 Hz, 2H, fenyl); 7.59 (d, J= 8.5 Hz, 2H, fenyl).
13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 178.6,141.4,134.0,132.1, 129.6,123.5.
Temperatura topnienia: 222 °C

clogP: 2.952



Zwigzek otrzymano wg ogdlnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,175 g aldehydu 2,3-dichlorobenzoesowego oraz 0,119 g /V./V-dimetylo-hydrazyno-
tiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng umieszczcono w reaktorze mikrofalowym
i ogrzewano przez 15 minut, po czym ochlodzono do temperatury pokojowej
i umieszczono w zamrazarce laboratoryjnej (-20 °C) na 12 godzin. Po tym czasie
odparowano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej otrzymujac zoty, lepki olej. Analiza
widma *H-NMR wskazata zanieczyszczenie produktu tiosemikarbazydem, stad w celu
uzyskania czystego produktu dodano do oleju 5cm3 mieszaniny CH2CI2 : Et20 (4 :1,
v/v) | odstawiono do obnizonej temperatury na 12 godzin. Po tym czasie
zaobserwowano wytrgcenie sie kremowego osadu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano dwukrotnie
z bezwodnego metanolu, uzyskujgc 0,19 g (£)-2-(2,3-dichlorobenzylideno)-/V,/V-

dimetylohydrazynotiokarboamidu z wydajnoscig 69%.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.27 (s, 1H, -NH); 8.64 (s, 1H, -CH), 7.92 (dd,
7.9 Hz, J2= 1.4 Hz, 1H, fenyl); 7.66 (dd, J2=7.9 Hz, J2= 1.5 Hz, 1H, fenyl); 7,42 (t, )= 8.0
Hz, 1H, fenyl), 3.31 (s, 6H, -CH3).

1C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 180.8; 140.0; 134.7; 132.7; 131.5; 131.0; 128.8;
125.7; 42 .4.



HRMS (El): 275.0047 (obliczono dla CiOHiiCI2N3S: 275.0051)
clogP: 3.53

5.4.55 Otrzymywanie (£)-2-(2,3-dichlorobenzylideno)-A/-metylohydrazynotiokarboamidu

Zwigzek otrzymano wg ogodlnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,175 g aldehydu 2,3-dichlorobenzoesowego oraz 0,105 g A/-metylohydrazynotiokarbo-
amidu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym i ogrzewano
przez 15 minut, po czym ochtodzono do temperatury pokojowej i umieszczono
w zamrazarce laboratoryjnej (-20 °C) na 12 godzin. Po tym czasie zaobserwowano
wytracenie sie zo6ttego osadu, ktéry przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem
i przemywano heksanem. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano dwukrotnie
z bezwodnego metanolu, otrzymujac 0,194 g (£)-2-(2,3-dichlorobenzylideno)-/V-

metylohydrazynotiokarboamidu z wydajnoscig 74 %.

1H-NMR (dg-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.76 (s, 1H, -NH); 8.68 (d, J= 4.4 Hz, 1H, -NH);
8.49 (s, 1H, -CH); 8.29 (d, J= 8.0 Hz, 1H, fenyl); 7.67 (d, J = 7.9 Hz, 1H, fenyl); 7.41 (t, J=
7.9 Hz, 1H, fenyl); 3.02 (d, J =4.5 Hz, 3H, -CH3).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 178.5; 137.7; 134.5; 132.5; 131.4; 131.3; 128.4;
126.2; 31.4.

Temperatura topnienia: 223-224 °C

HRMS-EI: 260.9891 (obliczono dla CO9HCI2N3S: 260.9894)
clogP: 3.177



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,175 g aldehydu 2 3-dichlorobenzoesowego oraz 0,119 g W-etylohydrazyno-
tiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym
i ogrzewano przez 15 minut, po czym ochtodzono do temperatury pokojowej
i umieszczono w zamrazarce laboratoryjnej (-20 °C) na 12 godzin. Po tym czasie
zaobserwowano wytrgcenie sie kremowego osadu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem i przemywano eterem dietylowym. Surowy tiosemikarbazon
krystalizowano trzykrotnie z absolutnego etanolu, otrzymujac 0,185 g (£)-2-(2,3-

dichlorobenzylideno)-/V-etylohydrazynotiokarboamidu z wydajnoscig 67 %.

