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1. WPROWADZENIE

Gruzlica jest choroba infekcyjng, ktora dotyka ludzkos¢ juz od starozytnosci.
Pierwsze opisy chorych posiadajacych objawy wskazujace na gruzlice znajduja si¢
w dzietach Hipokratesa oraz Galena. Badania paleontologiczne ujawnity szczatki kregow
pochodzace sprzed 8000 lat p.n.e. posiadajace zmiany wilasciwe dla gruzlicy. Pomimo
znajomosci tej choroby od tysiecy lat, pozostaje ona wiodacg przyczyna $mierci wsrod
choréb infekeyjnych powodujac wigcej zgondéw niz wirus HIV [1,2].

Gruzlica jest chorobg zwigzang z uboOstwem. Niedozywienie, zte warunki
mieszkalne oraz duza gestos¢ zaludnienia sprzyjaja rozprzestrzenianiu oraz rozwojowi tej
choroby. W najwiekszym stopniu dotyka najbiedniejsze, najbardziej wrazliwe
1 marginalizowane grupy ludno$ci. Najwyzsza liczbg przypadkéw gruzlicy, stanowiaca
87% wszystkich przypadkéw w 2016 roku, odnotowano w trzech regionach Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO): poludniowo-wschodniej Azji, Afryce oraz zachodnim
Pacyfiku. Skrajne ubdstwo wystepujace w tych rejonach uniemozliwia odpowiednia
profilaktyke, diagnostyke oraz leczenie [3.,4].

W celu wzmozenia kontroli nad czgstoscig zachorowan na gruzlice oraz liczba
zgonoOw w wyniku tej choroby, WHO od 1995 roku wydaje coroczny raport na temat
globalnej sytuacji epidemiologicznej. Analizujac dane statystyczne pochodzace z raportow
WHO w latach 2012-2016 mozna zauwazy¢ powolny wzrost szacunkowej liczby nowych
zachorowan na gruzlice. W 2012 roku odnotowano 8,6 mln nowych przypadkow
tuberkulozy, natomiast w 2016 roku liczba ta wzrosta do 10,4 min. Niepokojacy jest takze
fakt rosnacej liczby przypadkéw gruzlicy lekoopornej [5-9]. Dopiero w 2017 roku
odnotowano delikatny spadek zachorowan, szacujac, iz na gruzlice zachorowato okoto
10 mln oso6b [10].

Sytuacja epidemiologiczna gruzlicy w Polsce od lat 60 XX wieku zmienia si¢
bardzo dynamicznie. W 1957 roku utworzono Krajowy Rejestr Zachorowan na Gruzlice,
odnotowujac 82 201 przypadkéw zachorowan. Ponadto Polska charakteryzowata sie¢
w tamtym czasie wysokim wspolczynnikiem zapadalnosci na poziomie 290,4.
Wspolczynnik zapadalnosci stanowi miar¢ prawdopodobiefistwa zachorowania bgdaca
ilorazem zachorowan na dang chorobe, w stosunku do liczebnosci tej populacji
w okreslonej jednostce czasu. W powyzszym przypadku jednostka czasu byt jeden rok.
Coroczna analiza sytuacji epidemiologicznej w Polsce pokazuje regularny spadek

zachorowalnosci. W roku 2000 odnotowano okoto 8-krotny spadek zachorowan



w poréwnaniu z rokiem 1957 z caltkowita liczba chorych na gruzlice wynoszaca 11 477.
Wedlug raportu sporzadzonego przez Instytut Gruzlicy i Choréb Pluc w Warszawie w 2017
roku odnotowano jedynie 5787 przypadkéw nowych zachorowan oraz wspotczynnik
zapadalnos$ci 15,1. Wspotczynnik ten nadal pozostaje wyzszy niz $rednia w krajach Unii
Europejskiej (10,7). Najwyzsza zachorowalno$¢ zaobserwowano w wojewodztwie
mazowieckim oraz $laskim. Ponadto gruzlica czgéciej dotyka osoby zamieszkale
w miastach, co mozemy wigza¢ z wickszym zageszczeniem ludnos$ci. Dane statystyczne
pokazuja, iz mezczyzni zapadajg na gruzlice okoto 2 razy czesciej niz kobiety. Pomimo
spadku zachorowalnos$ci na gruzlice w Polsce w 2016 roku tuberkuloza byla wiodaca
przyczyna zgonéw wsrdd chordb infekcyjnych [11-13].

Istotnym czynnikiem ryzyka wystgpienia gruzlicy jest koinfekcja ludzkim wirusem
niedoboru odpornosci HIV. Sytuacja ta sprzyja aktywacji formy latentej i rozwinigciu
pelnoobjawowej choroby. Problem ten jest szczegdlnie zauwazalny w krajach Afryki
Subsaharyjskiej, gdzie odsetek ludno$ci zarazonej wirusem HIV jest wysoki. Badania
dowodza, iz wspotwystepowanie HIV-Mtb (ludzkiego wirusa niedoboru odpornos$ci oraz
bakterii mycobacterium) przyspiesza rozw6dj] obu chorob [14,15]. Wspotzakazone
makrofagi posiadajg wigksza liczbe kopii wirusowych w zwigzku ze wzrostem replikacji
HIV. Natomiast obnizenie odporno$ci wywotane wirusem HIV powoduje wzrost
zachorowalnos$ci, a takze $miertelnosci w wyniku gruzlicy [16]. Terapia antywirusowa
u pacjentow ze wspoélistniejaca gruzlica czgsto konczy sie niepowodzeniem wskutek
interakcji lekowych, naktadajacej si¢ toksyczno$ci lekow i zaostrzenia skutkow ubocznych.
Przyjmowanie lekéw retrowirusowych moze prowadzi¢ do zapalnego zespotu
rekonstrukcji immunologicznej (IRIS), w ktorego efekcie dochodzi do progresji zmian
gruzliczych w zainfekowanych narzadach [17].

W ostatnich latach zaobserwowano znaczny wzrost migracji ludno$ci zwlaszcza
w obszarze kontynentu europejskiego [18]. Wedlug danych Europejskiego Urzedu
Statystycznego w 2013 roku do krajéw Unii Europejskiej przybyto 3,4 miln imigrantow
[19]. Pomimo faktu, iz odsetek przypadkow gruzlicy w krajach bardzo wysoko
rozwini¢tych jest niski, moze si¢ on zwigkszy¢ wraz z migracja ludnosci z krajow
o wysokim wystepowaniu gruzlicy. Szczepy Mycobacterium tuberculosis pochodzace
z krajow migrantow moga si¢ charakteryzowa¢ innym stopniem wirulencji oraz posiadac
inne wzorce oporno$ci niz w krajach przyjmujacych [20,21]. Zaobserwowano, iz czgstos¢
wystepowania gruzlicy wielolekoopornej MDR-TB (ang. multidrug-resistant tuberculosis)

w krajach o niskiej zapadalnosci jest wyzsza ws$rdod migrantdow niz rdzennych
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mieszkancow. Raportowane dane wskazuja, ze 73,4% przypadkéw gruzlicy lekoopornej
wystepuje wsrod migrantow. Problem ten jest wyraznie zauwazalny w krajach Europy
Zachodniej oraz Poénocnej, takich jak Francja, Niemcy, Wielka Brytania, a takze
Norwegia. Gruzlice mozna naby¢ przed, podczas migracji, a takze po niej. Przyczyna
zwigkszonego ryzyka zachorowania podczas oraz po zakonczeniu migracji moga by¢ zte
warunki socjalne w tranzycie lub w krajach przyjmujacych oraz ograniczony dostep do
opieki medycznej [20]. Znaczna cz¢$¢ tych przypadkéw wynika z aktywacji formy
latentnej nabytej przed procesem migracji. Do aktywacji utajonej formy gruzlicy dochodzi
najczegsciej w pierwszych 2-5 latach po migracji. Jedng z przyczyn wysokiego
wystepowania MDR-TB wsérod imigrantéw moze by¢ fakt, iz gromadza si¢ oni we
wlasnych waskich grupach etnicznych, co sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ choroby w obrgbie
tej spoteczno$ci. Badania wykazuja, iz transmisja gruzlicy od imigrantow do populacji
rodzimej jest stosunkowo niska. Niemniej jednak przeptyw zakazen gruzlicg jest
dwukierunkowy i zalezny od stopnia interakcji imigrantdw ze spoteczenstwem rodzimym.
Zwigkszone ryzyko wystgpowania gruzlicy wystgpuje takze wsSrdd migrantdw
uciekajacych z krajow dotknigtych konfliktami zbrojnymi lub kryzysem ekonomicznym,
co wynika ze zlych warunkéw spotecznych oraz niesprawnego systemu opieki zdrowotnej
[22]. W celu zmniejszenia ryzyka rozprzestrzenienia gruzlicy przez imigrantdéw niektore
kraje UE wprowadzily badania przesiewowe przed wjazdem na terytorium kraju majace na
celu zidentyfikowanie os6b zakazonych pratkiem gruzlicy w formie aktywnej, a takze
bedacych nosicielami formy latentnej. Aktualnie nie istnieja testy umozliwiajace

odroznienie lekoopornej formy latentnej od formy wrazliwej na leczenie [23].



2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Izoniazyd i jego pochodne

Izoniazyd nalezy do grupy lekow pierwszego rzutu stosowanych w leczeniu
gruzlicy. Leki pierwszego rzutu ze wzgledu na wysoka efektywnos$¢ i nizsza toksycznos¢,
w pordwnaniu z innymi lekami stosowanymi w danej chorobie, sg podawane pacjentowi
jako pierwsze [24]. Ponadto izoniazyd jest rowniez podawany profilaktycznie u osob
z latentng infekcja M. tuberculosis w celu zapobiegniecia reaktywacji. Do tak szerokiego
zastosowania izoniazydu w leczeniu gruzlicy przyczynila si¢ jego wysoka aktywnos¢
bakteriobdjcza, niski  koszt, wysoka biodostepnos¢, doskonata  penetracja
wewnatrzkomorkowa, a takze waskie spektrum dziatania.

Izoniazyd jako prolek, aby wykazywal istotng aktywno$¢ tuberkulostatyczna,
wymaga aktywacji metabolicznej. Aktywacja izoniazydu zachodzi w wyniku reakcji
z enzymem wystepujacym u M. tuberculosis zwanym KatG bedacym katalazo-
peroksydaza. KatG katalizuje powstawanie izonikotynowego rodnika acylowego, ktory
nastepnie tworzy addukt z NADH (Rys. 1). Powstaty addukt wigze si¢ i hamuje InhA. InhA
zwany reduktazg enoilo-ACP to zalezne od NADH biatko no$nikowe trans-enoilo-acylo-
ACP, ktoére jest cze$cig uktadu biosyntezy kwasoéw tluszczowych: syntazy kwasu
thuszczowego I (FAS II) odgrywajacego role w syntezie kwasu mikolowego [25]. A zatem
zablokowanie InhA prowadzi do zaburzen syntezy kwaséw mikolowych stanowigcych
istotny element budulcowy $ciany komorkowej, a w efekcie $mier¢ komorki bakteryjnej

[26].

H NH, H /N |
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NH, Osc- T S
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izoniazyd izonikotynowy rodnik addukt
acylowy izonikotynowy acyl-NADH

Rys. 1 Aktywacja izoniazydu

W zwiazku ze znaczng rolg enzymu KatG w etapie aktywacji izoniazydu, stanowi
on istotny element procesu nabywania opornosci. Potwierdza to fakt, iz u ponad 90%

szczepow opornych zaobserwowano mutacje wiasnie w genie kodujagcym enzym KatG.



Mutacje w rejonie genu katG z reguty powoduja opornos¢ na wysokim poziomie.
Natomiast mutacje w obrebie genu kodujacego enzym InhA lub jego regionie
promotorowym powoduja niski poziom opornosci. Co wigcej, mutacja w obrebie genu inhA
skutkuje powstaniem opornosci krzyzowej z innymi lekami o zblizonej strukturze. Badania
donosza, iz mutacje w genach kasA, ahpC czy ndh rOwniez sa powigzane z powstawaniem
oporno$ci wobec izoniazydu, jednakze ich doktadna rola nie zostata jeszcze poznana [27—
29].

Etionamid jest pochodng tiomocznika, ktora wykazuje aktywnos¢ bakteriostatyczng
lub bakteriobdjczg. Zwigzek ten znalazt zastosowanie w leczeniu gruzlicy jako lek
drugiego rzutu. Mechanizm dzialania aktywowanej postaci etionamidu polega na
hamowaniu reduktazy enoilo-ACP (InhA), a zatem jest taki, jak w przypadku izoniazydu.
Jednakze aktywacja etionamidu nie zachodzi za pomocg enzymu KatG, lecz
monooksygenazy kodowanej przez gen ethA (Rys. 2). W wyniku procesu aktywacji
powstaje S-oksymetabolit, ktéry ma znacznie wicksza aktywno$¢ niz lek macierzysty.
W wyniku licznych przemian powstaje izonikotynowy rodnik acylowy, ktory nastgpnie
tworzy addukt z NADH [30]. W zwigzku z takim samym celem molekularnym, mutacja
w genie kodujacym InhA powoduje powstanie krzyzowej opornosci wobec izoniazydu
oraz etionamidu [31]. Inne mechanizmy powstawania oporno$ci wobec etionamidu
opieraja si¢ na mutacjach w obrgbie genu kodujacego aktywator ethA oraz regulator ethR

[32,33].

NH, H /N
Ox X
S NH, S NHz O © l;r & |
ethA
| N ———— | N | — (@)
~
N/ N NH,
(6]
etionamid S-tlenek etionamidu izonikotynowy rodnik addukt
acylowy izonikotynowy acyl-NADH

Rys. 2 Aktywacja etionamidu

Protionamid, podobnie jak etionamid, jest pochodng tiomocznika, jednakze r6zni
si¢ od niego dlugoscia tancucha alkilowego posiadajac w pozycji C-2 pierscienia pirydyny
tancuch propylowy. Wykazuje aktywno$¢ bakteriobdjcza wobec pratkéw gruzliczych,
a takze M. avium oraz M. leprae [34]. Jednakze w zwiazku z wysoka toksyczno$cig tego
leku jest on stosowany w leczeniu gruzlicy jako lek drugiego rzutu. Mechanizm aktywacji

oraz dziatania bakteriobojczego jest analogiczny jak w przypadku etionamidu. Ze wzgledu
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na podobiefistwo strukturalne oraz mechanizm dziatania protionamidu i etionamidu

obserwuje si¢ wystgpowanie opornosci krzyzowej pomigdzy tymi lekami [35,36].
2.2. Poszukiwanie nowych lekow przeciwgruzliczych

W celu zapewnienia petnej eradykacji zakazenia M. tuberculosis oraz uniknigcia
powstania opornosci, leczenie gruzlicy wymaga dlugotrwatego podawania kilku lekow
bakteriobdjczych oraz sterylizujacych. Schemat leczenia gruzlicy wrazliwej polega
na podawaniu czterech lekow izoniazydu, rifampicyny, etambutolu oraz pirazynamidu
przez okres szes$ciu miesigcy (Rys. 3).

Pierwsze dwa miesigce sg faza intensywnego leczenia, podczas ktorej podawane
sg wszystkie cztery leki. W trakcie pozostalych czterech miesigcy stanowiacych faze
wyjatawiajacg podawane s3 tylko dwa leki: izoniazyd oraz rifampicyna [37].
Rekomendowang przez WHO strategia leczenia gruzlicy jest DOTS (ang. directly observed
treatment short-course), ktora polega na bezposrednim nadzorowaniu leczenia [38].
Strategia ta zapewnia wysokie wskazniki skutecznosci leczenia oraz zapobieganie
nawrotom. Dlugotrwaly czas terapii skutkuje czegstym wystepowaniem dziatan
niepozadanych, a takze nieprzestrzeganiem zalecen lekarskich przez pacjentow.

Niestosowanie si¢ pacjentow do zalecen sprzyja powstawaniu gruzlicy
wielolekoopornej MDR-TB oraz gruzlicy z wielolekooporno$cig rozszerzong XDR-TB
(ang. extensively drug-resistant tuberculosis). Gruzlice MDR definiuje si¢ jako zakazenie
oporne wobec dwoch najaktywniejszych lekdéw pierwszego rzutu, izoniazydu
i rifampicyny. XDR-TB jest to oporno$¢ wobec izoniazydu i rifampicyny rozszerzona
o leki drugiego rzutu, takie jak fluorochinolony oraz leki podawane parenteralnie:
amikacyng, kanamycyne badz kapreomycyne. Badania potwierdzaja, iz indywidualna
farmakokinetyka, zmienne przenikanie lekow do zmian gruzliczych, a takze stosowanie
standardowych schematow leczenia w przypadku niezdiagnozowanej opornosci takze

W znacznym stopniu przyczyniajg si¢ do powstawania szczepow opornych [39].
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Rys. 3 Schemat leczenia gruzlicy wrazliwej

Leczenie gruzlicy opornej wymaga zastosowania lekow drugiego rzutu, ktore
charakteryzuja si¢ wysoka toksycznoscig oraz wydtuzenia czasu terapii do co najmniej 18
miesiecy [40]. Pomimo wydtuzonej antybiotykoterapii zakazenie MDR-TB charakteryzuje
si¢ niskim wspolczynnikiem wyleczen w zakresie 50-70%. Natomiast w zwigzku
z ograniczonym asortymentow lekow skutecznych w leczeniu zakazenia XDR-TB, cechuje
si¢ ono wysokim wspolczynnikiem $miertelno$ci. Wprowadzenie nowych $rodkow

terapeutycznych oraz opracowanie nowego podej$cia administracji lekéw mogtoby
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znaczaco skroci¢ czas leczenia, a takze zmniejszy¢ ryzyko powstawania szczepow
opornych [41,42].

Nowy lek przeciwgruzliczy powinien charakteryzowaé si¢ silng aktywnos$cig
bakteriobdjcza zar6wno wobec aktywnej, jak i latentnej postaci gruzlicy. Aby zwigkszy¢
skuteczno$¢ dziatania wobec szczepdw opornych, powinien on wykazywaé powinowactwo
do kilku celow molekularnych. Co wigcej, powinien skroci¢ czas trwania leczenia oraz
upros$ci¢ leczenie poprzez zmniejszenie czgstotliwosci dawkowania. Wazng kwestig jest
takze wysoka biodostepnos¢ po podaniu drogg doustng oraz wysoki indeks terapeutyczny.
Ponadto pozadang cechg dla nowych tuberkulostatykow jest brak interakcji z innymi
lekami oraz niska cena [43].