1H-NMR (dg-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.70 (s, 1H, -NH); 8.70 (m, 1H, -NH); 8.49 (s, 1H, -
CH); 8.31 (d, J= 7.9 Hz, 1H, fenyl); 7.67(d, J = 7.9 Hz, 1H, fenyl); 7.41 (t, J= 7.9 Hz, 1H,
fenyl); 3.70-3.52 (m, 2H, -CH2); 1.16 (t, J= 7.0 Hz, 3H, -CH3).

1C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 177.4; 137.6; 134.4; 1325; 131.5; 131.3; 128.5;
126.0; 38.9; 14.7.

Temperatura topnienia: 213-214 °C

HRMS (El): 275.0054 (obliczono dla CI0HI1CI2N3S: 275.0051)

clogP: 3.706

5.4.57 Otrzymywanie (£)-2-(2,3-dichlorobenzylideno)-A/-fenylohydrazynotiokarboamidu



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,175 g aldehydu 2,3-dichlorobenzoesowego oraz 0,167 g /V-fenylohydrazynotiokarbo-
amidu . Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 15 minut,
po czym ostudzono do temperatury 50 °C obserwujgc wytrgcanie sie biatego,
drobnokrystalicznego osadu. Surowy produkt przesgczono na lejku Buchnera i
przemywano eterem dietylowym. Czysty tiosemikarbazon uzyskano poprzez
krystalizacje osadu z absolutnego etanolu, otrzymujac ostatecznie 0,256 g (£)-2-(2,3-

dichlorobenzylideno)-/V-fenylohydrazynotiokarboamidu z wydajnoscia 79 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 12.08 (bs, 1H, -NH); 10.26 (s, 1H, -NH); 8.62 (s,
1H, -CH); 8.47 (d, J= 9.3 Hz, 1H, fenyl); 7.68 (t, 3 =7.1 Hz, 1H, fenyl); 7.55 (d, J= 7.7 Hz,
2H, fenyl); 7.43-7.37 (m, 3H, fenyl); 7.23 (t, J= 7.6 Hz, 1H, fenyl).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 176.9; 139.5; 138.9; 134.3; 132.6; 131.8; 131.5;
128.6; 126.8; 126.6; 126.0.

Temperatura topnienia: 203-204 °C

HRMS (El): 323.0066 (obliczono dla C14H11CI2N3S: 323.0051)

clogP: 5.266



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,175 g aldehydu 2,3-dichlorobenzoesowego oraz 0,091 g hydrazynotiokarboamidu.
Mieszanine reakcyjna ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 15 minut, po czym
ostudzono do temperatury pokojowej i odstawiono do zamrazarki laboratoryjnej (-20°
C) na 24 godziny. Po tym czasie odparowano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej,
uzyskujac w rezultacie szklisty olej. Do pozostatosci po odparowaniu dodano 5 cm3
acetonitrylu i ogrzano do temperatury 50 °C, po czym ostudzono to temperatury
pokojowej i dodano 1 cm3 heksanu. Tak otrzymany roztwér umieszczono w zamrazarce
laboratoryjnej (-20 °C) na 12 godzin. Po tym czasie zaobserwowano wytrgcanie sie
biatego, puszystego osadu ktory przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem. Czysty
tiosemikarbazon uzyskano poprzez krystalizacje surowego produktu z bezwodnego
metanolu. W wyniku reakcji w polu mikrofalowym uzyskano 0,193 g (F)-2-(2,3-

dichlorobenzylideno)hydrazynotiokarboamidu z wydajnoscia 78 %.

1H-NMR (cfc-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.69 (bs, 1H, -NH); 8.49 (s, 1H, -CH); 8.36 (s, 1H, -
NH); 8.30 (d, J= 8.0 Hz, 1H, fenyl); 8.18 (bs, 1H, -NH); 7.66 (d, J= 7.9 Hz, 1H, fenyl); 7.38
(t,J= 8.0 Hz, 1H, fenyl).

13C-NMR (cfc-DMSO, 100 MHz, ppm): 178.8; 138.2; 134.2; 132.6; 131.6; 131.2; 128.5;
126.5;

Temperatura topnienia: 226-227 °C

HRMS (El): 246.9745 (obliczono dla C8H7CI2N3S: 246.9738).



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,175 g aldehydu 3,4-dichlorobenzoesowego oraz 0,119 g /V,A/-dimetylohydrazyno-
tiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym
i ogrzewano przez 15 minut, po czym ochtodzono do temperatury pokojowej
i umieszczono w zamrazarce laboratoryjnej (-20 °C) na 12 godzin. Po tym czasie
zaobserwowano wytracenie sie z6ttego osadu, ktdry przesaczono pod zmniejszonym
ciSnieniem. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano dwukrotnie z bezwodnego
metanolu, uzyskujac 0,218 g (£)-2-(3,4-dichloro-benzylideno)-A/,/V-dimetylohydrazyno-
tiokarboamidu z wydajnoscig 79%.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.12 (s, 1H, -NH), 8.17 (s, 1H, -CH), 7.86 (d,J= 1.7
Hz, 1H, fenyl), 7.70-7.63 (m, 1H, fenyl), 3.30 (s, 6H, -CH3).

13C-NMR (dg-DMSO, 100 MHz, ppm): 181.0; 141.5; 136.0; 132.1; 132.0; 131.5; 128.4;
127.0; 42.5.

Temperatura topnienia: 138-139 °C

HRMS (El): 275.0048 (obliczono dla CioHuClzNaS: 275.0051)

clogP: 3.533



Zwigzek otrzymano wg ogdlnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakc;ji
0,175 g aldehydu 3,4-dichlorobenzoesowego oraz 0,105 g A/-metylohydrazynotiokarbo-
amidu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym i ogrzewano
przez 15 minut, po czym ochtodzono do temperatury pokojowej i umieszczono
w zamrazarce laboratoryjnej (-20 °C) na 12 godzin. Po tym czasie zaobserwowano
wytracenie sie biatego osadu, ktory przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem
i przemywano eterem dietylowym. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano
dwukrotnie z bezwodnego metanolu, otrzymujgc 0,233 g (£)-2-(3,4-dichloro-

benzylideno)-/V-metylohydrazynotiokarboamidu z wydajnoscia 89 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.63 (s, 1H, -NH); 8.68 (d, J= 3.8 Hz, 1H, -NH),
8.20 (s, 1H, -CH); 8.00 (s, 1H, fenyl); 7.69 (dd, Jt=23.9 Hz, J2=8.3 Hz, 2H, fenyl); 3.03 (d,
J=4.3 Hz, 3H, -CH3).

13C-NMR (dg-DMSO, 100 MHz, ppm): 178.4; 139.4; 135.7; 132.2; 132.2; 131.2; 128.5;
128.1; 31.62.

Temperatura topnienia: 202-203 °C.

HRMS (El): 260.9902 (obliczono dla COHXCI2NSS: 260.9894).
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Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakc;ji
0,175g aldehydu 34-dichlorobenzoesowego oraz 0,119 g A/-etylohydrazyno-
tiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym
i ogrzewano przez 15 minut, po czym ochtodzono do temperatury pokojowej
i umieszczono w zamrazarce laboratoryjnej (-20 °C) na 12 godzin. Po tym czasie
zaobserwowano wytragcenie sie kremowego osadu, ktéry przesaczono pod
zmniejszonym cisnieniem i przemywano eterem dietylowym. Surowy tiosemikarbazon
krystalizowano trzykrotnie z absolutnego etanolu, otrzymujac 0,229 g (£)-2-(3,4-

dichlorobenzylideno)-/V-etylohydrazynotiokarboamidu z wydajnoscig 83 %.