Poszukiwanie lekow przeciwgruzliczych jest znaczaco utrudnione w zwigzku
z powolnym replikowaniem pratkow. Wymusza to dluzszy czas rozwoju kultur oraz
rozwijania choroby w modelach zwierzgcych, aby oceni¢ skuteczno$¢ testowanego
zwigzku. Ponadto M. tuberculosis wedlug stopnia bezpieczenstwa biologicznego BSL
nalezy do grupy 3 patogenéw, a zatem mogacych wywota¢ cigzkie choroby ludzi 1 zwierzat
oraz stanowigcych zagrozenie dla pracownikow. W zwigzku z tym laboratoria, w ktérych
sa prowadzone badania na patogenach grupy 3, musza speinia¢ rygorystyczne wymogi
bezpieczenstwa biologicznego. Konieczno$¢ spetnienia norm bezpieczenstwa skutkuje
niedoborem os$rodkow naukowych posiadajacych uprawnienia do prowadzenia badan na

M. tuberculosis.

_— lipoaratinomannan

kwasy mikalowe

OOCOOCRYE®" arabinogalaktan
@SS e e

btona komorkowa

Rys. 4 Schemat budowa Sciany komorkowej Mycobacterium tuberculosis

Podczas zakazenia pratkami gruzlicy dochodzi do utworzenia specyficznego
srodowiska wewnatrz gospodarza. Odwzorowanie tych warunkéw w modelach

zwierzecych jest niezmiernie trudne [43,44]. Nie do konca poznana biologia pratkoéw
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gruzlicy zwlaszcza w formie latentnej stanowi problem podczas opracowywania nowych
lekow. Specyficzna budowa $ciany komorkowej pratkow, sktadajacej sie w znacznej czgsci
z lipidoéw, jakimi sg kwasy mikolowe czy lipoarabinomannan, utrudnia przenikanie
zwigzkdw do wnetrza komorki, co uniemozliwia dotarcie do celu molekularnego
1 wywotanie efektu przeciwpratkowego (Rys. 4) [45].

Lipofilowe czasteczki o duzej masie sg bardziej podatne na gromadzenie si¢
w blonie komoérkowej 1 w stabym stopniu przenikaja do wnetrza komorki. Ponadto silnie
lipofilowe leki moga wykazywaé wyzsza hepatotoksyczno$¢ oraz zaburza¢ funkcje
mitochondriow [46]. Hughes wraz z zespolem przeprowadzit analiz¢ 245 zwigzkoéw
znajdujacych si¢ w fazie badan przedklinicznych, na podstawie ktorej zaobserwowat
zwigkszone ryzyko wystapienia dziatania toksycznego wraz ze wzrostem lipofilowosci.
Wiasciwosci te obnizajg rozpuszczalnos¢ zwigzkdéw, co moze stanowi¢ problem podczas
optymalizacji formulacji farmaceutycznej. Hydrofobowos$¢ sciany komorkowej sprawia, ze
zwigzki silnie hydrofilowe s3a rowniez nieskuteczne. Potwierdza to fakt, iz wigkszos¢
antybiotykdw aktywnych przeciwko innym drobnoustrojom nie przenika przez $ciany
komorkowe pratka 1 nie wykazuje aktywnosci tuberkulostatycznej. W zwigzku z tym cechy
te nalezy wzig¢ pod uwage przy projektowaniu potencjalnego leku. Co wazniejsze, lepiej
jest nada¢ priorytet zwigzkom o odpowiednich witasciwosciach fizykochemicznych niz
zwigzkom o wyzszej sile dziatania, ale niskiej zdolnosci do penetracji [47].

Wiele z badanych zwigzkow jest pochodnymi obecnie stosowanych lekow, badz
modulujg te same procesy komérkowe. W zwigzku z tym istnieje potrzeba identyfikacji
nowych celow molekularnych. Prowadzone sg liczne badania majace na celu poszukiwanie
nowych szlakow metabolicznych odpowiedzialnych za synteze biatek, weglowodanow,
lipidow oraz kofaktorow, ktore jednoczesnie nie wystepuja u gospodarza. Coraz wigkszym
zainteresowaniem w $§wiecie nauki cieszg si¢ metody inzynierii genetycznej. CRISPR (ang.
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) jako tania, prosta
w wykonaniu oraz wydajna metoda wyciszania gendéw stala si¢ najpopularniejszym
narzedziem do edycji genomu w celu leczenia chorob oraz wad ludzkich. Singh opisat
oparty na CRISPR sposéb hamowania ekspresji istotnych genow wystepujacych
u M. tuberculosis osiagajac zahamowanie ekspresji na poziomie okoto 80% [48].

Badania dotyczace opracowania nowych lekéw wykazaty, iz podejscie oparte na
genomie oraz celach molekularnych ma niewielka efektywno$¢ terapeutyczng w obszarze
srodkow przeciwbakteryjnych. Zmiana podejscia na skrining fenotypowy polegajacy na

badaniach przesiewowych prowadzonych wobec catych komodrek bakteryjnych przynosi
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lepsze efekty w sektorze lekéw przeciwgruzliczych [49]. Zaleca sig, aby poczatkowo
prowadzi¢ badania przesiewowe na catych komoérkach, aby wyeliminowac problem stabe;j
penetracji oraz wyptywu komérkowego, a nastepnie przeprowadzi¢ badanie majace na celu
identyfikacje celu molekularnego badanego kandydata na lek. Pomimo duzej efektywnosci
tego podejscia wobec komorek replikujacych jest ono malo efektywne wobec komorek
niereplikujacych, co wynika zbraku korelacji pomigdzy minimalnym stezeniem
hamujacym wzrost (MIC) a aktywnoscig sterylizujaca. Obecnie opracowywane sg warunki
hodowli umozliwiajace wykonywanie badan przesiewowych wobec bakterii replikujacych,
a takze niereplikujacych [50].

Przydatnym narz¢dziem pomocniczym w procesie poszukiwania nowych lekow
zarbwno na bazie celow molekularnych, jak i1 poprzez badania przesiewowe jest
komputerowo wspomagane projektowanie lekow (CADD-ang. computer aided drug
design), ktore znaczaco przyspiesza czas oraz obniza koszty prowadzonych badan. CADD
obejmuje szeroki zakres podej$¢ teoretycznych oraz obliczeniowych, ktére pomagaja
znalez¢ nowe leki poprzez optymalizacj¢ wielu parametréw farmaceutycznych [51].

Za pomocag skriningu fenotypowego zostal opracowany m.in. $rodek
przeciwpratkowy, taki jak TMC-207 (Rys. 5). Zwigzek ten zostal wprowadzony do
leczenia wielolekoopornej gruzlicy pluc w 2012 roku pod nazwa bedakilina. Bedakilina
jest pochodng diarylocholiny, ktorej mechanizm dziatania przeciwpratkowego opiera si¢
na hamowaniu mykobakteryjnej syntazy ATP. Zwiazek ten wykazuje aktywno§¢ wobec
niereplikujacych pratkéw gruzlicy, a takze ma potencjal do zminimalizowania czasu
trwania terapii. Opierajgc si¢ na budowie strukturalnej bedakiliny zsyntezowano jej
pochodng TBAJ-587, znajdujacy si¢ aktualnie w I fazie badan klinicznych, ktora wykazuje
taki sam mechanizm dziatania [52,53].

Na podstawie struktury linezolidu, nalezacego do grupy oksazolidynonow
wykorzystywanego w leczeniu gruzlicy wielolekoopornej, stworzono zwigzki o zblizonej
strukturze, jednakze wykazujace lepsza aktywnos¢ przeciwpratkowq in vivo oraz mniejszg

toksycznos¢, takie jak PNU-100480 oraz AZD-5847 (Rys. 5) [54].
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Rys. 5 Pochodne diarylocholiny oraz oksazolidynonow

Pretomanid (PA-824) jest prolekiem bedacym pochodng metronidazolu
wykazujacego silng aktywno$¢ wobec bakterii beztlenowych oraz pierwotniakoéw (Rys. 6).
Nowa pochodna metronidazolu wykazuje aktywnos$¢ przeciwpratkowa wobec szczepow
wrazliwych oraz lekoopornych z wartoscia MIC90 rownag 0,125 pg/ml. MIC90 jest
definiowane jako najnizsze st¢zenie hamujace wzrost 90% badanych drobnoustrojow.
Mechanizm bakteriobdjczy pretomanidu wobec bakterii replikujacych polega na
hamowaniu syntezy biatek i lipidow wchodzacych w sktad $ciany komoérkowej. Natomiast
komorki niereplikujgce sg zabijane, poprzez uwalnianie tlenku azotu co skutkuje
zaburzeniami w procesie oddychania komdrkowego. Lek ten znajduje si¢ obecnie w 111
fazie badan klinicznych [55]. W 2014 roku do leczenia gruzlicy wprowadzono lek
delamanid (OPC-67683) bedacy pochodng nitroimidazolu (Rys. 6). Lek ten posiada
dwukierunkowy mechanizm dzialania, taki sam jak pretomanid. Delamanid ze wzglgdu na
dobry profil bezpieczenstwa oraz wykazywanie nielicznych interakcji lekowych moze by¢

przydatnym lekiem towarzyszacym w leczeniu pacjentow z koinfekcjg wirusem HIV [44].
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PA-824 OPC-67683
Rys. 6 Struktura pretomanidu oraz delamanidu
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Farmaceutyki ukierunkowane na hamowanie dekaprenylofosforylo-B-p-rybozo-20-
epimerazy (DprEl), enzymu niezbednego do syntezy D-arabinofuranozy, sa intensywnie
rozwijane w | fazie badan klinicznych. Do grupy tych zwigzkéw nalezg pochodne
benzotiazynonu BTZ-043 oraz PBTZ-169 (Rys. 7). Jednakze idiosynkratyczna
toksyczno$¢ wynikajaca z tworzenia si¢ chemicznie reaktywnych metabolitéw moze

ograniczy¢ rozwoj pochodnych benzotiazynonu [47].
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Rys. 7 Zwigzki o aktywnosci przeciwgruzliczej zakwalifikowane do badan klinicznych

Zwiazek Q203 nalezacy do pochodnych imidazopirydyny (Rys. 7) jest obecnie
testowany w I fazie badan klinicznych jako inhibitor podjednostki cytochromu bcl (QcrB).
Jednakze wysoka wartos¢ cLogP stanowi znaczne utrudnienie w procesie formulacji leku.

Badania prowadzone nad czasteczka SQ-109 (Rys. 7) wykazaly, iz jest ona
inhibitorem MmpL3. MmpL3 jest to mykobakteryjne biatko blonowe odpowiedzialne za
transport monomikolanéw trehalozy z cytoplazmy przez bton¢ komoérkowa w celu
biosyntezy $ciany komorkowej. Zahamowanie biatka MmpL3 prowadzi do zaburzenia
w procesie  tworzenia Sciany komorkowej oraz akumulacji monomikolandéw
w cytoplazmie. Ponadto badania potwierdzity synergizm dziatania SQ-109 z rifampicyna
oraz izoniazydem w mysim modelu przewleklej gruzlicy. Synergia ta nie zostata
zaobserwowana u ludzi. Po przeprowadzeniu badan klinicznych II fazy stwierdzono, iz
zwigzek ten jest skuteczny zarowno wobec MDR-TB, jak i XDR-TB [56,57].

Stworzenie nowych schematéow leczenia o wyzszej efektywnosci, nizszej
toksyczno$ci oraz krotszym czasie leczenia jest istotnym elementem walki z gruZlica

oporng. Badanie STAND (ang. Shortening Treatments by Advancing Novel Drugs) byto
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pierwszym testowanym klinicznie schematem zawierajacym nowatorski lek. W sklad tego
schematu wchodzily moksyfloksacyna, pretomanid oraz pirazynamid. Skuteczno$¢
dziatania pretomanidu, linezolidu oraz bedakiliny w leczeniu gruzlicy lekoopornej jest
tematem badania klinicznego ZeNix-TB. Wstgpne badania pokazaty, iz wsrod
20 pacjentéw przyjmujacych leki przez okres 6-9 miesigcy tylko u jednej osoby nastapit
nawro6t. Zatwierdzone uprzednio w leczeniu gruzlicy fluorochinolony, lewofloksacyna oraz
moksyfloksacyna, s3 ponownie tematem badan klinicznych majacych na celu skrocenie
czasu leczenia. Trzy badania zawierajgce potaczenie lewofloksacyny z innymi lekami:
MDR-END, OptiQ oraz NEXT, beda ocenialy skutecznos¢ leczenia po okresie 9-24
miesiecy. Obecnie istnieje kilkanascie badan bedacych w I1 1 111 fazie, ktore obejmuja cate
spektrum kliniczne gruzlicy. Prowadzone badania dotycza miedzy innymi koinfekcji
z wirusem HIV, gruzlicy u dzieci, a takze formy latentnej [54,56].

Naukowcy podejmujg proby stworzenia nowych systeméw podawania lekow przy
uzyciu biodegradowalnych polimerow, ktore pozwola na wydtuzone podawanie lekoéw za
posrednictwem dyfuzji kontrolowanej matryca badz membrang. Do badanych systemow
kontrolowanych nalezg miedzy innymi mikrosfery, nanoczastki polimerowe, liposomy czy
polimeryczne micele. Podawanie dotychczas stosowanych lekéw za pomoca
nowoczesnych systemow wptynie korzystnie na ich parametry farmakokinetyczne, takie
jak stata szybko$ci wchtaniania (Ka), dostepnos$¢ biologiczna czy czas opodznienia

wchtaniania (tlag) [41,58].

2.3. Aktualny przeglad zwiazkow o aktywnosci przeciwgruzlicze;j

2.3.1. Pochodne pirydyny o aktywnosSci przeciwgruzliczej

Pirydyna jest heterocyklicznym zwigzkiem aromatycznym posiadajacym atom
azotu w swojej strukturze. Wspomniany atom azotu wigze si¢ z dwoma sasiadujagcymi
atomami wegla za pomocg orbitali sp?. Trzeci orbital atomu azotu zawiera wolng pare
elektronowa, dzigki ktorej pirydyna wykazuje stabe witasciwosci zasadowe. W reakcji
z kwasami tworzy krystaliczne sole pirydyniowe. W reakcjach organicznych zachowuje si¢
jak trzeciorzedowa amina, ulegajac protonowaniu, alkilowaniu i N-utlenianiu. Ponadto ze
wzgledu na zmniejszong gesto$¢ elektronowa w pierscieniu tatwo ulega reakcjom
substytucji nukleofilowej. Pierscien pirydyny jest jednym z najcze$ciej wystepujacych
w strukturze nowych $rodkéw leczniczych ugrupowaniem N-heteroaromatycznym.

Ponadto w $rodowisku naturalnym wystepuje wiele zwigzkow o roznorodnych
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wlasciwosciach biologicznych zawierajacych ugrupowanie pirydynowe. Pochodne
pirydyny wykazuja m.in. dzialanie przeciwnowotworowe, przeciwdrgawkowe,
przeciwzapalne, przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne, w tym takze przeciwgruzlicze [59—
63].

W 2016 roku indyjscy naukowcy otrzymali seri¢ pochodnych 1,3,4-oksadiazolu
z ugrupowaniem pirydynowym oraz indolowym w swojej strukturze. Dla otrzymanych
zwigzkdbw wykonano badanie aktywnosci przeciwpratkowej wobec szczepu
M. tuberculosis H37Rv oraz M. bovis BCG. Testowane pochodne wykazaly niska
aktywnos$¢ przeciwpratkowa wobec szczepu M. tuberculosis w formie latentnej, jak
1 aktywnej. Badania wobec szczepu M. bovis pozwolity wyloni¢ zwiazki I-IV (Rys. 8)
silnie hamujace wzrost drobnoustrojéw z wartoscig MIC w zakresie 0,94-5,17 pg/ml.
Selektywno$¢ otrzymanych zwigzkow sprawdzono poprzez poszerzone badania
mikrobiologiczne wobec bakterii  Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens,
Staphylococcus aureus oraz Bacillus subtilis. Wyniki badan pokazaty, iz zwiazki te
nieznacznie hamujg wzrost wybranych szczepow bakterii, co $wiadczy o ich selektywnosci
wobec M. bovis. Za pomocag dokowania molekularnego metoda in silico ustalono, iz
pochodne te moga oddzialywac i wigzac si¢ z mykobakteryjng reduktaza enoilowg (InhA).
Fragment pirydynowy réwniez bierze udzial w oddziatywaniu z aminokwasami kieszeni

wiazacej [64].
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Rys.8 Struktura pochodnych 1,3,4-oksadiazolu z pierscieniem pirydyny

Opierajac si¢ na strukturze nowego analogu DHS (V), ktorego rdzen stanowi
pierScien pirydyny zaprojektowano wieloetapowa synteze pochodnych kwasu

izonikotynowego (Rys. 9).
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Rys. 9 Pochodne kwasu izonikotynowego

Zwiazek V hamuje enzym dehydrogenaze szikimianowa bedaca elementem szlaku
szikimowego, odpowiedzialnego za synteze zwigzkoOw aromatycznych u roslin
1 mikroorganizméw. Brak szlaku szikimowego u ludzi, a takze jego duze znaczenie dla
bakterii czyni go potencjalnym celem molekularnym dla rozwoju nowego leku
przeciwgruzliczego. Wsrod otrzymanych zwigzkow znalazly si¢ skondensowane oraz
funkcjonalizowane pochodne pirydyny o aktywnos$ci przeciwgruzliczej. Uwazano, iz
wprowadzenie skondensowanego pierscienia benzenowego zwigkszy hydrofobowos¢

czasteczki, a to natomiast poprawi jej wlasciwos$ci farmakologiczne.
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Rys 10 Pochodne chinoliny o najwyzszej aktywnosci przeciwgruzliczej

Aktywnos¢ tuberkulostatyczng wszystkich zsyntezowanych zwigzkow przebadano
wstepnie wobec szczepu M. tuberculosis H37Rv z wykorzystaniem testu MABA (ang.
microplate alamar blue assay). Dla zwiazkow o dobrych parametrach wykonano rowniez
badania wobec niereplikujacych bakterii M. tuberculosis za pomoca testu LORA (ang. low
oxygen recovery assay). Otrzymana w obu testach warto§¢ MIC byta definiowana jako
najnizsze st¢zenie hamujace odzyskiwanie sygnalu lucyferazy, wigksze lub rowne 90%
w stosunku do kontroli. Zmniejszenie sygnatu lucyferazy koreluje ze zmniejszeniem liczby
zywych komorek bakteryjnych. Jedynie zwigzki VI-VIII (Rys. 10) wykazaly dobra
aktywno$¢ tuberkulostatyczng z wartoscig MIC ponizej 13,1 pg/ml. Pozostate zwigzki

posiadaty aktywno$¢ na poziomie wyzszym niz 50 pg/ml. Najwyzsza aktywnosc
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przeciwpratkowa wykazal zwigzek VII z wartoscig MIC w tescie MABA 4,33 pg/ml oraz
w tescie LORA 3,65 pg/ml. Zwigzek ten w tescie MABA byl nieco mniej aktywny niz leki
referencyjne, natomiast wartos¢ MIC w tescie LORA byta porownywalna lub lepsza niz
dla zwigzkoéw odniesienia. W prowadzonym badaniu zastosowano izoniazyd, rifampicyng
oraz moksyflokacyne jako leki referencyjne [65].