*H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.56 (s, 1H, -NH); 8.73 (t, 3= 5.7 Hz, 1H, -NH),
8.19 (d, 3= 1.7 Hz, 1H, fenyl); 8.00 (s, 1H, -CH); 7.78-7.70 (m, 1H, fenyl); 7.67 (d, 3= 8.3
Hz, 1H); 3.61 (m, 2H, -CH2); 1.16 (t,J= 7.1 Hz, 3H, -CH3).

13C-IMMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 177.3; 139.5; 135.6; 132.2; 132.2; 131.3; 128.6;
128.1; 38.8; 15.0.

MP: 177-178 °C

HRMS (El): 275.0058 (obliczono dla CI0H11CI2N3S: 275.0051)

clogP: 3.706
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Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,175 g aldehydu 3,4-dichlorobenzoesowego oraz 0,167 g A/-fenylohydrazynotio-
karboamidu . Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 15
minut, po czym ostudzono do temperatury 50 °C obserwujgc wytrgcanie sie biatego,
ktaczkowatego osadu. Surowy produkt przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem
i przemywano eterem dietylowym. Czysty tiosemikarbazon uzyskano poprzez
krystalizacje osadu z bezwodnego acetonitrylu, otrzymujgc ostatecznie 0,279 g (£)-2-

(3,4-dichlorobenzylideno)-A/-fenylo-hydrazynotiokarboamidu z wydajnoscia 86 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.96 (s, 1H, -NH): 10.27 (s, 1H, -NH); 8.35 (s, 1H,
-CH); 8.12 (s, 1H, fenyl); 7.82 (dd, 8.4 Hz, J2= 1.7 Hz, 1H, fenyl); 7.68 (d, J= 8.3 Hz,
1H, fenyl); 7.53 (d, J= 7.7 Hz, 2H, fenyl); 7.39 (t,J = 7.8 Hz, 2H, fenyl); 7.24 (t,J =7.4 Hz,
1H, fenyl).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 176.9; 140.6; 139.5; 135.4; 132.5; 132.3; 131.2;
128.9; 128.6; 126.9; 126.1.

Temperatura topnienia: 200-201 °C [28].

dogP: 5.266

5.4.63 Otrzymywanie (£)-2-(3,4-dichlorobenzylideno)hydrazynotiokarboamidu



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakc;ji
0,175 g aldehydu 3,4-dichlorobenzoesowego oraz 0,091 g hydrazynotiokarboamidu.
Mieszanine reakcyjng ogrzewano w reaktorze mikrofalowym przez 15 minut, po czym
ostudzono do temperatury pokojowej i odstawiono do zamrazarki laboratoryjnej (-20°
C) na 24 godziny. Po tym czasie zaobserwowano wytrgcenie sie biatego osadu, ktory
przesgczono pod zmniejszonym cisnieniem i przemywano heksanem. Surowy
tiosemikarbazon krystalizowano dwukrotnie z bezwodnego metanolu otrzymujgc
w rezultacie 0,211 g (£)-2-(3,4-dichlorobenzylideno)hydrazynotiokarboamidu z

wydajnoscig 85 %.

*H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.56 (s, 1H, -NH); 8.28 (s, 1H, -NH); 8.24 (d, J =
1.7 Hz, 1H, fenyl); 8.00 (s, 1H, -CH); 7.72 (dd, J,= 8.4 Hz, J2= 1.8 Hz, 1H, fenyl); 7.64 (d,
J= 8.3 Hz, 1H, fenyl).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 178.7; 139.9; 135.6; 132.3; 132.3; 131.2; 128.7;
128.2.

Temperatura topnienia: 205-206 °C

clogP: 3.473



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,186 g 4-(3,3-dimetylo-I-butyn-I-ylo)benzaldehydu oraz 0,105 g /V-metylohydrazyno-
tiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym
i ogrzewano przez 15 minut, po czym ostudzono do temperatury pokojowej
i umieszczono w zamrazarce laboratoryjnej (-20 °C) na 12 godzin. Po tym czasie
zaobserwowano wytracenie sie zOHego osadu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
ciSnieniem. Proby krystalizacji z metanolu prowadzily do otrzymywania kremowej
zywicy. Ostatecznie w wyniku reakcji w polu mikrofalowym uzyskano 0,153 ¢
(E)-2-(4-(3,3-dimetylo-I-butyn-I-ylo)benzylideno)-/V-metylohydrazynotiokarboamidu z
wydajnoscig 56 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.51 (bs, 1H, -NH); 8.55 (m, 1H, -NH); 8.03 (s, 1H,
~CH); 7.76 (d, J= 8.1 Hz, 2H, fenyl); 7.38 (d, J =8.1 Hz, 2H, fenyl); 3.02 (d, J= 4.4 Hz, 3H, -
CH3): 1.30 (s, 9H, -CH3)

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 178.1; 141.3; 134.1; 131.9; 127.7;, 124.6; 100.8;
79.3; 31.3; 31.1; 28.1.

clogP: 3.997



Zwiazek otrzymano wg ogdlnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,186 g 4-(3,3-dimetylo-I-butyn-I-ylo)benzaldehydu oraz 0,119 g W-etylohydrazynotio-
karboamidu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w reaktorze mikrofalowym
i ogrzewano przez 15 minut po czym ostudzono do temperatury pokojowej
i umieszczono w obnizonej temperaturze (-20 °C) przez 24 godziny. Po tym czasie
zaobserwowano wytracenie sie kremowego osadu, ktory przesaczono na lejku
Buchnera i przemyto heksanem. Podjeto proby krystalizacji tiosemikarbazonu
z absolutnego etanolu, zakonczone uzyskaniem kremowej zywicy. Finalnie otrzymano
0,187 g (£)-2-(4-(3,3-dimetylo-I-butyn-I-ylo)benzylideno)-/V-etylohydrazynotiokarbo-

amidu z wydajnoscig 65 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.44 (bs, 1H, -NH); 8.59 (bs, 1H, -NH); 8.03 (s,
1H, -CH); 7.76 (d, J= 8.2 Hz, 2H, fenyl); 7.38 (d, J= 8.2 Hz, 2H, fenyl); 3.67 - 3.51 (m, 2H,
-CH2); 1.30 (s, 9H, -CH3), 1.15 (t, 3= 7.1 Hz, 3H, -CH3).

13C-NMR (dg-DMSO, 100 MHz, ppm): 179.0; 141,4; 134,2; 131.9; 128.0; 124.5; 100.1;
79.5; 31.2; 31.1; 27.6; 14.0.

clogP: 4.526



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajgc do reakcji
0,186 g 4-(3,3-dimetylo-I-butyn-I-ylo)benzaldehydu oraz 0,167g /V-fenylhydrazynotio-
karboamidu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w polu mikrofalowym i ogrzewano
w czasie 15 minut, po czym ochtodzono do temperatury 50 °C i obserwowano
wytrgcanie sie kremowego osadu, ktory przesaczono pod zmniejszonym cisnieniem
i przemywano eterem dietylowym. Surowy tiosemikarbazon krystalizowano
dwukrotnie z bezwodnego acetonitrylu, otrzymujac w rezultacie 0,167 g kremowej
zywicy (£)-2-(4-(3,3-dimetylo-I-butyn-I-ylo)benzylideno)-/V-fenylo-hydrazynotiokarbo-

amidu z wydajnoscig 50 %.

1H-NMR (cfe-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.84 (s, 1H, -NH); 10.16 (s, 1H,-NH); 8.14 (s, 1H, -
CH); 7.88 (d, J= 8.3 Hz, 2H, fenyl); 7.55 (d, J= 7.6 Hz, 2H, fenyl); 7.38 (t, J= 8.0 Hz, 4H,
fenyl); 7.22 (t, 3= 7.4 Hz, 1H, fenyl); 1.31 (s, 9H, -CH3).