Aktualnym trendem projektowania nowych lekow w chorobach bakteryjnych jest
tworzenie zwigzkéw hybrydowych posiadajacych farmakofory oddzialujace z réznymi
celami molekularnymi. Zgodnie z ta koncepcja Velezheva wraz ze swoim zespotem
zaprojektowata struktury hybrydowe posiadajace dwa heterocykliczne pierscienie
o aktywnosci redoks: pirydyne oraz indol, potagczone fragmentem hydrazydowym. Sposréd
30 nowo otrzymanych zwigzkéw hybrydowych 7 posiadalo bardzo dobrg aktywnosc
hamujaca wzrost szczepu M. tuberculosis H37Rv z wartoscig MIC w zakresie 0,05-0,2
pg/ml (Rys. 11). Pochodne hydrazydowe posiadajgce pierscien pirydyny wykazywaty
wyzsza aktywno$¢ niz ich analogi o budowie N-tlenkow pirydyny. Redukcja pier§cienia
pirydynowego réwniez powodowata spadek aktywnosci. Wsrdd otrzymanych zwigzkow
znalazly si¢ takze pochodne tiosemikarbazydowe pozbawione pierscienia pirydyny,
jednakze posiadaly one znaczaco nizsza aktywno$¢ z wartosciag MIC <10 pg/ml. Dla
najaktywniejszych zwigzkéw przeprowadzono takze badania wobec szczepu CN-40
opornego na izoniazyd. Aktywno$¢ testowanych zwigzkow wobec szczepu opornego byta

od 20 do 100 razy nizsza niz wobec szczepu standardowego [66].

= "N
|
@)
N o ]
HN N
NH /N N | N N‘N X
R2 H _N R2 H | /N
\ \ R1 \ R1
N N N
H H
07 “CH;

R': H, COOC,H5
R2: H, Cl, CHg

Rys. 11 Struktury hybrydowe zawierajgce pierscien pirydyny oraz indolu
Zampieri zaprojektowal seri¢ zwigzkow o potencjalnie dwukierunkowej
aktywnos$ci biologicznej przeciwgrzybiczej oraz przeciwgruzliczej. W celu uzyskania

aktywnosci przeciwgrzybiczej wprowadzono do struktury pierScien imidazolu, ktory jest

obecny w wielu lekach azolowych. Natomiast, aby otrzymane zwigzki wykazywaty
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aktywnos¢ tuberkulostatyczna, wprowadzono ugrupowanie pirydyno-2-
karboksyamidrazonowe (Rys. 12). Podczas projektowania wykorzystano lipofilowe oraz
elektronoakceptorowe podstawniki, ktore poprzez zwigkszenie lipofilowosci zwigzku
moga umozliwi¢ interakcje z silnie hydrofobowa §ciang komorkowa M. tuberculosis.
Wszystkie zwigzki w niskim stopniu hamowaty wzrost szczepu Candida albicans. Strefa
zahamowania wzrostu byta nizsza niz leku referencyjnego, amfoterycyny B, i wynosita od
4 do 13 mm przy dawce 20 pg/ml. Badanie aktywnosci przeciwpratkowej wobec szczepu
M. tuberculosis H37Rv ujawnito, iz zwiagzki te stabo hamujg wzrost pratkéw. Prowadzone
badania poszerzono o szczepy pratkéw niegruzliczych (MOTT). Pochodna 2,4-dichloro
(IX) wykazata najwyzsza aktywnos$¢ przeciwpratkowa wobec 3 sposrod testowanych
szczepow niegruzliczych: M. intracellulare, M. avium (33,3 uM) oraz M. kansasi (4,2 uM).
Bromopochodna (X) wykazata najwyzsza aktywnos$¢ wobec szczepu M. gordonae
(2,0 uM), M. bovis oraz M. marinum (8,2 uM). Aktywno$¢ wobec szczepow MOTT byta
znaczaco wyzsza niz dla leku referencyjnego, jakim byt izoniazyd (7,3-467 uM). Analiza
zaleznos$ci struktura aktywno$¢ ujawnita, iz polozenie podstawnika przy pierscieniu
benzenowym ma wpltyw na badang aktywno$¢. Najnizsza aktywnos$¢ posiadaty zwigzki
z podstawnikiem w pozycji meta, podczas gdy podstawienie pier§cienia benzenowego

W pozycji para poglebiato aktywno$¢ przeciwpratkowa [67].
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Rys. 12 Pochodne pirydyno-2-karboksyamidrazonowe

Rosyjscy naukowcy przeprowadzili syntezg serii pochodnych 1-hydroksy-2-
tiopirydyny wykazujacych wysoka aktywnos$¢ przeciwko pratkom aktywnym, jak rowniez
przeciwko pratkom w formie u$pionej. Na podstawie otrzymanych wynikéw zbadano
wpltyw réznych podstawnikdéw przy ugrupowaniu izotiomocznikowym, a takze w pozycji

C-5 pierscienia pirydyny. Zaobserwowano brak aktywnos$ci przeciwgruzliczej w obecnosci
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atomu wodoru, chloru oraz grupy metylowej przy pierscieniu pirydynowym. Niemniej
jednak pochodne posiadajagce w pozycji C-5 pierscienia pirydyny podstawniki
elektronoakceptorowe, takie jak alkoksykarbonyl czy trifluorometyl, wykazaly wysoki
potencjat przeciwgruzliczy. Najaktywniejsze zwiazki charakteryzowaly si¢ aktywnos$cia
wobec szczepu M. tuberculosis H37Rv w zakresie 0,031-0,063 pg/ml (Rys. 13). Co wigcej,
te same zwigzki wykazaly rowniez aktywno$¢ wobec szczepu klinicznego CN-40
z wartoscig MIC réwng 0,063 pg/ml. Badane pochodne 1-hydroksy-2-tiopirydyny
spowodowaty takze wysoki spadek zywotno$ci bakterii w formie u$pionej uzyskanych
przez niedobdr potasu. Dla najaktywniejszego zwigzku (XI) wobec bakterii w formie
uspionej wykonano rowniez dwa inne modele uspienia in vitro: hipoksji Wayne’a oraz
gtodu odzywczego Betts. W obu przypadkach zaobserwowano znaczny spadek zywotnosci,
co $wiadczy o wysokiej aktywnosci tych zwigzkéw wobec bakterii w formie uspionej. Aby
oceni¢ stabilno$¢ in vivo, zwiazek XI zostat podany myszy w dawce 25 mg/kg. Pobrana po
5 minutach od wstrzyknigcia surowica byla aktywna. Aktywno$¢ ta zanikla po
30 minutach. Po podaniu doustnym nie zaobserwowano zadnej aktywno$ci w surowicy,
prawdopodobnie przez szybki metabolizm zwiazku w watrobie, albowiem ugrupowanie N-

hydroksylowe tatwo ulega metabolizmowi w wyniku dzialania reduktaz [68].
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Rys. 13 Pochodna 1-hydroksy-2-tiopirydyny

Na podstawie budowy strukturalnej dwoch lekow przeciwgruzliczych izoniazydu
oraz tioacetazonu zaprojektowano 2 serie pochodnych hydrazydowych (Rys. 14).
Rusztowanie serii A stanowil fragment 2,2-difluoro-2-fenyloacetamidu, ktéry byt
podstawiany réznymi hydrazydami. Natomiast w serii B rusztowanie stanowil fragment
1zoniazydu podstawiony 2,2-difluoro-2-fenyloacetamidem lub 2-o0kso-2-
fenyloacetamidem. Zwigzki z serii A nieposiadajace fragmentu izoniazydu w swojej
strukturze nie wykazywaty aktywnos$ci przeciwgruzliczej wobec szczepu M. tuberculosis
H37Rv. Wprowadzenie fragmentu izoniazydu w serii B spowodowato wzrost aktywnosci

przeciwgruzliczej. Pochodne difluorowe posiadaty bardzo dobra lub umiarkowang
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aktywno$¢ przeciwpratkowa (MIC 3,59-33,07 uM). Podstawienie pierscienia fenylowego
w pozycji C-4 mialo negatywny wplyw na aktywno$¢ tuberkulostatyczng. Wptyw ten nie
wykazal powigzania z charakterem elektronowym podstawnika, gdyz zarowno zwiazki
z podstawnikami elektronodonorowymi, jak i elektronoakceptorowymi wykazywaly
nizszag aktywno$¢ niz pochodna niepodstawiona. Zastgpienie ugrupowania
difluorometylowego grupa karbonylowa bylo korzystne dla badanej aktywnosci.
Karbonylowe analogi (MIC 0,43-0,47 uM) wykazywaty okoto 2 razy wyzsza aktywno$¢
niz izoniazyd czy rifampicyna oraz 30 razy wyzsza niz etambutol. Nie zaobserwowano
korelacji pomiedzy lipofilowoscig charakteryzowang przez LogP a aktywnosScig
otrzymanych zwigzkow. Sugerowaloby to, iz aktywno$¢ badanej grupy pochodnych

wynikala raczej z ich budowy przestrzennej niz wtasciwosci fizykochemicznych [69].
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Rys. 14 Hydrazydowe pochodne o aktywnosci przeciwgruzliczej

Patel wraz z zespotem otrzymat zwiazki posiadajace w swojej strukturze pierscien
pirydyny oraz 1,3,4-tiadiazolu (Rys. 15). PierScien tiadiazolu i jego pochodne s3 znane
z szerokiej aktywnos$ci przeciwbakteryjnej w zwigzku z obecnoscig ugrupowania
toksoforowego N-C-S. Otrzymane zwigzki wykazywaty umiarkowang lub niskg aktywno$¢
przeciwgruzliczg wobec standardowego szczepu M. tuberculosis H37Rv z wartoscig MIC

w zakresie od 9,93 do 238 uM.
N '}'“'{'}NH R: CH,Cl, C4Hg, C3H; C(CHs)s, CH,CH(CI)CH;
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Rys. 15 Pochodne 1,3,4-tiadiazolu
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Zaobserwowano, iz obecno$¢ podstawnikow wyciagajacych elektrony przy
fancuchu alifatycznym w pozycji C-2 pierScienia 1,3,4-tiadiazolu zmniejszata zdolno$¢ do
hamowania wzrostu pratkow [70].

Bedakilina (Rys. 5) jest skutecznym lekiem w leczeniu gruZlicy lekooporne;,
jednakze jej wysoka lipofilowo$¢ (cLogP 7,25) skutkuje dlugim okresem pottrwania, a to
zwigksza toksyczno$¢ leku. W zwiazku z tym Blaser wraz z zespotem zaprojektowat
analogi bedakiliny, w ktorych pier$cien naftalenu zostat zastgpiony pierscieniem pirydyny
z roznymi podstawnikami, w celu otrzymania zwigzkéw o mniejszej lipofilowosci
(Rys. 16). Otrzymane wyniki wykazaly, iz zwigzki o wyzszej lipofilowosci
charakteryzowaty si¢ wyzsza aktywnos$cia przeciwgruzliczg. Sita dziatania tej grupy
pochodnych znacznie spada, gdy cLogP wynosi ponizej 4,0. Pomimo to, wigkszos¢
otrzymanych substancji wykazata bardzo dobrg aktywnos$¢ przeciwgruzlicza z wartoscig
MIC90 od 0,01 do 4,1 pg/ml w tescie MABA oraz od 0,02 do 3,8 pug/mL w tescie LORA.
Podczas gdy aktywnos$¢ bedakiliny w testach MABA i LORA wynosita odpowiednio 0,08
1 0,12 pg/ml. Stwierdzono, ze zmiany w obrebie pierscienia benzenowego nie majg

istotnego wptywu na aktywnos$¢ [71].
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Rys. 16 Pirydynowe analogi bedakiliny

Meksykanski zespdt badawczy podjat probe otrzymania potaczen pierScienia
pirydyny z pier§cieniem 1,3,4-oksadiazolu. Zwigzki XII (MIC 0,35 uM) 1 XIII (MIC 0,65
uM) wykazaly aktywnos¢ przeciwgruzlicza wobec szczepu standardowego na zblizonym
poziomie co lek referencyjny - izoniazyd (MIC 0,44 pM) (Rys. 17). Hydrazydowe
pochodne nieposiadajace ugrupowania 1,3,4-oksadiazolowego, nie wykazaly aktywnosci
tuberkulostatycznej. Z kolei badania wobec szczepdw klinicznych CIBIN 687 oraz CIBIN
650 pokazaly, iz wyzej wspomniane zwigzki posiadaja aktywno$¢ przeciwpratkowa na

poziomie nanomolowym, a zatem znaczaco wyzszg niz izoniazyd.
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Rys. 17 Pochodne z ugrupowaniem 1,3,4-oksadiazolu

Oba zwigzki posiadajg silnie lipofilowe tancuchy weglowodorowe i charakteryzuja
si¢ najwyzsza lipofilowoscig sposrdd badanych zwigzkow z wartoscig cLogP odpowiednio
8,14 oraz 9,20 [72]. Wysoka lipofilowos¢ poprawia przenikanie przez $ciang komorkowa
pratkéw, jednakze jednoczes$nie znacznie zmniejsza rozpuszczalno$¢ zwigzku, a w efekcie
utrudnia podawanie lekow droga doustng. Aby przezwyciezy¢ ten problem, wykorzystano
liposomy jako no$nik dla zwigzku XII. Badanie byto prowadzone na modelu mysim
zarazonym szczepem M. tuberculosis H37Rv, a takze szczepami opornymi. Testowany
zwigzek byt podawany droga dotchawiczg. Po miesigcu leczenia myszy zainfekowanych
szczepem standardowym zaobserwowano spadek liczebnosci pratkéw o 80%, podczas gdy
dla szczepdéw opornych po 2 miesigcach terapii odnotowano redukcje obcigzenia pratkami

0 90% w porownaniu z probg kontrolng [73].

2.3.2. Pochodne tiosemikarbazydowe o aktywnoSci przeciwgruzliczej

Hydrazynokarbotioamid (tiosemikarbazyd) (Rys. 18) o wysokim procencie
masowym atomow siarki i azotu, to pochodna funkcyjna kwasu tiokarbaminowego
podstawiona fragmentem hydrazynowym. W zwigzku z obecno$cig atomow siarki i azotu
pochodne zawierajagce ugrupowanie hydrazynokarbotioamidowe, moga tatwo tworzyc

wigzania wodorowe z biatkami, co zwigksza site ich oddziatywania z receptorem [74].

Rys. 18 Wzor strukturalny tiosemikarbazydu

Ponadto ugrupowanie hydrazynokarbotioamidowe jest szeroko wykorzystywane
w syntezie heterocyklicznych uktadow pierscieniowych takich jak pirazole, tiazole, 1,2,4-
triazolotiony czy tiadiazepiny [75]. Dzigki szerokim wtasciwosciom koordynacyjnym

idonorowym atomu siarki s3 wykorzystywane do syntezy kompleksow metali
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przejsciowych [76]. Zwiazki o tej budowie sg znane z szerokiej aktywnosci biologicznej:
przeciwbakteryjne;j, przeciwwirusowej, cytotoksycznej, przeciwdrgawkowej,
przeciwbolowej [74,76—78]. Wtasciwosci przeciwgruzlicze hydrazynokarbiotioamidow sg
przedmiotem zainteresowania naukowcow od 1946 roku, kiedy to po raz pierwszy Domagk
wraz z zespolem opublikowal prace wskazujace na potencjat tuberkulostatyczny
pochodnych tiosemikarbazydowych [79]. Dzieki ich aktywnosci przeciwko Plasmodium
falciparum oraz Trypanosoma cruzi s3 istotng grupa zwigzkéw w leczeniu malarii oraz
choroby Changsa [80,81]. Ich kompleksy z metalami dwuwarto§ciowymi sg skutecznymi
srodkami fungistatycznymi. Kompleksowanie z metalami przejsciowymi, a zwlaszcza
zelazem 1 miedzia zwigksza ich sile dziatania w poréwnaniu ze zwigzkami
niekompleksowanymi [82]. Ponadto pochodne hydrazynokarbotioamidowe wykazuja
specyficzng aktywnos$¢ przeciwgruzlicza. Tioacetazon, nalezacy do pochodnych
tiosemikarbazydowych, jest jednym z najstarszych lekow przeciwgruzliczych drugiego

rzutu wykazujacych hamowanie biosyntezy kwasu mikolowego [83,84].

Arancibia wraz z zespotem poszukuje nowych lekéw w  grupie
tiosemikarbazydowych metalokompleksow. W wyniku prowadzonych prac przebadat pod
katem aktywnos$ci tuberkulostatycznej ferrocenylowe oraz cyretrenylowe pochodne
tiosemikarbazydowe (Rys. 19). Naleza one do tzw. metalocendéw, czyli zwigzkéw
zawierajacych metal przejsciowy oraz ligandy cyklopentadienylowe tworzace strukture
typu ,,sandwich”. Zarowno pochodne ferrocenylowe, jak i1 cyretrenylowe wykazaty
zblizong aktywnos$¢ przeciwgruzlicza (MIC 20-50 pg/ml). A zatem ich przeciwne efekty
elektronowe nie wydajg si¢ mie¢ istotnego wplywu na aktywno$¢ przeciwgruzlicza.
Umiarkowana aktywnos$¢ otrzymanych zwigzkow moze wynika¢ z wysokiej lipofilowosci

ugrupowania metaloorganicznego [85].
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Rys. 19 Pochodne metaloorganiczne

Podjeto takze probe otrzymania kompleksow  oksowanadu(IV) oraz
cis-dioksowanadu(V) z tiosemikarbazydami (Rys. 20). Zsyntezowane kompleksy

wykazywaty zroznicowang aktywno$¢ z warto$cia MIC w zakresie 1,58-62,5 pg/ml.
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Podstawienie atomu wodoru przy azocie N-4 ugrupowania tiosemikarbazydowego
skutkowato poprawg aktywnosci. Zwigzek XIV charkteryzowat si¢ aktywnoscig 10-krotnie
wyzszg (MIC 1,58 pg/ml) niz jego niepodstawiony analog. Stopien utlenienia wanadu nie
wydaje si¢ mie¢ istotnego znaczenia, gdyz nie zaobserwowano zadnej tendencji dla

aktywnosci przeciwgruzliczej wywotanej zamiang wanadu(IV) na wanad(V) [86].
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Rys. 20 Kompleksy tiosemikarbazydow z wanadem (IV) i (V) oraz manganem (I1)

Ten sam zespdl badawczy syntezowal i1 przebadal pod katem aktywnosci
przeciwgruzliczej kompleksy manganu(Il) z tiosemikarbazydami (Rys. 20). Sposrod
otrzymanych komplekséw trzy zwigzki wykazaly bardzo dobrg aktywnos¢
tuberkulostatyczng z wartosciami MIC w zakresie od 0,78 do 3,3 pg/ml. Niemniej jednak
aktywno$¢ otrzymanych kompleksow nie rdznita si¢ znaczaco w stosunku do
nieskoordynowanych tiosemikarbazydow [87].