13C-NMR (de-DMSO, 100 MHz, ppm): 179.2; 163.5; 146.2; 141.6; 134.3; 133.5; 132.0;
131.4; 127.3;125.4; 124.8 124.0; 100.4; 79.9; 30.1; 27.9.

clogP: 6.086



Zwigzek otrzymano wg ogolnej procedury opisanej w punkcie 5.4, uzywajac do reakcji
0,186 g 4-(3,3-dimetylo-I-butyn-I-ylo)benzaldehydu oraz 0,091 g
hydrazynotiokarboamidu. Mieszanine reakcyjng umieszczono w polu mikrofalowym
i ogrzewano w czasie 15 minut, po czym ochtodzono do temperatury pokojowej
i umieszczono w zamrazarce laboratoryjnej na 24 godziny. Po tym czasie
zaobserwowano wytragcenie sie kremowego osadu, ktéry przesaczono pod
zmniejszonym cisnieniem i przemyto eterem dietylowym. Surowy tiosemikarbazon
krystalizowano dwukrotnie z bezwodnego metanolu uzyskujac 0,173 g  kremowej
zZywicy (E)-2-(4-(3,3-dimetylo-I-butyn-I-ylo)benzylideno)hydrazynotiokarboamidu

z wydajnosciag 67 %.

1H-NMR (de-DMSO, 400 MHz, ppm): 11.44 (s, 1H, -NH); 8.21 (s, 1H, -NH); 8.03 (s, -NH,
1H); 8.01 (s, 1H, -CH); 7.75 (d, J= 8.3 Hz, 2H, fenyl), 7.34 (d, J= 8.3 Hz, 2H, fenyl), 1.28 (s,
9H, -CH3).

13C-NMR (ds-DMSO, 100 MHz, ppm): 178.2; 164.5; 147.2; 141.6; 133.8; 131.6; 127.5;
124.5; 100.6; 79.1; 30.9; 27.9.

Temperatura topnienia:

clogP: 3.991



5.5. PULAPKOWANIE SPINOWE

5.5.1 Oczyszczanie A/-tlenku 5,5-dimetylo-I-piroliny (DMPO)

Do oczyszczania DMPO uzywano wody demineralizowanej, dodatkowo oczyszczanej
poprzez mieszanie z czynnikiem chelatujgcym kationy metali- ChelexlOO. Pierwszym
etapem  oczyszczania bylo  przygotowanie roztworu DMPO w  wodzie
demineralizowanej, poprzez dodanie 1 cm3 DMPO do 4 cm3wody. Tak przygotowany
roztwér rozdzielono do 5 probowek Eppendorfa o objetosci 2 cm3 Nastepnie
dodawano do wszystkich frakcji po 1cm3 toluenu i wytrzgsano 5 probdéwek na
wytrzasarce ,Vortex" przez 20 minut. Po tym czasie odwirowano prébki (1 minuta,
14000 obr/min) i odciagnieto pipeta warstwe toluenowa, zachowujac warstwe wodng
do kolejnych etapow puryfikacji. Nastepnym krokiem w procesie oczyszczania DMPO
bytlo przedmuchiwanie prébek azotem przez 5 minut iumieszczenie w obnizonej
temperaturze (0° C) przez 1 godzine. W tym czasie do 5 oddzielnych probdowek
Eppendorfa (objetos¢ 2 cm3) dodano 0,3 cm3 wegla aktywnego oraz 1,5 cm3wvody
demineralizowanej. Prébki wytrzgsano na  wytrzgsarce ,Vortex" (20 minut)
i odwirowano przez 5 minut (14000 obr/min). Nastepnie odciggnieto warstwe wodng
i dodano wczesniej oczyszczone warstwy wodne DMPO wytrzasajagc na wytrzasarce
Jvortex" przez 15 minut a nastepnie odwirowano przez 5 minut (14000 obr/min).
Pobrano wodne roztwory DMPO poprzez strzykawke a nastepnie przepuszczono przez
filtr membranowy. Zmierzono absorbancje DMPO (wsp&tczynnik ekstynkcji DMPO,
e= 8000 dm3¥mol-cm) w celu poréwnania stezenia poczatkowego i korncowego putapki
spinowej. Wodny roztwdr putapki spinowej przeniesiono do Eppendorfek o objetosci

0,5 cm3 owinieto parafilmem i przechowywano w temperaturze -20 ° C.