Wiele mikroorganizméw w przypadku niedoboru zelaza wydziela siderofory, czyli
substancje chelatujace jony zelaza. Wynika to z faktu, iz bakterie adaptuja si¢, aby
dostosowa¢ swoja fizjologie do ograniczonej ilo$ci niezbgdnego do prawidlowego
funkcjonowania pierwiastka jakim jest zelazo. Mycobacterium wydziela dwa rodzaje
sideroforéw: mykobaktyny oraz karboksymykobaktyny, r6znigce si¢ tylko resztg lipidowa.
W zwiazku z wysokim znaczeniem mykobaktyn dla wzrostu i zjadliwo$ci pratkow staty si¢
one atrakcyjnym celem molekularnym. Zespot naukowcow ze Stanow Zjednoczonych
zsyntezowat zwigzki o strukturalnym podobienstwie do sideroforow (Rys. 21). Otrzymane
zwigzki byly testowane wobec Mycobacterium w §rodowisku o ograniczonej ilosci zelaza
oraz w §rodowisku bogatym w zelazo. Warto$ci MIC dla nowo otrzymanych pochodnych
wynosily od 12 do powyzej 500 pg/ml. Sposrdd 15 badanych zwigzkow 6 wykazywato

trzykrotnie wyzszg aktywno$¢ wobec Mtbh hodowanych w niedoborze zelaza. Otrzymane
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wyniki potwierdzajg istotne znaczenie systemu sideroforow w warunkach niedoboru zelaza

oraz fakt, iz jego uposledzenie skutkuje zahamowaniem wzrostu bakterii [88].
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Rys. 21 Zwiqgzki o podobienstwie strukturalnym do sideroforow

Singh otrzymal pochodne tiosemikarbazydowe XV 1 XVI (Rys. 22) o bardzo dobre;j
aktywnosci przeciwgruzliczej (MIC 0,4 pg/ml). Obie wymienione pochodne posiadaty
w pozycji 4 pierscienia benzenowego atom bromu. Pochodne posiadajace w tej samej
pozycji grupe nitrowg wykazywaly od kilku do kilkunastu razy nizsza aktywnos¢
przeciwgruzlicza. Podstawienie drugiego pierScienia benzenowego bromopochodnych
grupami elektronoakceptorowymi w pozycji orto skutkowato pozytywnym wplywem na

aktywno$¢ [89].
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Rys. 22 Pochodne tiosemikarbazydowe otrzymane przez zespot Singh

Badania zespolu Rane doprowadzily do otrzymania koniugatow ugrupowania
tiosemikarbazydowego z 4-nitropirolem (Rys. 23). Otrzymane zwigzki posiadaty dobra
badz umiarkowang aktywnos$¢ tuberkulostatyczng (MIC 0,5-59,2 pg/ml). Zwigzek XVII
wykazal najwyzszg aktywno$¢ (MIC 0,5 pg/ml) zblizong do aktywnosci leku
referencyjnego izoniazydu (MIC 0,4 pg/ml). Ponadto uzyskane wyniki wykazaly, ze

podstawienie pier§cienia benzenowego w pozycji para grupa nitrowa jest korzystne dla
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aktywnosci przeciwgruzliczej, a metylacja atomu azotu pierscienia pirolowego nie sprzyja
wystepowaniu aktywnos$ci. Zwigzek XVIII bedacy metylowym analogiem zwigzku XVII
wykazal ponad 100-krotnie nizszg sil¢ dzialania. Przeprowadzono rowniez synteze
analogéw semikarbazydowych, w ktorych atom siarki zostat zastagpiony atomem tlenu
(XIX), jednakze ich aktywno$¢ byta znaczaco nizsza, co sugeruje, iz obecno$¢ atomu siarki

jest preferowana w potencjalnych lekach przeciwgruzliczych [90].
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Rys. 23 4-nitropirolowe pochodne o aktywnosci tuberkulostatycznej

W zwiazku z sukcesem otrzymanych dotychczas przez Jallapally pochodnych
2-butylo-4-chloroimidazo-izoksazolidyny zaproponowal on hybryde posiadajaca trzy
bioaktywne elementy strukturalne: imidazol, piperazyn¢ oraz tiosemikarbazon (Rys. 24).
Fragment 2-butylo-4-chloroimidazolu stanowit rdzen zaprojektowanych zwigzkow,
natomiast fragment piperazyny i tiosemikarbazydu mial na celu wzmocnienie charakteru
farmakoforowego. Co wigcej, do czasteczki piperazyny dodano pierscien aromatyczny
w celu zwiekszenia lipofilowosci. Aktywno$¢ otrzymanych zwigzkow byta zréznicowana
w zakresie MIC 3,13-50 pg/ml. Zwigzki XX oraz XXI (MIC 3,13 pg/ml) wykazaly site
dziatania poréwnywalng z lekiem referencyjnym etambutolem (MIC 3,13 pg/ml).
Obecnos¢ podstawnikow elektronodonorowych w pozycji orto przy pierscieniu
benzenowym zwigkszata aktywnos$¢ badanych zwigzkow. W przypadku podstawnikow
elektroakceptorowych zaobserwowano odwrotny efekt. Bezposrednie przytaczenie
podstawnika fenylowego do piperazyny wptywato lepiej na aktywno$¢ niz przytaczenie
ugrupowania benzylowego. Zwiazki posiadajace grupe difenylometylowa przytaczong do

piperazyny nie wykazywaty istotnej aktywnosci przeciwgruzliczej [91].
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XX XXI

Rys. 24 Pochodne 2-butylo-4-chloroimidazolu

Sens wraz ze wspdlpracownikami po raz pierwszy otrzymali i przebadali
tiosemikarbazydy jako niekompetycyjne inhibitory PtpA u M. tuberculosis (Rys 25).
Biatka Ptp, bedace fosfatazami tyrozynowymi, sa wydzielane przez pratki do komorek
gospodarza gdzie defosforyluja biatka cytoplazmatyczne tlumigc odpowiedz
immunologiczng. Inhibicja PtpA oraz PtpB zaangazowanych w przetrwanie bakterii
powoduje zmniejszenie wzrostu pratkow gruzlicy, a takze zmniejszenie infekcji
w modelach zwierzgcych. Badanie zostalo przeprowadzone wobec rekombinowanego
enzymu PtpA pochodzacego od M. tuberculosis. Okoto potowa sposrod 50 otrzymanych
zwigzkdw wykazywata hamowanie PtpA powyzej 25%. Podstawienie w pozycji
R! 1-naftylem wplywa korzystnie na aktywno$¢ badanej grupy pochodnych
tiosemikarbazydowych. Najaktywniejsza pochodna (XXII) wykazywata inhibicje na
poziomie ICso 1,37+0,80 pg/ml (Rys. 20). Parametr ICso okresla ilo$¢ substancji niezbedna
do zahamowania okre$lonych procesow biologicznych badZz biochemicznych o 50%.
Obecnoéé hydrofobowego ugrupowania w pozycji R!' oraz polarnego w pozycji R? jest
preferowana w celu zwigkszenia sily hamowania aktywnos$ci fosfatazy. W zwigzku
z faktem, iz Ptp wystepuje takze u ludzi, a jego struktura jest zblizona do Ptp pratkow,
istotnym elementem jest selektywno$¢ nowych zwigzkow. Podawanie niespecyficznych
lekow moze wywotywa¢ powazne skutki uboczne. W celu sprawdzenia selektywnosci
zwigzek XXI przebadano takze wobec PtpB pochodzacego od M. tuberculosis, dwoch
ludzkich biatkowych fosfataz tyrozynowych PTP1B oraz PTP-PEST, a takze fosfatazy
tyrozynowej limfocytéw T LYP. Badana pochodna wykazata silniejsze hamowanie PtpA

niz pozostalych testowanych enzymoéw. Takze wyznaczony wspotczynnik selektywnosci
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(ICso PTP/ICso PtpA) przekroczyl 2,1, co sugeruje, iz hamuje on preferencyjnie enzym
PtpA [92].

CF3

XXl

Rys. 25 Inhibitory PtpA o ugrupowaniu tiosemikarbazydowym

Wieloletnie badania nad hybrydami benzofuranu oraz izatyny wykazaty, iz
elementami kluczowymi dla aktywnosci przeciwgruzliczej tej grupy zwigzkow jest
obecnos¢ linkera pomigdzy oboma farmakoforami, a takze wprowadzenie do struktury
czgsteczki  donorow wigzan wodorowych, takich jak hydroksyloamina czy
tiosemikarbazyd. Hybrydy z fragmentem tiosemikarbazydowym (Rys. 26) wykazywaty

znacznie wyzszg aktywno$¢ niz odpowiednie analogi hydroksyloaminowe.
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Rys. 26 Hybrydy izatyny oraz benzofuranu

Pochodne z fragmentem tiosemikarbazydowym wykazaly doskonata aktywnos¢
przeciwpratkowa z wartoscig MIC ponizej 0,016 pg/ml. Ponadto ich aktywnos¢ byla
wyzsza niz lekéw referencyjnych izoniazydu i rifampicyny (MIC 0,078 pg/ml). Badanie
wobec dwoch szczepow izolowanych opornych wobec izoniazydu i rifampicyny rowniez
wykazalo, iz otrzymane pochodne tiosemikarbazydowe (MIC 0,22-1,83 pg/ml) silniej
hamuja wzrost pratkow niz leki referencyjne (MIC >40 pg/ml) [93].
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2.3.3. Pochodne zawierajace fragment tiosemikarbazydowy oraz pierscien pirydyny

W zwiazku z wysoka aktywno$cig przeciwgruzlicza pochodnych zawierajacych
pierscien pirydyny badz lancuch tiosemikarbazydowy, liczne zespoty badawcze podjety
proby laczenia obu fragmentow strukturalnych, oczekujac, ze nowe czasteczki beda
wykazywaly wyzszg aktywnos$¢ biologicznag.

Zespo6t Srirama w wyniku reakcji soli potasowej podstawionego tiokarbaminianu
fenylu z hydrazydem kwasu izonikotynowego otrzymal szereg pochodnych
hydrazynokarbotioamidowych (Rys. 27). Otrzymane zwigzki cechowaly si¢ bardzo dobra
aktywnos$cig tuberkulostatyczna z warto$cig MIC w zakresie 0,2-3,1 pg/ml. Najwyzsza
aktywno$¢ wykazaty pochodne posiadajace podstawniki elektronoakceptorowe, takie jak
grupa nitrowa (XXIII) czy trifluorometylowa (XXIV) przy pierscieniu benzenowym.
Podczas gdy obecno$¢ podstawnikéw dostarczajacych elektrony, takich jak metyl oraz

metoksyl, skutkowala spadkiem aktywnosci [94].
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Rys. 27 Pochodne hydrazynokarbotioamidowe otrzymane przez Srirama

Ten sam zesp6t badawczy otrzymal pochodne zawierajace ugrupowanie
S-nitrofurylowe (Rys. 28). Wsrdd otrzymanych zwigzkéw znajdowaly sie zaréwno
pochodne pirydylotiosemikarbazydowe, jak i fenylotiosemikarbazydowe. Na podstawie
analizy zalezno$ci struktura aktywnos$¢ ustalono, iz pochodne pirydynowe sg aktywniejsze
niz pochodne fenylowe. Wplyw podstawnikow elektronoakceptorowych oraz
elektronodonorowych byl analogiczny jak w wyzej opisanym badaniu. Najaktywniejsza
pochodna XXV wykazata silniejszg lub takg samg zdolnos¢ do hamowania wzrostu (0,09
pg/ml) jak stosowane leki referencyjne izoniazyd (0,09 pg/ml), rifampicyna (0,19 pg/ml)
oraz ciprofloksacyna (1,56 pg/ml) [95].

32



Br Br

7% R
g NJLN,NVQNOZ
H H
XXV

Rys. 28 Pochodna 5-nitrofuran-2-ylu

Wysoka aktywno$¢ przeciwgruzlicza pochodnych 1,3,4-oksadiazolu sklonita
zespot badawczy Ambhore’a do otrzymania serii pochodnych posiadajacych wyzej
wymieniony pierscien heterocykliczny potaczony z dwoma innymi farmakoforami:
pirydyna oraz hydrazynokarbotioamidem (Rys. 29). Podstawniki takie jak atom bromu,
grupa nitrowa oraz metylowa przy pier§cieniu benzenowym sprzyjaly wystepowaniu
aktywnosci przeciwgruzliczej. Zwiazki posiadajace takie podstawniki charakteryzowaly
si¢ dobrg aktywno$cig przeciwgruzlicza z wartoscia MIC 3,9 pg/ml, jednocze$nie
wykazujac niska toksycznos¢. Obecno$¢ dwoch lub wiecej farmakoforow skutkowata
synergistycznym efektem dziatania przeciwgruzliczego. Model farmakoforowy
wyznaczony w oparciu o strukturg¢ znanych ligandéw sugeruje, iz otrzymane pochodne
moga stanowi¢ grupe inhibitorow enzymu CYP51 wystepujacego u pratkéw. Enzym
CYP51 uczestniczy w biosyntezie steroli drobnoustrojow patogennych. Jego zahamowanie
prowadzi do akumulacji metylowanych prekursorow sterolu i w efekcie uposledza
integralno$¢ blony komorkowej, powodujac zahamowanie wzrostu lub $mier¢ komorki

[96].

R: 4-Cl, 3,4-Cl, 4-Br, 4-NO, 3-NO,,
4-CHj 4-F, 4-Ph, 4-OCHj

Rys. 29 Pochodne 4-(1,3,4-oksadiazolo)pirydyny

Cardia wraz ze wspolpracownikami otrzymal oraz przebadal wobec szczepu
M. tuberculosis H37Rv tiosemikarbazydowe pochodne izoniazydu. Podstawienie atomu
azotu grupa alkilowa bylo najkorzystniejsze dla aktywnosci przeciwgruzliczej (Rys. 30).

Zwigzki wykazywaty aktywnoéé w zakresie od 6,2 do 9,98 ug/ml. Zaden z otrzymanych
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zwigzkow nie wykazywat silniejszej inhibicji wzrostu niz leki referencyjne izoniazyd (0,19
pg/ml) oraz rifampicyna (0,19 pg/ml) [97].
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Rys. 30 Tiosemikarbazydowe pochodne izonikotynohydrazydu

Zespot badawczy Pavana poszukuje nowych lekow przeciwgruzliczych miedzy
innymi w grupie zwigzkow o budowie tiosemikarbazydowej oraz semikarbazydowej (Rys.
31). Na podstawie otrzymanych wynikéw ustalono, iz wymiana atomu wodoru zwigzanego
z atomem azotu N-4 na rézne podstawniki powoduje poprawe aktywnos$ci. Najnizsza
aktywnos$cig charakteryzowaly si¢ pochodne posiadajace podstawnik fenylowy oraz
alkilowy, natomiast najwyzsza aktywnos$¢ wykazaly pochodne zawierajace pierscienie
nasycone, takie jak cykloheksyl czy morfolina. Zamiana atomu siarki o wysokiej gestosci
elektronowej na atom tlenu skutkuje znacznym zmniejszeniem aktywnosci badz jej
zanikiem. Wynika to z silniejszego wiazania si¢ atomu siarki z receptorami biatkowymi.
Co wigcej, zwiazki o wyzsze] lipofilowosci wykazywaly lepsza aktywnosc
tuberkulostatyczng. Trzy sposrdéd otrzymanych pochodnych tiosemikarbazydowych
charakteryzowaly si¢ wartoscig MIC na poziomie 0,78 pg/ml (XXVI-XXVIII). Wartos¢ ta
jest lepsza lub porownywalna z lekami stosowanymi w leczeniu gruzlicy, takimi jak

streptomycyna, ciprofloksacyna, etionamid czy etambutol [98].
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Rys. 31 2-Acetylopirydynotiosemikarbazony o aktywnosci przeciwgruzliczej

Thomas ze wspotpracownikami zaprojektowal 1 zsyntezowat tiosemikarbazydowe

pochodne 4-hydroksy-8-trifluorometylochinoliny (Rys. 32).
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Rys. 32 Pochodna 4-hydroksy-8-trifluorometylochinoliny

XXIX

Chinolina jest zwigzkiem heterocyklicznym posiadajacym dwa skondensowane
pierscienie: benzenowy oraz pirydynowy. Liczne prace naukowe donosza o dobrej
aktywnosci przeciwgruzliczej pochodnych chinoliny [99-102]. Co wigcej, fluorowane
pochodne zwiazkéw heterocyklicznych, w tym chinoliny, maja duze znaczenie
w dziedzinie chemii medycznej. Zastgpienie atomu wodoru fluorem moze znacznie
modyfikowaé aktywnos$¢ biologiczng [103]. W zwigzku z tym zaprojektowane pochodne
posiadaty podstawnik trifluorometylowy w pozycji C-8 pierscienia chinoliny w celu
poprawienia wtasciwosci lipofilowych czasteczki. Natomiast obecnos¢ grupy
hydroksylowej w pozycji C-4 pierScienia chinoliny miata zwigkszy¢ rozpuszczalno$¢ oraz
poprawi¢ wigzanie z receptorem. Najaktywniejsza pochodna XXIX wykazata aktywnos$¢
hamujacg wzrost pratkow przy stezeniu (MIC) 0,625 pg/ml. Stezenie hamujace wzrost dla
pozostatych zwigzkow wynosito od 2,5 do powyzej 100 pg/ml [104].

Pochodne chinolinowe znalazly si¢ takze w centrum zainteresowania Patela i jego
zespotu badawczego (Rys. 33). Podstawnik adamantylowy w pozycji C-4 pierscienia
chinoliny, wedlug wczesniejszych badan zespotu Patela, sprzyjat wystepowaniu

aktywnosci tuberkulostatycznej[ 105].

o)
Rys. 33 Pochodne chinoliny otrzymane przez Patela

Aktywno$¢ przeciwgruzlicza byta okre§lana poprzez wyznaczenie procentu
zahamowania wzrostu szczepu M. tuberculosis H37Rv przy stgzeniu testowym, jakim byto
6,25 pg/ml. Najwyzsza inhibicj¢ na poziomie 96% wykazywata pochodna posiadajaca

podstawnik 2-chloro-4-nitrofenylowy przy tancuchu tiosemikarbazydowym. Pochodne
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z podstawnikiem 4-nitrofenylowym oraz fert-butylowym roéwniez wykazaly znaczna
aktywnos$¢ tuberkulostatyczng z warto$cig inhibicji odpowiednio 94% 1 90% [106].
Przeprowadzone przez liczne zespoty naukowe badania potwierdzaja potencjat
przeciwgruzliczy zwiazkow posiadajacych w swojej strukturze pier§cien pirydyny oraz
ugrupowanie tiosemikarbazydowe. Pochodne o takiej strukturze: ich synteza oraz

aktywno$¢ przeciwgruzlicza, staty si¢ rowniez przedmiotem niniejszego opracowania.