5.5.2 Synteza kompleksu tiosemikarbazonowego z zelazem (ll1)

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 25 cm3 zaopatrzonej w mieszadetko
magnetyczne oraz chtodnice zwrotng umieszczono 0,26 g (1 mmol) A/-etylo-2-[(8-
hydroksychinolin-2-ylo)metyleno]hydrazynotiokarboamidu oraz 0,28 cm3 (2 mmol)
trietyloaminy. Nastepnie dodano 0,541 g (2mmol) szesciowodnego chlorku zelaza(lll)
oraz 12 cm3etanolu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano przez 30 minut w temperaturze

wrzenia rozpuszczalnika, a nastepnie pozostawiono tak otrzymany produkt



w temperaturze O °C na 2 godziny. Po tym czasie zaobserwowano strgcenie sie

czarnego osadu, ktory krystalizowano z metanolu. Wydajno$¢ reakcji wynosita 36 %.
LR-MS(ESI): 576,11 [Fe(L)A+

5.5.3 Putapkowanie spinowe kompleksu zelaza (lll) z ligandem tiosemikarbazonowym
Do pomiaréw uzywano jako putapki spinowej DMPO, przygotowanej wg procedury

opisanej w podpunkcie 2.1. Pomiary byly wykonywane w ptaskiej kuwecie kwarcowej o
drodze optycznej 0,3 mm za$ catkowita objetos¢ ukladu wynosita 200 ul. Przed
pomiarem mierzono widmo samej putapki spinowej w celu okreslenia i dobrania
centrum pola (warto$¢ okoto 340 mT). Pozostate parametry pomiarowe wynosity:
czestotliwos$é mikrofal 9,57 GHz; moc mikrofal ImW; pasmo przemiatania 0,3 mT; czas

przemiatania 10s; wzmocnienie sygnatu 20000.

W przypadku putapkowania spinowego w roztworze metanolowym (50 % CH30OH),
sktad mieszaniny reakcyjnej ukfadu Fentonowskiego wynosit: 100 jil CH30H; 6,9 ul
DMPO (50 mmol); 2 ul HD2 (100 mmol); 20 ul Fe(L)2Cl (Immol); 40 ul kwasu
askorbinowego (4 mmol) oraz 31,1 “4 wody po ChelexielOO, przy czym jako ostatni
skfadnik dodawano kwas askorbinowy. Jako poczatek pomiaru traktowano moment

dodania kwasu askorbinowego.

W przypadku uzycia jako rozpuszczalnika niejonowego surfaktantu Tritonu X100,
uzywano odpowiednio 2 |il Tritonu X 100 ( 1% surfaktantu w mieszaninie reakcyjnej)
lub tez 0,4 ul (0,2 % surfaktantu w mieszaninie reakcyjnej). llos¢ wody po chelexie 100

obliczono proporcjonalnie, tak by catkowita objetos¢ ukfadu nie przekraczata 200

5.6 Pomiary kompleksowania zelaza wybranymi tiosemikarbazonami. Krzywe
izozbestyczne
Pomiaréw dokonywano na ptytce 96 dotkowej (NunC, New York, USA) przy uzyciu

czytnika ptytek Synergy (Biotek, Winooski, VT, USA) stosujgc do pomiaréw zakres
dtugosci fali od 300 do 700 nm i rozdzielczo$¢ pomiaru 5 nm. Na wstepnie
przygotowywano odwazki liganda (0,01 mmol) oraz chlorku zelaza (FeCI3-6H20; 0,01
mmol) rozpuszczajac je w 1 cm3odpowiedniego rozpuszczalnika (ligandy rozpuszczano
w DMSO, zas chlorek zelaza w wodzie destylowanej) i otrzymujac roztwory poczatkowe

o stezeniu 10'2 M. Nastepnie przygotowano rozcienczenia odpowiedniego liganda tak



aby uzyska¢ roztwory o stezeniu 103 M, 104 M, 510'4 M oraz 106 M, ktére
przeniesiono do odpowiednich dotkbw na plytce. Ostatnim krokiem byto
przygotowanie rozcienczen chlorku zelaza oraz dodane go do odpowiedniego dotku
ptytki (catkowita objetos¢ dotka plytki nie mogla byé wieksza od 0,2 cm3), tak aby
stosunek ligand : metal w przygotowanych roztworach kompleksoéw znajdowat sie
w zakresie 1:1;2:1,4:1;5:1o0raz 10 : 1. Dane z czytnika analizowano za pomocg
programu Excel, przygotowujgc odpowiednie krzywe izozbestyczne kompleksowania

odpowiednich ligandéw.
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7. SUPLEMENT

Formuta
Masa [g/mol]
Uktad krystalograficzny
Grupa przestrzenna
a(A)

b(A)

C(A)

«(°)

P(°)

Y(°)

z
Indeks R
Baza Cambridge

(@ODH A

Ci2H8N20 4 «2(H20)
280,24
tréjskosny
Pl
6,7346(5)
7,2143(5)
13,9007(10)
86,321(6)
82,561(6)
66,713(7)

2
Ri=0,0759; wR2=0,091
CCDC 856480



Formuta
Masa [g/mol]
Uktad krystalograficzny
Grupa przestrzenna
a(A)

b(A)

c(A)

a{’)

P(°)

V(°)

z
Indeks R
Baza Cambridge

C8HT7CI2N3S
248,14
jednoskosny
P2i/C
12,7143(9)
5,6203(3)
16,0382(9)
90
109,046(7)
90
4
Ri= 0,0418; wR2=0,0865
CCDC 857492



Formuta C8H7CI2N3S

Masa [g/mol] 248,14
Uktad krystalograficzny trojskosny
Grupa przestrzenna P-I
aiA 5,8447(3)
b(A) 7,731695)
c(A) 12,6901(7)
a® 96,330(5)
P(°) 95,412(4)
Y(°) 106,992(5)
z 2
Indeks R Ri= 0,0699; wR2=0,1234

Baza Cambridge CCDC 825885



7.4 Struktura krystalograficzna (£)-2-(4-bromobenzylideno)-/V-etylohydrazynotiokarbo-
amidu

Formuta CioHIZBrN3S
Masa [g/mol] 286,2
Uktad krystalograficzny trojskosny
Grupa przestrzenna P-I

a(A) 6,5767(5)

b (A) 7,8801(5)

c (A 11,8484(9)

a(®) 83,220(6)

0(°) 87,389(5)

Y (°) 89,906(6)

z 2
Indeks R Ri=0,0738; wR2=0,0865

Baza Cambridge CCDC 825886



Formuta C21H2IN7S

Masa [g/mol] 403,51

Uktad krystalograficzny trojskosny
Grupa przestrzenna P-1

a(A) 9,2850(6)

b(A) 9,5201(8)
C(A) 11,6512(7)

o(°) 76.265(6)

P(%) 88.780(5)

Y(°) 79.734(6)

z 2
Indeks R Ri=0,0444; wR2=0,1174

Baza Cambridge CCDC 919683



Formuta C7Hi 6N4S

Masa [g/mol] 188.3
Uklad krystalograficzny jednoskosny
Grupa przestrzenna C2/c
a (A 12,3069(7)
b (A) 8,0115(4)
c (A) 21,0221(12)
a(®) 90
pn 101,825(6)
V() 9
z 8
Indeks R Ri= 0,0350; wR2=0,0934

Baza Cambridge CCDC 918418



wiapiweoqgeyonouizelpAy[ousjfasw(oljA-z-uljoulydAsyoipAy-g)]-z-o1f1e-/v z (JI)o4 nsyeidwioy ep (1S3) fomosew swosads owppn /7