36



3. CEL PRACY

Rosngca opornos¢ szczepdw M. tuberculosis na dotychczas stosowane leki oraz
znikoma ilo$¢ nowych lekow wprowadzonych do obrotu w zakresie leczenia gruzlicy jest
przyczyng nieustannych poszukiwan nowych zwigzkéw zdolnych hamowaé wzrost
pratkow gruzlicy. Przedstawiona w ,,Czgsdci teoretycznej” analiza danych literaturowych
wskazuje, iz poszukiwania nowych zwigzkéw posiadajacych pier§cien pirydyny jak
1 ugrupowanie tiosemikarbazydowe w swojej strukturze sg obiecujacym kierunkiem badan.
Potwierdzajg to rowniez wieloletnie prace prowadzone w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Organicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego zwigzane z nowymi zwigzkami

o potencjalnej aktywnosci tuberkulostatyczne;.
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== M. ] | e—] B
AP P P

NH; NH; MH2
MIC 8,8-100 pgim MIC 3,1-50 pg/ml MIC 1,5-50 pg/ml
R: NHCH3CH=CH, HN—@ HN-N O —N O —N —| N—@
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MIC 0,75-6,2 pa/ml

Rys. 34 Pochodne tiosemikarbazydowe otrzymane w Katedrze i Zakladzie Chemii Organicznej

GUMed

Interesujagce  wyniki  (Rys. 34) otrzymano dla serii  pochodnych
tiosemikarbazydowych posiadajacych w swojej strukturze pierscien pirazyny (A).
Najaktywniejsze (MIC 8,8-31 ug/ml) okazaly si¢ pochodne posiadajace na koncu tancucha
tiosemikarbazydowego aminy cykliczne takie jak morfolina, azepan czy fenylopiperazyna
[107,108]. Znaczaca aktywnos$¢ otrzymanych pochodnych zainspirowata do sprawdzenia
wplywu zamiany pier§cienia pirazyny na pierscien pirydyny (B), ktéry jak juz wspominano
w ,,Czesci teoretycznej” jest elementem strukturalnym izoniazydu. Modyfikacja ta

spowodowata wzrost aktywnosci tuberkulostatycznej (3,1-50 pg/ml). Podstawienie
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pierscienia pirydyny w pozycji C-4 grupa metylowa (C) lub fenylowa (D) doprowadzito
do pogtebienia dziatania przeciwpratkowego (MIC 0,75-50 pg/ml). Otrzymane wyniki
zachecity do dalszych badan nad tg grupg zwigzkow.

Kluczowym celem niniejszej pracy bylo opracowanie metod syntezy nowych
pochodnych pikolinonitrylu oraz potwierdzenie struktury nowo otrzymanych zwigzkow.

Zaprojektowano serie pochodnych o budowie tiosemikarbazydowej (Rys. 35)
réznigcych si¢ podstawnikiem w pozycji C-4 pierscienia pirydyny oraz podstawnikiem na
koncu tancucha tiosemikarbazydowego. Wsrod podstawnikéw obecnych na koncu
fancucha tiosemikarbazydowego znalazly si¢ cykloalkiloaminy (E) jak rowniez zwigzki
z atomem azotu nie wchodzacym do uktadu cyklicznego (F, H). W celu sprawdzenia czy
podstawienie protonu obecnego przy atomie azotu N’ grupa metylowa wplynie na
aktywnos$¢ biologiczng otrzymano serie N-metylowych pochodnych
tiosemikarbazydowych (H). Aby sprawdzi¢ istotno$¢ ugrupowania tioamidowego dla
wystepowania aktywno$ci tuberkulostatycznej zaprojektowano szereg pochodnych

iminowych, pozbawionych wyzej wspomnianego ugrupowania (G).
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Rys. 35 Zaprojektowane pochodne o budowie tiosemikarbazydowej oraz iminowej

Nastepnie aby zbada¢ wptyw cyklizacji na dziatanie biologiczne, zaplanowano serie
pochodnych 1,2,4-triazolowych (Rys. 36). Pochodne triazolowe rdznily si¢ podstawnikiem

zaroOwno przy atomie wegla C-3 (I) 1 C-5 (J) jak 1 przy atomie azotu N-1 (K).
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Rys. 36 Zaprojektowane pochodne 1,2,4-triazolu

Ponadto modyfikacje strukturalne zostaty réwniez zaplanowane w obrebie
ugrupowania amidrazonowego. Synteza hydrazydowych analogéw (Rys. 37) pochodnych
cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych (L) oraz iminowych (M) miala na celu oceng
wptywu na badang aktywnos¢ biologiczng zamiany grupy iminowej na grupe karbonylowa.
Podstawniki we wszystkich zaprojektowanych zwigzkach zostaty dobrane w taki sposob,
aby roznity si¢ lipofilowos$cig, rozmiarem, stopniem nasycenia badz witasciwosciami

kwasowo-zasadowymi.

R L M
AN N
» N i . P N N
N NT N N N~ R?
o M O

Rys. 37 Hydrazydowe analogi pochodnych tiosemikarbazydowych oraz pochodnych iminowych

Nastepnym celem pracy bylo zbadanie aktywnosci tuberkulostatycznej
otrzymanych zwigzkéw oraz jako$ciowa analiza zaleznosci struktura aktywno$¢ (SAR).
Przeprowadzenie analizy SAR pozwala na okre$lenie czynnikdéw strukturalnych
wpltywajacych na aktywno$¢ przeciwgruzlicza. Badania te byly prowadzone we
wspotpracy z Instytutem Gruzlicy 1 Chorob Ptuc w Warszawie.

Przeprowadzenie = poszerzonych  badan  przeciwdrobnoustrojowych  dla
najaktywniejszych zwigzkéw umozliwito zrealizowanie kolejnego celu pracy jakim byta
ocena selektywnosci dziatania przeciwpratkowego wybranych zwiazkéw. Badania
mikrobiologiczne zostaly przeprowadzone w Katedrze 1 Zakladzie Mikrobiologii
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.

Ostatnim celem byto przeprowadzenie badan aktywnos$ci cytotoksycznej. Badania
te zostaly wykonane dla wybranych zwigzkow charakteryzujacych si¢ najwyzsza
aktywno$cig przeciwgruzlicza. Aktywnos$¢ cytotoksyczna zostala przebadana przez firme

Sunny BioDiscovery w Stanach Zjednoczonych.
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Zrealizowanie wyzej wspomnianych celow umozliwito wytypowanie zwigzku

bedacego strukturg wiodacg do dalszych badan nad rozwojem lekow przeciwgruzliczych.
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4. BADANIA WLASNE

4.1. Synteza

4.1.1 Otrzymywanie 4-podstawionych pochodnych pikolinonitrylu 1-4

Substratem do wszystkich zaprojektowanych syntez byl dostgpny komercyjnie
4-chloropikolinonitryl. Podstawione atomem fluorowca cyjanopirydyny daja szerokie
mozliwos$ci syntetyczne, co czyni je dobrymi substancjami wyjsciowymi. Modyfikacje
strukturalne mozna wprowadza¢ zaré6wno w obrebie atomu fluorowca, jak i grupy
nitrylowej. Grupa nitrylowa moze ulega¢ reakcji hydrolizy, redukcji, konwersji do
iminoestrow, amidow oraz ketonéw [109—113]. Natomiast atom fluorowca ulega reakcji
substytucji nukleofilowej [114]. Podstawienie zachodzi szczegélnie tatwo, gdy atom

fluorowca znajduje si¢ w potozeniu 2, 4 lub 6 [115].

Cl R
X dioksan X
| T
~ ~
N CN N CN
1-4

Schemat 1

Zaprojektowana reakcja zachodzi wedlug mechanizmu addycji-eliminacji.
W pierwszym etapie reakcji nukleofil przylacza si¢ do atomu wegla, przy ktorym
wystepuje atom fluorowca tworzac karboanion, a nastgpnie dochodzi do odtaczenia grupy
odchodzacej [116]. W zwigzku z powyzszym w pierwszym etapie atom chloru w pozycji
C-4 poddano reakcji podstawienia czynnikami nukleofilowymi takimi jak fenol, tiofenol,
pirolidyna oraz morfolina w celu otrzymania zwigzkow 1-4 (Schemat 1). W celu oceny
wpltywu podstawnikéw w pozycji C-4 na aktywnos$¢ nowo otrzymanych struktur wybrano
je w taki sposob, aby roznily si¢ rozmiarem, lipofilowos$cig oraz wiasciwosciami kwasowo-
zasadowymi. Reakcje prowadzono w  S$rodowisku dioksanu z  dodatkiem

1,8-diazabicyklo[5.4.0]lundek-7-enu (DBU). Otrzymane 4-podstawione pochodne
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pikolinonitrylu oczyszczano poprzez krystalizacje. Wydajnos¢ przeprowadzonych reakcji

wynosita 88-99%.

4.1.2 Otrzymywanie 4-podstawionych metyloiminoestrow kwasu pikolinowego 5-8

Klasycznie do otrzymywania iminoestrow wykorzystuje si¢ metod¢ z uzyciem
metanolanu sodu. Zapewnia on zasadowe srodowisko reakcji 1 jest znakomitym donorem
grupy alkoksylowej. Niestety, czesto w takich warunkach nastepuje rowniez wymiana
podstawnika w potozeniu C-4, zwlaszcza jesli jest nim grupa relatywnie tatwo odchodzaca,
jak np. atom chloru. Do otrzymania metyloiminoestrow wykorzystano metod¢ opracowang
w Katedrze 1 Zaktadzie Chemii Organicznej] GUMed polegajaca na prowadzeniu reakcji
w $srodowisku metanolu oraz katalitycznej ilosci DBU. Dodatek katalitycznej ilosci DBU
ma zabezpiecza¢ podstawnik wystgpujacy w pozycji C-4 pierScienia pirydyny przed
niepozadang wymiang na grup¢ metoksylowa. Reakcje dla zwigzkow 5-8 prowadzono

przez 4 h w temperaturze wrzenia (Schemat 2).

X
»
CH40H N™ "CN CH40H
DBU 1-4 Na
R R
B B
X _OCH
N 3 N/ OCH3
NH NH
- 5.7 - - 8 -
Nr ‘ 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8
R PhO PhS | —n N
| Pro | s | (0 | b
Schemat 2

Po uplywie tego czasu reakcje kontrolowano za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej TLC. Stwierdzono, ze w przypadku zwiazkow S-7 wyznaczony czas
reakcji okazatl si¢ wystarczajacy. Natomiast prowadzenie reakcji dla zwigzku 8 przez
12 h nie pozwolilo na jego otrzymanie. W zwigzku z tym, aby otrzymac¢ metyloiminoester
kwasu 4-morfolinopikolinowego (8) zastosowano klasyczng metode syntezy wobec

alkoholanu sodu [111,117]. Ogrzewanie 4-morfolinopikolinonitrylu z metanolanem sodu
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przez 12 h doprowadzito do calkowitego przereagowania substratu. Otrzymane
metyloiminoestry nie byly poddawane izolacji, lecz in situ wykorzystywane do dalszych

reakcji.
4.1.3 Otrzymywanie pochodnych cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych 9-24

W zwigzku ze wspomniang juz w czeSci teoretycznej wysoka aktywnoScig
przeciwgruzlicza pochodnych posiadajacych ugrupowanie tiosemikarbazydowe oraz
pierScien  pirydyny zaprojektowano  syntez¢ = pochodnych  cykloalkiloamino-
tiosemikarbazydowych 9-24. Zwiazki te charakteryzujg si¢ zaangazowaniem amidowego
atomu azotu ugrupowania tiosemikarbazydowego w ukitad cykliczny. Utworzone in situ
metyloiminoestry poddano kondensacji z cykloalkiloamino-1-karbotiohydrazydami
w srodowisku zasadowym wywolanym obecnoscia DBU (Schemat 3). Wydajnos¢
przeprowadzonych reakcji byla w zakresie 36-96%. Karbotiohydrazydy otrzymano
w reakcji miedzy aminami cyklicznymi a hydrazynokarboditionianem metylu w alkoholu
lub wodzie. Metoda syntezy cykloalkiloamino-1-karbotiohydrazydow zostala wczesniej

opisana przez Klaymana i wsp. [118].

R ﬁ R R
N HoN—NH-C-N )
B CH30H | oo =L j\
~ \
NH NH, H
1-4 5.8 9-24
Nr 9 10 11 12 13 14 15 16
/\
R | PhO PhS —n@ —_» PhO PhS —n@ N %
/~\ /~\ /~\
N —N(j —N(j —N(j —N(j —N\_/O —N\_/O —N\_/O -N ©
Nr| 17 18 19 20 21 22 23 24
am) 7
R | PhO PhS —NO o PhO PhS —NCy —_
/N /~\ /~ N\
N _: > _ _: > _: > _ _ _ _ _ _ _ _
C> N N\_/N Ph N\_/N Ph N\_/N Ph N\_/N Ph
Schemat 3
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Struktury otrzymanych zwigzkéw potwierdzono na podstawie wynikdw analizy
elementarnej oraz analizy widm IR i 'H NMR. Ponadto dla wybranych zwigzkéow

wykonano widma temperaturowe 'H NMR oraz analize rentgenograficzng.

— |05 N O
1 ,JL\, LV,

N . MO

Y S S W

- 1A AN S S

Rys. 38 Widmo temperaturowe 'H NMR dla zwigzku 12 wykonane w CDCl; przy czestotliwosci
700 MHz
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Na widmie temperaturowym (Rys. 38) wykonanym dla zwigzku 12 mozna
zauwazyC, ze labilny proton tautomeryczny o przesuni¢ciu 12,90 ppm w temperaturze
300 K jest bardzo poszerzony, wskutek czego prawie ginie w szumach (Rys. 39). W miarg
obnizania temperatury uzyskujemy jeden ostry sygnal, przesuwajacy si¢ w obszar
o wiekszym natezeniu pola magnetycznego (mniejsza warto$¢ ppm). Zmiana potozenia
labilnego protonu przy atomach azotu oraz mozliwo$¢ tworzenia wigzania wodorowego
tego protonu z atomem azotu w pier§cieniu aromatycznym wplywa na zmiang¢ otoczenia
chemicznego protonéw grupy NH,. Konsekwencjg tego jest nierownocenno$é
magnetyczna protonéw w grupie aminowej i wystgpienie osobnych sygnatow na widmie

w temperaturze 243 K, podczas gdy w temperaturze 300 K wystepuje jeden usredniony

sygnat (6,40 ppm).
e} O
- Y
— NH, — NH,
N\ \

77N\
N  N-NH N o N'-N-
] e )
IS °S
Rys. 39 Formy tautomeryczne zwiqzku 12

Dodatkowo mozemy zaobserwowac¢ zahamowanie rotacji wokot wigzania C-N przy
pierscieniu pirolidyny (zakres miedzy 3,5 a 4,0 ppm). W temperaturze 300 K w wyniku
swobodnej rotacji obserwujemy jeden usredniony sygnal o przesunieciu 3,76 ppm
pochodzacy od dwoéch réwnocennych grup CH: sasiadujagcych z atomem azotu
w pierScieniu. Natomiast ponizej temperatury koalescencji (263 K) mozemy rozr6zni¢ juz
dwa osobne sygnaty od obu grup CH», ktére staly sie¢ nierdwnocenne w wyniku
zahamowania rotacji wokot wigzania C-N. Zahamowanie rotacji wynika z faktu, iz

wigzanie C-N staje si¢ wigzaniem o cz¢sciowym charakterze wigzania podwdjnego.
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Rys. 40 Model ORTEP zwiqgzku 12

Zwiazek 12 zostat takze poddany badaniom rentgenografii strukturalnej. Struktura
krystaliczna zwigzku zostata zilustrowana za pomoca programu ORTEP (ang. Oak Ridge
Thermal Elipsoid Plot) (Rys. 40). Wszystkie atomy niewodorowe w modelu ORTEP sa
prezentowane za pomocg elipsoid drgan termicznych, natomiast rodzaje atomow zostaty
oznaczone zgodnie z kolorystyczng konwencjg CPK (tlen-czerwony, wegiel-czarny, azot-
niebieski, siarka-zotty oraz wodor-biaty). Nazwa konwencji kolorystycznej pochodzi od
pierwszych liter nazwisk tworcow modeli molekularnych Roberta Corey, Linusa Paulinga
oraz Waltera Koltuna [119]. Przeprowadzona analiza rentgenograficzna dla badanego
krysztatu zwigzku 12 wykazata, iz labilny atom wodoru w krysztale znajduje si¢ przy
atomie azotu N-3. Dhugo$¢ wigzania C-4-N-5 wynosi 1,32 A, wigzania C-4-N-3 1,30 A,
natomiast wigzania C-1-N-2 1,33 A. Wedtug danych z bazy CSD zakres dhugoéci wigzania
pojedynczego C-N wynosi 1,45-1,48 A, podczas gdy w przypadku wiazania podwdjnego
C=N wynosi 1,26-1,30 A. Analiza dtugo$ci wigzan wykazata, ze dla wigzan C-1-N-2 oraz
C-4-N-5 nastgpito skrocenie dlugosci wigzania w poroOwnaniu z czystym wigzaniem
pojedynczym. Co wiecej dtugo$é wigzania C-1-S-1 wynosi 1,73 A, a zatem jest dhuzsze niz
typowe wigzanie podwojne C=S, ktorego zakres dhugosci wynosi 1,64-1,69 A. Powyzsze

wyniki wskazuja, ze badana czasteczka przyjmuje form¢ zwitterionowa (Rys. 41).
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Rys. 41 Budowa zwitterionowa zwiqzku 12

Przeprowadzona za pomoca oprogramowania Mercury analiza geometryczna
wykazala, iz zwigzek 12 w krysztale przyjmuje forme rozciagnigty oraz planarng (Rys. 42).
Forma  planarna  czgsteczki  jest zachowana  dzigki  obecnosci  silnych
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych pomiedzy protonem wystepujacym przy
atomie azotu N-3, a atomem siarki S-1 oraz atomem azotu pierScienia pirydyny N-46
(Rys. 41).

R

.

Rys. 42 Konformacja planarna zwigzku 12

W stanie krystalicznym zaobserwowano nieuporzagdkowanie pier§cienia
morfolinowego, ktory przyjmuje forme krzesetkowa. Miedzy atomem siarki S-1 a atomem
azotu N-5 powstajg wigzania wodorowe. Ponadto struktura jest stabilizowana przez stabe

kontakty miedzyczasteczkowe typu C-H---S lub C-H---O (Rys. 43).

Rys. 43 Upakowanie w komorce elementarnej oraz oddzialywania miedzyczgsteczkowe

zwigzku 12
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4.1.4 Otrzymywanie pochodnych amidrazonowych 25-32

Amidrazony s3a to stabe zasady monokwasowe, ktore tworza sole z kwasami
nieorganicznymi. Ponadto niektére amidrazony moga istnie¢ w dwoch formach

tautomerycznych jako imidy hydrazydowe (A) badz hydrazony amidowe (B) (Rys. 44).

NH NH,
_NH _NH
DT SV
H
A B

Rys. 44 Formy tautomeryczne amidrazonow

Pochodne amidrazonowe sg badane pod katem wielu aktywnosci biologicznych,

m.in. dziatania antybakteryjnego, uspokajajacego, przeciwnowotworowego czy
przeciwgruzliczego [120-122]. Pirydyno-4-karboksyamidrazon wykazuje aktywnos$¢
tuberkulostatyczng tylko o potowe nizsza niz izoniazyd. Jednakze amidrazony sa
szczegOlnie cenione jako prekursory do syntezy innych zwiazkdéw organicznych [120].
Liczne dane literaturowe opisujg otrzymywanie amidrazonow w wyniku reakcji pomiedzy
iminoestrami, a hydrazyng w $rodowisku alkoholowym. W celu otrzymania produktu
o wysokiej wydajnosci nalezy uzy¢ co najmniej dwukrotnego nadmiaru hydrazyny

w stosunku do iminoestru [121,123].

R
@ CH3OH | N NH,NH,xH,0 lub CH3NHNH, | N
7z N.
N” “CN DBU lub Na N Ny OCHs etanol N~ > “NHR?
NH NH,
1-4 5-8 25-32
Nr 25 26 27 28 29 30 31 32
R | PhO | PhS | —n N o | PhO | PhS | — SV
SIES; SIES:
R? H H H H CHs CHs CHs CHs
Schemat 4
Aby  otrzyma¢ amidrazonowe oraz  metyloamidrazonowe  pochodne
4-podstawionego pikolinonitrylu 25-32 do otrzymanych in situ roztwordw
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metyloiminoestréw dodano 80% roztwor wodzianu hydrazyny badz metylohydrazyne
in substantia (Schemat 4).

W przyktadowym widmie '"H NMR wykonanym dla zwiazku 25 w deuterowanym
dimetylosulfotlenku przy czegstotliwosci 500 MHz mozna zaobserwowaé dwa singlety
o intensywnosci dwoch protondéw przy wartosciach 5,28 (a) oraz 5,69 (b) ppm pochodzace
od grup aminowych (Rys. 45). W zakresie aromatycznym wystepuja dwa dublety przy
przesunigciu 6,96 (c) oraz 8,37 (g) ppm o statych sprzezenia J=3 Hz i J=5 Hz
odpowiadajgce dwom protonom pierscienia pirydyny. Multiplet w zakresie 7,16-7,31 (d, e)
ppm posiada integracje odpowiadajacg czterem protonom. Trzy z nich pochodza od
pierscienia benzenowego, natomiast jeden proton od pierscienia pirydynowego. Pozostate
dwa protony pierscienia benzenowego wywotaly sygnal w postaci tripletu ze stalg
sprzezenia J=7 Hz przy wartosci 7,48 (f) ppm.

Analiza widma sugeruje, iz otrzymany zwigzek w roztworze dimetylosulfotlenku
(DMSO) przyjmuje forme¢ tautomeryczng A (Rys. 44). Dodatkowo za pomoca
oprogramowania Gaussian 03 przeprowadzono obliczenia kwantowo-chemiczne majace na
celu wyznaczenie energii catkowitej obu form tautomerycznych (Tabela 1). Obliczenia
ab initio zostaty wykonane metodg Hartree Focka, DFT oraz MP2 z wykorzystaniem bazy
6,31G**. Przeprowadzone obliczenia pokazuja, iz energia catkowita tautomeru
A niezaleznie od zastosowanej metody obliczeniowej jest nizsza niz tautomeru

B. Swiadczy to o wickszej stabilnoci tautomeru A.

Tabela 1. Obliczona energia catkowita tatuomerow A oraz B zwigzku 25

Energia catkowita
Metody [Hartree]
obliczeniowe
Tautomer A Tautomer B
HF 6,31G** -754,04 -753,71
DFT -758.46 -758.41
MP2 6,31G** -755,37 -755,35
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Rys. 45 Widmo '"H NMR dla zwigzku 25, wykonane w DMSO-ds przy czestotliwosci 500 MHz



4.1.5 Otrzymywanie pochodnych tiosemikarbazydowych 33-64

Nastepnie, aby oceni¢ wptyw zamiany cyklicznej aminy drugorzedowej obecnej
przy tancuchu tiosemikarbazydowym na pierwszorz¢dows alkiloaming, przeprowadzono
syntez¢ pochodnych tiosemikarbazydowych 33-64. Otrzymane uprzednio amidrazony
oraz metyloamidrazony 25-32 poddano reakcji z izotiocyjanianiem etylu, cykloheksylu,
fenylu oraz 2,4-dichlorofenylu (Schemat 5). Podstawniki zostaly dobrane w taki sposéb,
aby réznity si¢ rozmiarem oraz stopniem nasycenia. Dzi¢ki obecnosci centralnego atomu
wegla o elektrofilowym charakterze izotiocyjaniany tatwo ulegaja reakcjom addycji
z nukleofilowa grupa aminowg dajac pochodne tiomocznika [124]. Wydajnos¢
przeprowadzonych reakcji byla w zakresie 22-96%.

Struktury otrzymanych zwigzkéw potwierdzono w oparciu o wyniki analizy
elementarnej oraz na podstawie analizy widm IR i "H NMR.

W widmie '"H NMR zwigzku 44 (Rys. 46) wykonanym w deuterowanym
dimetylosulfotlenku (DMSO) w zakresie alifatycznym wystepuja dwa triplety (a, b) (3,35
oraz 3,70 ppm), kazdy o intensywnosci czterech protonow. Stata sprzezenia dla obu
sygnatow wynosi J=5 Hz. Sygnaly te odpowiadajg czterem grupom CH,. Protony
pierscienia pirydynowego zidentyfikowano jako sygnaly w postaci dubletu dubletow (c)
(6,90 ppm, J;=2 Hz, J;=3 Hz), singletu (h) (7,78 ppm) oraz dubletu (i) (8,19 ppm, J=6
Hz). Ponadto w zakresie aromatycznym mozna zaobserwowaé dwa triplety przy
warto$ciach 7,16 (e) i 7,33 (f) ppm o statej sprzezenia J=7 Hz oraz J=8 Hz, a takze dublet
przy wartosci 7,57 (g) ppm ze stalg sprzezenia J=8 Hz, pochodzace od protonow
pierscienia benzenowego. L.aczna integracja tych sygnatow odpowiada pigciu protonom.
Obecno$¢ grupy aminowej potwierdza singlet przy wartosci 7,03 (d) ppm, za$ singlety
o intensywnosci jednego protonu wystepujace przy 9,81 (j) oraz 10,27 (j) ppm
odpowiadajg dwom grupom NH. W widmie IR (Rys. 47) widoczne sg pasma absorpcji
charakterystyczne dla grupy NH pochodzace od drgan rozciagajacych w zakresie 3377-
3287 cm™! oraz pochodzace od drgan deformacyjnych przy wartoéci 1595 cm™.
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Schemat 5
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4.1.6 Otrzymywanie pochodnych iminowych 65-80

Kolejnym etapem badan bylo otrzymanie pochodnych iminowych, zwanych
zasadami Schiffa, posiadajacych azometinowa (-CH=N-) grupe funkcyjng. Zwiazki te sg
produktem kondensacji zwigzku karbonylowego, takiego jak aldehyd czy keton, z aming
pierwszorzedowa [125,126]. Jednakze aldehydy reaguja znacznie szybciej niz ketony, co
wynika z efektéw elektronowych oraz sterycznych [127]. Reakcja ta zachodzi wedtug
mechanizmu addycji-eliminacji. W pierwszym etapie dochodzi do addycji nukleofilowej
aminy do atomu wegla grupy karbonylowej z utworzeniem nietrwatego hemiaminalu.
Kolejnym etapem jest eliminacja czgsteczki wody 1 utworzenie iminy. Niekiedy do
przeprowadzenia reakcji konieczne jest uzycie katalizatora kwasowego. Jednak pH
srodowiska reakcji musi by¢ tak zbilansowane, aby umozliwi¢ protonowanie atomu tlenu
grupy karbonylowej, jednocze$nie zapewniajac dostateczng ilos¢ wolnego zwigzku
azotowego. Protonowanie grupy aminowe] prowadzi do powstania kationu,
pozbawionego wiasciwosci nukleofilowych [128]. Zasady Schiffa warunkuja aktywno$¢
biologiczng wielu surowcow naturalnych. Sktonito to naukowcoOw do eksplorowania tej
grupy zwigzkow. Badania te ujawnity znaczny potencjal przeciwdrobnoustrojowy

pochodnych iminowych [129,130].

R R
® + R ] ®
R'CHO — -
N7 AN NH, SN |NH2 20 NN NTR!
NH; N ML NH;
N-C“OH
25-28 iR 65-80
Nr| 65 66 67 68 69 70 71 72
R| PhO PhS - N PhO PhS - B
NG N\_/O NO N\_/O
Nr| 73 74 75 76 77 78 79 80
R| PhO PhS — N PhO PhS — N
T [~ SlEes;
R /(}NOZ /(}\NOZ @NOZ @NOZ /[}\Noz /(}\NOZ /((_}\No2 /o\ NO,

Schemat 6

55



Niepodstawione amidrazony 25-28 poddano kondensacji z odpowiednimi
aldehydami. W zwiazku ze znanym z literatury pozytywnym wpltywem ugrupowania
nitrofurylowego na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa, do zaprojektowanej reakcji
wykorzystano  aldehyd  S-nitrofurylowy oraz  jego  analogi takie jak
S-nitrotiofenokarboksyaldehyd, aldehyd 4-nitrobenzoesowy oraz  benzoesowy
(Schemat 6). Kondensacja zachodzita bez konieczno$ci dodania kwasowego katalizatora.
W wyniku prowadzonej reakcji otrzymano pochodne iminowe 65-80 z wydajnoscia

26-83%.

cis
cis

cp1 G2

Rys. 48 Model ORTEP zwigzku 67

Struktura  otrzymanych  zwigzkéw  zostala  potwierdzona  metodami
spektroskopowymi IR, 'H NMR oraz analiza elementarng. Dla zwigzku 67 wykonano
rowniez badania krystalograficzne, aby okresli¢ jego budowe przestrzenng (Rys. 48).
Przeprowadzona analiza krystalograficzna  potwierdzita obecno$¢  wigzania
azometinowego pomi¢dzy atomem azotu N-1, a atomem wegla C-15.

Zwiazek ten krystalizuje w uktadzie rombowym, w grupie przestrzennej Pbca.
Czasteczka ze wzgledu na sprzg¢zenia oraz wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe

typu N-H---N przyjmuje ptaska konformacje (Rys. 49).
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Rys. 49 Oddzialywania wewngtrzczgsteczkowe zwigzku 67
4.1.7 Synteza pochodnych 1,2,4-triazolu

Azole stanowia grupe zwigzkéw szeroko badang pod katem aktywnosci
przeciwgruzliczej. Jednakze grupa zwiazkéw wykazujaca znaczaca aktywnos$é
tuberkulostatyczng sa pochodne 1,2,4-triazolu sktadajace si¢ z pigcioczionowego
pierscienia aromatycznego zawierajagcego 3 heteroatomy azotu [131-133]. Budowa
triazoli sprzyja tworzeniu slabych oddziatywan, takich jak wigzania wodorowe, jon-dipol
czy oddziatywania hydrofobowe 1 van der Waalsa, z bialkami wystgpujacymi
w organizmach zywych.

Dane literaturowe prezentuja liczne sposoby syntezy pochodnych 1,2,4-triazolu.
Opisane metody cyklizacji mozemy podzieli¢ na trzy gtéwne grupy (A-C) w zaleznos$ci

od dtugosci i sekwencji atomow w szkielecie (Rys. 50).

NG NG NCNy o NG NG NC L NS
|
CN  Cuy Cn  Cy C-N C-n C-p
A B c

Rys. 50 Metody syntezy pochodnych 1,2,4-triazolu

Metoda A polega na przytaczeniu atomu wegla do tancucha N-C-N-N badz atomu
azotu do tancucha C-N-N-C z jednoczesnym utworzeniem pierscienia triazolowego
[134,135]. W metodzie typu B czasteczka hydrazyny lub jej pochodna przytacza si¢ do
tanicucha o sekwencji C-N-C. Do cyklizacji metoda B moze réwniez doj§¢ w wyniku
dziatania podstawionego amidu lub cyjanku na tancuch C-N-N [136,137]. Metoda
C opiera si¢ na cyklizacji uformowanego szkieletu pod wptywem ciepta lub czynnika

kondensujacego, jakim moze by¢ wodorotlenek sodu, kwas siarkowy(VI) czy kwas
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octowy [138,139]. Liczne metody syntetyczne oraz wielowartosciowo$¢ atomow wegla
iazotu umozliwiajg otrzymanie triazoli posiadajacych podstawniki we wszystkich
pozycjach czasteczki [140]. Amidrazony posiadajace szkielet o sekwencji N-C-N-N
stanowig dobry prekursor do otrzymywania réznorodnych triazoli [141].

W zwiazku z powyzszym, w kolejnym etapie badaf, otrzymane uprzednio
amidrazony, wykorzystano do przeprowadzenia syntezy pochodnych 1,2,4-triazolu

(Schemat 7).
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H
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Schemat 7

Wykorzystujac  zdolno$¢ amidrazonow do reagowania z elektrofilowymi
zwigzkami wegla, amidrazony 25-28 oraz metyloamidrazony 29-32 ogrzewano
z ortomrowczanem trietylu. Metoda ta doprowadzita do otrzymania niepodstawionych
pochodnych 1,2,4-triazolu 81-84 oraz podstawionych grupa metylowa w pozycji N-1 85-
88.

W celu otrzymania pochodnych 93-96 zaprojektowano dwuetapowa synteze.
W pierwszym etapie amidrazony 25-28 poddano reakcji z metyloiminoestrem kwasu

pirazyno-2-karboksylowego otrzymujac amido-azyny 89-92. Kolejnym krokiem byta
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cyklizacja na goraco w obecnosci kwasu octowego. Efektem przeprowadzonych reakcji
byty pochodne 1,2,4-triazolu 93-96 podstawione w pozycji C-3 pierScieniem pirazyny.
Zaprojektowane pochodne 1,2,4-triazolu zostaly otrzymane z wydajnoscia 12-70%.
Struktury otrzymanych zwigzkéw potwierdzono w oparciu o wyniki analizy
elementarnej oraz na podstawie analizy widm IR i 'H NMR. W widmach 'H NMR
zwiazkow 81-84 sygnaly pochodzace od protonu grupy N-H w pozycji N-1 wystepuja
w zakresie 7,70-8,55 ppm. Ponadto pasma absorpcji pochodzace od wigzan N-H tych
grup w widmie IR s3 obserwowane w zakresie 3424-3343 cm’!. Dla pochodnych
triazolowych 85-88 otrzymanych z metyloamidrazonéw nie obserwuje si¢ tych sygnatow,
gdyz atom azotu jest podstawiony grupa metylowa. W przypadku triazoli 93-96 sygnaty
protonéw grup NH wystepuja powyzej 15,10 ppm. Natomiast w widmach IR pasma
pochodzace od drgan deformacyjnych wigzan N-H obserwuje si¢ w zakresie 1519-1589
cm’!. Szczegdtowe opisy widm znajduja sie w ,,Czesci do$wiadczalnej” w rozdziatach

5.1.7,5.1.8 oraz 5.1.10.
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Schemat 8
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Case oraz Miqdad opisali metod¢ otrzymywania 1,2,4-triazoli polegajaca na
cyklizacji amidrazondéw z ketonami w kwasnym $rodowisku [142,143]. Na tej podstawie
zaprojektowano synteze kolejnej serii pochodnych triazolowych (Schemat 8).
Niepodstawione amidrazony 25-28 ogrzewano z heterocyklicznymi metyloketonami
w metanolu. Wséréod wybranych metyloketonéw znajdowaly si¢ 2-acetylotiofen,
3-acetyloindol, 3-acetylopirydyna oraz acetylopirazyna. Srodowisko reakcji zakwaszono
kwasem octowym. Wydajnos¢ przeprowadzonych reakcji wynosita 42-96%. W celu
potwierdzenia struktury wykonano widma IR oraz 'H NMR. Jednakze analiza
otrzymanych danych nie pozwolita stwierdzi¢, czy otrzymane zwigzki majg forme
cykliczng czy tancuchowa.

Przyktadowe widmo 'H NMR wykonane dla zwigzku 102 przedstawia singlet
przy wartosci 2,28 (a) ppm (Rys. 51). Integracja tego sygnatu odpowiada trzem protonom
grupy metylowej. Sygnaly pochodzace od grupy aminowej obserwujemy w postaci
szerokiego singletu przy wartosci 7,15 (b) ppm. Nastepnie na widmie mozna zauwazy¢
dwa dublety dubletow przy przesunigciu 7,24 (c, J1=2 Hz, Jo=3 Hz) oraz 7,40 (d, J1=3 Hz,
J>=5 Hz) ppm odpowiadajagce dwom protonom. Protony te pochodza od pierscieni
pirydyny. W zakresie 7,57-7,66 (e) ppm wystepuja dwa multiplety, ktorych sygnal daty
atomy wodoru pierscienia benzenowego. L.aczna integracja obu multipletéw odpowiada
pigciu protonom. Pozostale atomy wodoru pier§cieni pirydynowych widocznie sa
w widmie w postaci dubletow wystepujacych kolejno przy wartosciach 7,84 (f), 8,34 (g),
8,43 (h), 8,56 (i) oraz 9,15 (j) ppm. State sprz¢zenia wymienionych dubletow wynosity
odpowiednio 2 Hz, 8§ Hz, 5 Hz, 5 Hz oraz 2 Hz. Analiza widma sugeruje, iz badany
zwigzek wykazuje budowe tancuchows, a nie cykliczng, jednakze nie daje catkowitej

pewnosci.
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Rys. 51 Widmo '"H NMR dla zwigzku 102, wykonane w DMSO-ds przy czestotliwosci 500 MHz



Analiza elementarna rdwniez nie byta w stanie jednoznacznie okresli¢ struktury
otrzymanych pochodnych ze wzgledu na taki sam wzdér sumaryczny obu mozliwych
typéw budowy. Badanie krystalograficzne (Rys. 52) przeprowadzone dla zwigzku 102
udowodnito, ze w wyniku przeprowadzonej reakcji nie dochodzi do cyklizacji
z utworzeniem 1,2,4-triazolu, lecz kondensacji z utworzeniem pochodnej iminowe;j

97-112.

Rys. 52 Model ORTEP zwigzku 102

4.1.8 Synteza hydrazydowych analogow wybranych zwiazkow

Przedstawione dotychczas reakcje dotyczyly otrzymywania pochodnych
amidrazonowych. Klasycznym izosterem grupy N-H jest atom tlenu, zatem wartym
przebadania byto, czy i w jaki sposob zastgpienie tego ugrupowania w amidrazonach na
tlen w hydrazydach wptynie na aktywno$¢ biologiczng (Rys. 53). W zwiagzku z szerokim
spektrum aktywnos$ci biologicznej pochodnych hydrazydowych, w tym takze
przeciwdrobnoustrojowym wobec bakterii gram dodatnich, gram ujemnych oraz pratkow
gruzlicy, postanowiono otrzymaé analogi hydrazydowe dla wybranych zwiazkow

posiadajacych fragment amidrazonowy.
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Rys. 53 Struktura pochodnej amidrazonowej oraz jej izosteru
4.1.8.1 Otrzymywanie 4-podstawionych pikolinianow metylu 113-116

Iminoestry stanowig dobry prekursor do dalszych syntez, gdyz z latwoscia
podlegaja wielu reakcjom. Poprzez rozne przeksztatcenia chemiczne mozna z nich
otrzymac karboksyamidy, ortoestry, triazole, a takze benzoksazole. Kwasowa hydroliza
iminoestrow prowadzi do przeksztalcenia w estry. Jest to prosty sposob na zamiang grupy

C=NH na grupe C=0 [144-146].

R R R
(L= (| e S
—_—
— N/ OCH3 Pz OCH3

N CN DBU lub Na N
NH (@)

1-4 5-8 113-116

Nr

113 ‘ 114‘ 115 ‘ 116

R ‘ PhO ‘ PhS ‘ ) ‘ —NCO

Schemat 9

Metoda taka otrzymano metyloestry 113-116, ktore stanowity produkt posredni
do dalszych reakcji (Schemat 9).

W widmach IR wykonanych dla zwigzkow 113-116 nie zaobserwowano pasm
w zakresie 3600-3200 cm™!, co $wiadczy o braku drgan rozciagajacych pochodzacych od
wigzania N-H. Natomiast stwierdzono obecnos¢ silnych pasm w zakresie 1753-1717
cm!, ktére pochodza od grupy karbonylowej C=O. Analiza otrzymanych widm
potwierdzita, iz metyloiminoestry na drodze hydrolizy ulegly przeksztatceniu w estry

kwasowe.
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4.1.8.2 Otrzymywanie 4-podstawionych pikolinohydrazydow 117-120

Estry wykazuja sktonno$¢ do ulegania substytucji nukleofilowej przy acylowym
atomie wegla. Wynika to ze zdolnosci atomu tlenu do wyciagania elektrondw oraz matej
zawady sterycznej produktu przejsciowego, ktory przyjmuje forme tetraedryczna.
W pierwszym etapie reakcji dochodzi do ataku nukleofila na atom wegla, ktory posiada
deficyt elektrondw i utworzenia tetraedrycznego produktu posredniego. Nastepnie
odtworzeniu ulega podwojne wigzanie C=0 1 eliminowana jest grupa alkoksylowa.

Otrzymane estry 113-116 poddano reakcji z wodzianem hydrazyny w srodowisku
etanolu (Schemat 10). W wyniku przeprowadzonych reakcji zsyntezowano hydrazydy
4-podstawionego  kwasu  pikolinowego  117-120.  Utworzenie = pochodnych
hydrazydowych potwierdzita obecno$¢ pasm pochodzacych od drgan rozciggajacych
grupy N-H w zakresie 3312-3253 cm™'. Zaobserwowano réwniez pasma w zakresie
1688-1659 cm™' odpowiadajace drganiom rozciagajacym grupy C=O w widmie IR,

a przesuni¢te wzgledem zaobserwowanych w widmach estréw kwasowych.

R R
| S NHoNHxH0 Ny
OCH o
N7 3 N7 NN NH,
(0] O
113-116 117-120
Nr

117 ‘ 118‘ 119 ‘ 120

R ‘ PhO ‘ PhS ‘ ) ’ —N/\:/\O

Schemat 10
4.1.8.3 Otrzymywanie hydrazydowych analogéw pochodnych iminowych 121-136

Do syntezy hydrazydowych pochodnych iminowych 121-136 wykorzystano
reakcje kondensacji z aldehydami aromatycznymi, ktdra zostata juz uzyta do syntezy

pochodnych iminowych posiadajacych fragment amidrazonowy (65-80).

Hydrazydy 117-120 oraz odpowiednie aldehydy poddano reakcji kondensacji
(Schemat 11). Rezultatem przeprowadzonych syntez bylo 16 nowych pochodnych
hydrazydowych  z  ugrupowaniem  azometinowym  121-136.  Wydajnos¢

przeprowadzonych reakcji wynosita 24-78%.
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Schemat 11

Aby potwierdzi¢ strukture pochodnych iminowych, wykonano widma IR, 'H
NMR oraz analiz¢ elementarng.

Widmo IR przyktadowej pochodnej 135 posiada pasma pochodzace od grupy NH
odpowiadajace drganiom rozciagajacym przy wartosci 3421 cm’! oraz drganiom
deformacyjnym przy wartoéci 1606 cm™. Ponadto przy wartosci 1678 cm™ mozna
zaobserwowac intensywne pasmo charakterystyczne dla drgan rozciagajacych wigzania
C=0. Obecno$¢ grupy NO» potwierdzaja dwa pasma przy wartosciach 1506 cm’!
odpowiadajace drganiom rozciggajacym asymetrycznym oraz 1353 cm™ odpowiadajace
drganiom rozciggajacym symetrycznym. Szczegétowy opis widma znajduje si¢
w ,,Cze$ci doswiadczalnej” w rozdziale 5.1.14.

Widmo'H NMR wykonano przy czestotliwoéci 500 MHz w DMSO-ds (Rys. 54).
W zakresie alifatycznym wystepuja dwa triplety przy 1,98 (a) oraz 3,35 (b) ppm. Kazdy
z sygnatow odpowiada czterem protonom pochodzacym od grup CH: pierScienia
pirolidynowego. Stata sprz¢zenia (J) dla obu sygnatéw wynosi 6 Hz. Protony obecne przy
pierscieniu pirydynowym, reprezentowane sg w widmie w postaci nastepujacych
sygnatow: dubletu dubletow przy przesunigciu 6,68 (c) ppm ze statymi sprzezenia J;=3
Hz oraz J>=3 Hz odpowiadajacego jednemu protonowi, dubletu przy przesunigciu 8,20
(g) ppm odpowiadajacego jednemu protonowi o statej sprzezenia J=6 Hz oraz multipletu
w zakresie 7,20-7,27 ppm. Integracja multipletu odpowiada dwoém protonom. Jeden

z nich pochodzi od pierscienia pirydynowego (d), drugi za$ od pier$cienia furanowego
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(e). Drugi proton obecny w pierscieniu furanowym mozna zaobserwowaé w postaci
dubletu ze statg sprze¢zenia J=5 Hz przy wartosci 7,79 (f) ppm. Singlet pochodzacy od
protonu grupy azometinowej] N=CH wyst¢puje przy wartosci 8,60 (h) ppm. Przy
przesunigciu 12,50 (1) ppm zidentyfikowano singlet pochodzacy od protonu grupy NH.
Laczna integracja powyzszych sygnatléw odpowiada 15 protonom, a zatem jest rGwna

liczbie atoméw wodoru obecnych w omawianym zwigzku.
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Rys. 54 Widmo '"H NMR dla zwigzku 135, wykonane w DMSO-ds przy czestotliwosci 500 MH



4.1.8.4 Otrzymywanie hydrazydowych analogéw pochodnych

cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych

Nastepnie, aby otrzyma¢ analogi cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe
zaprojektowano dwuetapowa syntezg polegajaca na otrzymaniu w pierwszym etapie estru
metylowego kwasu ditiokarbazowego (A) (Schemat 12). Kolejnym krokiem byta
substytucja grupy tiometylowej aming cykliczng. Hydrazyd 118 poddano reakcji
z trietyloaming (TEA), disiarczkiem wegla oraz jodkiem metylu, ktory peit funkcje
czynnika metylujacego. Jednakze w wyniku przeprowadzonej reakcji otrzymano
pochodng dimetylowa (B), a nie tak jak planowano pochodng monometylowa (A).
Pomimo skrocenia czasu reakcji nie udato si¢ wyizolowac¢ pochodnej monometylowe;.
Reakcje wykonano ponownie stosujagc jako czynnik metylujacy siarczan dimetylu.
Metoda tg takze dochodzito do otrzymania pochodnej dimetylowej. Pomimo modyfikacji
czasu reakcji oraz stosunkdw molowych substratow pochodna monometylowa nie zostata

wyizolowana, co uniemozliwito dalszg syntez¢ zaplanowang metoda.
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Schemat 12

W zwigzku z powyzszym zastosowano nowg metod¢ syntezy polegajaca na
cyklizacji hydrazydow (117-120) w obecnosci KOH 1 CSz, w etanolu z dodatkiem wody
(Schemat 13). W wyniku przeprowadzonych reakcji otrzymano 1,3,4-oksadiazolo-2-

tiony 137-140 z wydajnoscia 79-93%.

W widmach IR dla otrzymanych zwigzkow zaobserwowano zanik pasm
w zakresie 1688-1659 ¢cm™ pochodzacych od drgan rozciggajacych grupy C=0, ktore

byly widoczne dla hydrazydow 117-120. Na widmach mozna zauwazy¢ natomiast

68



pojawienie sie intensywnych pasm w zakresie 1357-1339 cm’, ktére pochodza od
wigzania C-O-C. Widma w podczerwieni wykonane dla zwigzkow 137-140 potwierdzaja
cyklizacje oraz utworzenie pierScienia oksadiazolu. Ponadto w widmach 'H NMR
obserwujemy pojawienie si¢ szerokiego singletu powyzej 10 ppm, ktory pochodzi od
protonu grupy NH obecnego w pierscieniu oksadiazolowym. Szczegdétowe opisy widm
znajduja si¢ w ,,Czesci doswiadczalnej” w rozdziatach 5.1.13 oraz 5.1.15.

W kolejnym etapie oksadiazolotiony zostaly poddane reakcji z odpowiednimi
aminami cyklicznymi w obecnosci chlorobenzenu. Reakcja ta doprowadzita do otwarcia
pierscienia oksadiazolowego i1 przytaczenia aminy cyklicznej tworzac ponownie zwigzek
w formie Metoda pochodne

tahcuchowe;j. otrzymano

ta
cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe 141-156 zawierajace w swojej strukturze grupe

karbonylowa z wydajnoscig 13-98%.
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Analiza widm "H NMR oraz IR umozliwita potwierdzenie struktury otrzymanych
pochodnych. Ponadto wykonano takze analiz¢ elementarng tej grupy zwiazkow.

Analiza widma IR zwigzku 156 (Rys. 55) pozwala zidentyfikowaé pasma
pochodzace od drgan rozciagajacych (3309, 3192 cm™!) oraz drgan deformacyjnych (1601
cm!) grupy aminowej. Obecno$é¢ grupy karbonylowej potwierdza intensywne pasmo
przy wartosci 1672 cm’!.

W widmie 'H NMR zwigzku 156 zaobserwowano cztery triplety przy
przesunigciach 3,22 (a), 3,34 (b), 3,72 (c) oraz 3,99 (d) ppm pochodzace od atomow
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wodoru wystepujacych przy pier§cieniu morfoliny oraz piperazyny (Rys. 56). Stale
sprzezenia wszystkich wyzej wymienionych tripletow wynosity 5 Hz. Protony pierscienia
benzenowego reprezentowane byly w widmie przez nastepujace sygnaly: triplet
odpowiadajacy jednemu protonowi przy 6,80 (e) ppm (J=7 Hz), dublet odpowiadajacy
dwoém protonom przy 6,97 (f) ppm (J=8 Hz) oraz triplet od dwdch protondéw przy
7,23 (h) ppm (J=7 Hz). Sygnaty pochodzace od pierscienia pirydyny zaobserwowano
w postaci dubletu dubletéw o stalej sprzezenia J;=3 Hz i J>=3 Hz przy warto$ci
7,03 (g) ppm oraz dwodch dubletow przy wartosciach 7,44 (i) 1 8,26 (j) ppm ze statymi
sprzezenia J=3 Hz i J=6 Hz. Sygnal kazdego z wymienionych dubletow odpowiadat
jednemu protonowi. Protony pochodzace od dwodch grup NH zidentyfikowano przy
przesunigciach 10,04 (k) oraz 10,49 (k) ppm. Oba protony byly reprezentowane przez
sygnaty w postaci singletow.

Analiza struktury zwiazku 156 zostata takze poszerzona o badania *C NMR (Rys.
57). W zakresie charakterystycznym dla zwigzkow o budowie alifatycznej
zaobserwowano sygnaty (46,02, 46,09, 48,15 oraz 66,13 ppm) pochodzace od atomoéw
wegla obecnych w pierScieniu morfolinowym (a 1 b) oraz piperazynowym (a).
W obszarze od 106,28 do 156,24 ppm wystepuja liczne sygnaty (c-k) charakterystyczne
dla zwigzkow aromatycznych. W przypadku badanego zwigzku sa to sygnaty pochodzace
od pier$cienia benzenowego oraz pierscienia pirydyny. £aczna liczba oraz intensywnos$¢
tych sygnatldow odpowiada 11 atomom wegla. Dwa sygnaly wystepujace przy
najwyzszych warto$ciach przesunigcia chemicznego pochodza kolejno od atomu wegla
tworzacego grupe karbonylowa (1, 162,57 ppm) oraz atomu wegla grupy tiokarbonylowe;j
(m, 182,18 ppm).
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4.2 Aktywnos¢ biologiczna

4.2.1 Aktywnos$¢ przeciwgruzlicza pochodnych 4-chloropikolinonitrylu

Otrzymane zwigzki zostaty przebadane in vitro pod katem aktywnosci
przeciwgruzliczej w Instytucie Gruzlicy i Chorob Pluc w Warszawie. Badanie zostato
przeprowadzone na dwoéch szczepach Mycobacterium tuberculosis: standardowym
H37Rv oraz szczepie klinicznym izolowanym od pacjentow Spec. 210, ktory wykazat
oporno$¢ wobec izoniazydu, rifampicyny, etambutolu oraz kwasu p-aminosalicylowego.
Ich aktywno$¢ przeciwpratkowa byla wyrazana poprzez minimalne stezenie hamujace
(MIC) definiowane jako minimalne st¢zenie hamujgce wzrost badanych drobnoustrojow.

Zwiazki 9-24, 33-88, 93-112 oraz 141-156 zostaly przebadane klasyczng metoda
probowkowa. Aktywno$¢ tuberkulostatyczna badanych zwiazkéw byta porownywana
z lekami referencyjnymi: izoniazydem (H37Rv MIC 3,1 pg/ml; Spec. 210 MIC 12,5
pg/ml) oraz pirazynamidem (H37Rv MIC 25 pg/ml; Spec. 210 MIC >400 pg/ml).
Standardowo oceniano wptyw zwiazku na wzrost bakterii w stezeniu 3,1, 6,2, 12,5, 25,
501 100 pg/ml. Dla najaktywniejszych zwigzkow badania byly poszerzone o nastgpujace
stezenia 1,5, 0,8 1 0,4 pg/ml. Natomiast zwiazki 121-136 zostaly przebadane metoda
mikrorozcienczen. Testowane zwiazki byly badane w stezeniach od 512 pg/ml do 0,0625
ug/ml. Do poréwnania zastosowano izoniazyd (INH) jako lek referencyjny (H37Rv MIC
0,125 pg/ml; Spec. 210 MIC 8 pg/ml).

Pochodne cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe 9-24 jako pierwsze zostaly
poddane badaniom aktywnos$ci tuberkulostatycznej (Tabela 2). Testowane zwiazki
charakteryzowaly si¢ umiarkowang, badz bardzo dobra aktywnoscig przeciwpratkowa
z wartoscig MIC w zakresie 0,4-25 pg/ml. Wszystkie zwiazki z tej grupy wykazywaly
takg samg aktywnos$¢ wobec szczepu standardowego H37Rv, jak i szczepu opornego
Spec. 210. Analiza otrzymanych wynikéw ujawnita pozytywny wptyw amin cyklicznych
o wysokiej hydrofilowosci, takich jak pirolidyna oraz morfolina, na koncu tancucha
tiosemikarbazydowego na aktywno$¢ tuberkulostatyczng. W szczegolnosci pochodne 13-
16 posiadajace pierScien morfolinowy wykazywaly najwyzsza aktywnos¢
przeciwgruzlicza z wartoscig MIC 0,4-3,1 pg/ml. Ich aktywnos$¢ byta poréwnywalna lub
wyzsza niz lekow referencyjnych. Bardzo dobra aktywno$¢ przeciwgruzlicza (MIC 0,4
png/ml) wykazal takze amino-[4-fenoksy)-pirydyn-2-ylolmetylenohydrazyd kwasu

pirolidyno-1-karbotionowego (9) z grupa fenoksylowa w pozycji C-4 pierscienia
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pirydyny oraz pierScieniem pirolidynowym na koncu lancucha tiosemikarbazydowego.
Obecnos$¢ ugrupowania fenylopiperazynowego (21-24) charakteryzujacego sie duza
lipofilowoscig oraz masg czasteczkowa, powodowata znaczny spadek aktywnosci
przeciwpratkowe;  (MIC  6,25-25 pg/ml).  Podstawienie ~ w  fancuchu
tiosemikarbazydowym pier$cieniem piperydyny wydawalo si¢ nie mieé istotnego
wplywu na aktywno$¢ w poroéwnaniu z pozostatymi podstawnikami. Natomiast
zasadowos$¢ podstawnika potozonego w pozycji C-4 pierscienia pirydyny miata wptyw
na dziatanie tuberkulostatyczne badanej grupy zwigzkéw. Pochodne posiadajace
w pozycji C-4 pierscienia pirydynowego ugrupowanie pirolidynowe (11, 15, 19 i 23),
ktére charakteryzuje si¢ najwyzsza zasadowoscia, wykazywaly zwigkszong sile
hamowania wzrostu pratkéw (MIC 0,4-6,25 pg/ml). Podczas gdy pochodne zawierajace
grupg tiofenolowa (10, 14, 18 i 22), o niskiej zasadowosci, wykazywaly znacznie nizsza
aktywno$¢ (MIC 0,8-25 pg/ml).

Tabela 2. Aktywnos$¢ tuberkulostatyczna pochodnych cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych
9-24

NH, H --
9-24

MIC (pg/ml) MIC (ug/ml)

Nr | szczep M. tuberculosis | Nr | szczep M. tuberculosis
Hs/Rv Spec 210 Hs7Rv Spec 210

9 0,4 0,4 17 12,5 12,5
10 6,25 6,25 18 12,5 12,5
11 6,25 6,25 19 6,25 6,25
12 6,25 6,25 20 6,25 6,25
13 3,1 3,1 21 25 25
14 0,8 0,8 22 25 25
15 0,4 0,4 23 6,25 6,25
16 3,1 3,1 24 6,25 6,25

MIC-minimalne st¢zenie hamujace, H37Rv-standardowy szczep Mycobacterium tuberculosis, Spec 210 szczep
Mycobacterium tuberculosis oporny na izoniazyd, rifampicyne, etambutol oraz kwas p-aminosalicylowy

Kolejng grupa badanych zwigzkéw byty pochodne tiosemikarbazydowe 33-64
podstawione na koncu tancucha tiosemikarbazydowego alkiloaming (Tabela 3). Stgzenie
hamujace wzrost pratkéw w przypadku tej grupy pochodnych byto réznorodne od 12,5
do powyzej 100 ug/ml. Aktywnos$¢ pochodnych zawierajacych alkiloaming byta znacznie
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nizsza niz pochodnych posiadajacych aming cykliczng. W przeciwienstwie do
pochodnych 9-24, nie zauwazono zaleznos$ci pomigdzy rodzajem podstawnika w pozycji
C-4 pierscienia pirydyny a dzialaniem tuberkulostatycznym. Najwyzsza aktywnos$¢
wykazaly  dwie  pochodne  2-{amino-[4-fenoksy)-pirydyn-2-ylo]metyleno}-N-
etylohydrazynokarbotioamid (33) oraz = 2-{amino-[4-pirolidyn-1-ylo)-pirydyn-2-
ylo]metyleno}-N-cykloheksylohydrazyno-karbotioamid (39) zawierajace odpowiednio
ugrupowanie etylowe oraz pierscien cykloheksylowy na koncu tancucha
tiosemikarbazydowego. Wartos¢ MIC wobec szczepu H37Rv wynosita 12,5 pg/ml dla
obu zwiagzkoéw. Zwiazek 33 wykazywat taka samg aktywno$¢ wobec szczepu Spec. 210,
natomiast pochodna 39 dwukrotnie stabiej hamowata wzrost szczepu opornego.
Podstawienie atomu azotu N-4 grupa metylowa (49-64) skutkowato zanikiem aktywnos$ci

przeciwpratkowej (MIC 50->100 pg/ml).

Tabela 3. Aktywnos$¢ tuberkulostatyczna pochodnych tiosemikarbazydowych 33-64

R
® i
2
N7 /N‘NJkN’R
NH, R' 1
33-64

MIC (pg/ml) MIC (pg/ml)

Nr | szczep M. tuberculosis | Nr | szczep M. tuberculosis
Hi7Rv Spec 210 Hi7Rv Spec 210

33 12,5 25 49 - -
34 25 25 50 50 >100
35 50 50 51 50 100
36 50 100 52 100 100
37 50 100 53 50 50
38 25 50 54 | >100 >100
39 12,5 12,5 55 | >100 >100
40 25 50 56 50 100
41 50 50 57 100 100
42 50 100 58 50 100
43 100 100 59 100 100
44 100 100 60 50 50
45 50 50 61 50 >100
46 50 50 62 100 100
47 50 50 63 50 100
48 50 100 64 100 100

MIC-minimalne st¢zenie hamujace, H37Rv-standardowy szczep Mycobacterium tuberculosis, Spec 210 szczep
Mycobacterium tuberculosis oporny na izoniazyd, rifampicyne, etambutol oraz kwas p-aminosalicylowy
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W celu wyjasnienia przyczyn rdznicy aktywnos$ci obu omawianych powyzej grup
zwigzkow wyznaczono metodami chemii obliczeniowej wartos$¢ log P, moment dipolowy
(Tabela 4) oraz mapy potencjatu elektrostatycznego (Rys. 58) dla wybranych zwigzkow.
Obliczenia ab initio zostaly wykonane metoda DFT z wykorzystaniem bazy 6,31G**
dostepng w oprogramowaniu Gaussian 03.

Wsréd wybranych do badan zwiazkéw znalazly si¢ dwie pochodne posiadajace
na koncu tancucha tiosemikarbazydowego aming cykliczng, morfoling lub piperydyne

(15, 19), oraz dwie pochodne zawierajace w tym potozeniu cykloheksyloaming (39, 55).

Tabela 4. Energia catkowita (E), moment dipolowy (i) oraz wspoétczynnik podziatu (log P)
wybranych pochodnych tiosemikarbazydowych

MIC E u
Ne o iemi] | [aw] | [Debye] | 1°87

15 0.4 -1386.46 8.96 1.06

19 6.25 -1350.59 9.25 2.19

39 12.5 -1389.88 3.26 2.63

55 >100 -1429.16 5.90 2.86

Obliczenia wykonano metoda DFT z wykorzystaniem bazy 6,31G** za pomoca oprogramowania Gaussian 03.

W badanej grupie zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem wartosci log P dochodzi
do zmniejszenia aktywnosci przeciwgruzliczej. Cykloalkiloaminotiosemikarbazydy 15
119, posiadajace dobra aktywno$¢ przeciwpratkowa, wykazuja takze duzy moment
dipolowy. Natomiast pochodne 39 i 55, o nizszej aktywnosci, charakteryzuja si¢ rowniez

znaczaco nizszym momentem dipolowym.
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Rys. 58 Mapy potencjatu elektrostatycznego wybranych pochodnych tiosemikarbazydowych
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Zamieszczone mapy potencjatu elektrostatycznego zwigzkéw 15 oraz 19 (Rys.
58) obrazujg nagromadzenie tadunku ujemnego w obrgbie atomu siarki, jak réwniez
fadunek dodatni w obrebie pierScienia pirolidynowego. Natomiast w przypadku
pochodnych zawierajacych cykloheksyloaming, 39 1 55, tadunek ujemny jest rozproszony
w kierunku pier§cienia pirydynowego i nie obserwuje si¢ juz tak wyraznego tadunku
dodatniego w pierscieniu pirolidynowym. Tymczasem charakterystyczny tadunek
dodatni wystepuje w obrebie protonu zwigzanego z atomem azotu ugrupowania
cykloheksyloaminowego.

Pochodne z ugrupowaniem azometinowym (iminowym) 65-80 wykazaly
aktywno$¢ tuberkulostatyczng w zakresie 6,25-50 pg/ml (Tabela 5). Zwiazki posiadajace
w pozycji R! grupe fenylowa badz p-nitrofenylowa (65-72) cechowaty sie taka samg
wartoscig MIC 50 pg/ml. Warto$¢ ta jest znaczaco wyzsza niz dla lekéw referencyjnych,
co $wiadczy o ich stabym dziataniu tuberkulostatycznym. Podstawienie w pozycji R!
ugrupowaniem S-nitrofurylowym (77-80) prowadzitlo do co najmniej czterokrotnego
wzrostu aktywnos$ci w porownaniu z podstawnikami posiadajgcymi pierscien fenylowy.
Warto§¢ MIC tych pochodnych dla obu szczepéw byla nizsza niz leku referencyjnego
pirazynamidu. Ponadto zdolno$¢ do hamowania wzrostu pratkow wobec szczepu

opornego byta na takim samym poziomie lub wigksza niz izoniazydu.

Tabela 5. Aktywnos$¢ tuberkulostatyczna pochodnych iminowych 65-80

R
| X
N NN R
NH,
65-80
MIC (pg/ml) MIC (ug/ml)
Nr | szczep M. tuberculosis | Nr | szczep M. tuberculosis
Hi7Rv Spec 210 Hi7Rv Spec 210
65 50 50 73 25 25
66 50 50 74 50 50
67 50 50 75 50 50
68 50 50 76 25 25
69 50 50 77 12,5 12,5
70 50 50 78 6,25 6,25
71 50 50 79 6,25 6,25
72 50 50 80 12,5 12,5

H37Rv-standardowy szczep Mycobacterium tuberculosis, Spec 210 szczep Mycobacterium tuberculosis oporny na
izoniazyd, rifampicyne, etambutol oraz kwas p-aminosalicylowy
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Cyklizacja pochodnych amidrazonowych do 1,2,4-triazoli spowodowata spadek
badz zanik aktywnos$ci przeciwpratkowej (Tabela 6). Pochodne 81-88 oraz 93-96
charakteryzowaty si¢ minimalnym st¢zeniem hamujagcym w zakresie 25-100 pg/ml.
Z grupy badanych pochodnych jedynie zwiazek 84, z niepodstawionym pierScieniem
triazolowym oraz uktadem morfolinowym w pozycji 4 pierscienia pirydyny, wykazywat
umiarkowang aktywnos$¢ tuberkulostatyczng o wartosci MIC 25 pg/ml. Jego sila
hamowania wzrost pratkow gruzlicy szczepu H37Rv byla na takim samym poziomie jak
leku referencyjnego, jakim byl pirazynamid. Co wigcej, inhibicja wzrostu komorek

szczepu opornego byta silniejsza niz w przypadku pirazynamidu.

Tabela 6. Aktywnos$¢ tuberkulostatyczna pochodnych triazolowych 81-88 oraz 93-96

R
® ®
— —
N /N‘N/R1 N /N\N
N=/ HN—%
N
81-88 9396 (/ )
N\
MIC (pg/ml) MIC (pg/ml)
Nr | szczep M. tuberculosis | Nr | szczep M. tuberculosis
Hi7Rv Spec 210 Hi7Rv Spec 210
81 50 50 87 50 50
82 50 50 88 50 50
83 50 50 93 50 50
84 25 25 94 50 50
85 50 50 95 50 50
86 50 50 96 100 100

MIC-minimalne stezenie hamujace, H37Rv-standardowy szczep Mycobacterium tuberculosis, Spec 210 szczep
Mycobacterium tuberculosis oporny na izoniazyd, rifampicyne, etambutol oraz kwas p-aminosalicylowy

Pochodne iminowe otrzymane w  wyniku reakcji  amidrazondéw
z heterocyklicznymi metyloketonami 97-112 rowniez zostaty poddane ocenie aktywnosci
tuberkulostatycznej (Tabela 7). Zwiazki posiadajace w pozycji R! pierscien
heterocykliczny z atomem azotu, taki jak pirazyna, pirydyna oraz indol, wykazywaty
umiarkowang badz stabg aktywno$¢ przeciwpratkowa (MIC 12,5-50 pg/ml). Na uwage
zashuguje pochodna 107 posiadajaca uktad pirolidynowy jako podstawnik R oraz
pierscien indolu w pozycji R!, a hamujaca wzrost pratkéw na poziomie MIC 12,5 pg/ml.
Zaobserwowano réowniez, iz obecno$¢ pierécienia tiofenowego w pozycji R! sprzyja
wystepowaniu aktywnos$ci przeciwpratkowej w tej grupie. Pochodne 109-111,

posiadajace taki podstawnik wykazywaty dobrg aktywno$¢ przeciwpratkowa w zakresie
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6,25-12,5 pg/ml. Sita inhibicji wyzej wymienionych pochodnych byla wigksza niz
pirazynamidu dla obu badanych szczepéw oraz izoniazydu wobec szczepu opornego
Spec. 210. Nie zaobserwowano zalezno$ci pomig¢dzy rodzajem podstawnika przy

pierscieniu pirydyny w pozycji C-4 a aktywnos$cig tuberkulostatyczng.

Tabela 7. Aktywnos$¢ tuberkulostatyczna pochodnych iminowych 97-112

NH,
97-112

MIC (pg/ml) MIC (pg/ml)

Nr | szczep M. tuberculosis | Nr | szczep M. tuberculosis
Hs37Rv Spec 210 Hs7Rv Spec 210

97 50 50 105 50 50
98 25 25 106 25 25
99 50 50 107 12,5 12,5
100 50 50 108 50 50
101 50 50 109 12,5 12,5
102 50 50 110 6,25 6,25
103 25 25 111 12,5 12,5
104 50 50 112 - -

MIC-minimalne stg¢zenie hamujace, H37Rv-standardowy szczep Mycobacterium tuberculosis, Spec 210 szczep
Mycobacterium tuberculosis oporny na izoniazyd, rifampicyne, etambutol oraz kwas p-aminosalicylowy

Pochodne iminowe (121-136) bedace hydrazydowymi analogami strukturalnymi
zwigzkow 65-80 wykazaly bardzo zrdéznicowana aktywnos$¢ tuberkulostatyczng od
wartosci MIC 1 pg/ml do powyzej 512 pg/ml (Tabela 8). Zaobserwowano wzrost
aktywnos$ci w przypadku obecnosci podstawnika S-nitrofurylowego (133-136). Wartosci
MIC wyznaczone dla tych pochodnych byty w zakresie 1-16 pg/ml. Podobng tendencje
odnotowano w przypadku ich analogéw amidrazonowych. Ponadto dobrg aktywnoS$cig
przeciwpratkowa (MIC 4-8 pg/ml) wyrdznialy si¢ dwie pochodne posiadajace
ugrupowanie S-nitrotiofenowe w swojej strukturze (130, 132). Obecno$¢ podstawnika
fenylowego badz 5-nitrofenylowego prowadzita do ostabienia aktywnosci lub jej zaniku
(121-127). Najwyzsza zdolno$¢ do inhibicji wzrostu wykazywal zwigzek 134 z warto$cia
MIC wobec szczepu standardowego H37Rv oraz wobec szczepu klinicznego Spec 210
odpowiednio 1 pg/ml oraz 2 pg/ml. Wyniki te pokazuja, iz pochodna ta silniej hamuje

wzrost szczepu klinicznego niz lek referencyjny, jakim jest izoniazyd.
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Tabela 8. Aktywno$¢ tuberkulostatyczna hydrazydowych pochodnych iminowych 121-136

X
| N
7 P
N N7 R!
0]
121-136
MIC (pg/ml) MIC (ug/ml)
Nr | szczep M. tuberculosis | Nr | szczep M. tuberculosis
Hs7Rv Spec 210 Hs7Rv Spec 210

121 128 128 129 64 128
122 512 512 130 4 8
123 | >512 >512 131 32 32
124 nd nd 132 4 4
125 | >512 >512 133 2 4
126 | >512 >512 134 1 2
127 256 512 135 16 16
128 nd nd 136 16 16

MIC-minimalne st¢zenie hamujace, H37Rv-standardowy szczep Mycobacterium tuberculosis, Spec 210 szczep
Mycobacterium tuberculosis oporny na izoniazyd, rifampicyne, etambutol oraz kwas p-aminosalicylowy

Tiosemikarbazydy z ugrupowaniem hydrazydowym 141-156 wykazywaty
znaczgco nizszg aktywnos¢ tuberkulostatyczng (Tabela 9) niz ich amidrazonowe analogi
9-24. Jedna z najaktywniejszych pochodnych, 4-(fenoksy)-N"-(pirolidyno-1-
karbonotioylo)pikolinohydrazyd (141, MIC 12,5 pg/ml), wykazata ponad 31 razy stabsza
aktywno$¢ niz jej amidrazonowy analog (9, MIC 0,4 pg/ml). Niemniej jednak badana
grupa zwigzkow posiadata umiarkowang aktywnos$¢ przeciwpratkowa (MIC 12,5-50
pg/ml). Obecno$¢ pierScienia pirolidynowego (141-144) na koncu lancucha
tiosemikarbazydowego powodowata wzrost aktywnosci przeciwpratkowej (MIC 12,5-25

pg/ml).
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Tabela 9. Aktywnos$¢ tuberkulostatyczna hydrazydowych pochodnych tiosemikarbazydowych
140-156

| H
N/ N. N )L N !
o " -
140-156
MIC (pg/ml) MIC (pg/ml)
Nr | szczep Mycobacterium tuberculosis | Nr | szczep Mycobacterium tuberculosis
Hj37Rv Spec 210 Hj7Rv Spec 210

141 12,5 12,5 149 25 25
142 12,5 12,5 150 25 25
143 25 25 151 12,5 12,5
144 12,5 12,5 152 25 25
145 25 25 153 50 50
146 12,5 12,5 154 25 25
147 25 25 155 25 25
148 25 25 156 12,5 12,5

MIC-minimalne st¢zenie hamujace, H37Rv-standardowy szczep Mycobacterium tuberculosis, Spec 210 szczep
Mycobacterium tuberculosis oporny na izoniazyd, rifampicyne, etambutol oraz kwas p-aminosalicylowy

W grupie pochodnych tiosemikarbazydowych z ugrupowaniem hydrazydowym,
podobnie jak w przypadku pochodnych cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych, mozna
bylo zaobserwowa¢ negatywny wplyw obecnosci pierscienia fenylopiperazynowego na
aktywno$¢ (153-156). Obecno$¢ podstawnika w pozycji C-4 pierscienia pirydynowego
nie wywierata tak istotnego wptywu na aktywnos¢, jak byto to zauwazalne w przypadku

ich analogdéw z ugrupowaniem amidrazonowym.

4.2.2 Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa pochodnych 4-chloropikolinonitrylu

wobec wybranych szczepoéw bakterii i drozdzy

Badania przeciwdrobnoustrojowe dla niektorych zwigzkéw zostaty poszerzone
o wybrane szczepy bakterii G(+), G(-) oraz drozdzy. Badania byly prowadzone na panelu
referencyjnych mikroorganizméow z American Type Culture Collection (ATCC), w tym
bakterii G(+) (Staphylococcus aureus’ ATCC 25923, S. aureus’ ATCC 43300, S. aureus’
ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Micrococcus. luteus ATCC
10240, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 10876, Streptococcus
pyogenes ATCC 19615, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Streptococcus mutans
ATCC 25175) oraz G(-) (Salmonella typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas mirabilis ATCC 12453, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027). Wsrod wybranych grzybow znalazty sig
nastepujace szczepy Candida albicans’ ATCC 10231, C. albicans’ ATCC 2091, Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida glabrata ATCC 90030 oraz Candida krusei ATCC
14243. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa byta charakteryzowana poprzez minimalne
stezenie hamujace (MIC). Ponadto wyznaczono minimalne stezenie bakteriobdjcze
(MBC) lub minimalne st¢zenie grzybobdjcze (MFC). Wartosci MBC oraz MFC okreslaja
najnizsze stezenia badanych zwigzkoéw, przy ktorych nie obserwuje si¢ wzrostu

mikroorganizmow.

Tabela 10. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa pochodnych cykloalkiloaminotiosemi-
karbazydowych wobec bakterii G(+)
Nr 9 12 13 14 15 16 18
Szczep MIC|MBCMIC| MBC |MIC|MBC [MIC| MBC |MIC|MBC | MIC | MBC |MIC| MBC
S. aureus’ 0,49|15,6|7,8 | 15,6 |15,6] 62,5 |0,98| 31,3 |15.6/>1000| 15,6 [>1000|250 |>1000
S. aureus’ 10,98(15,6|7,8 | 31,3 | 7,8 | 31,3 |3,9| 15,6 | 7,8 [=1000| 15,6 [>1000(250 |>1000
S. aureus’ 0,24] 15,6 |15,6] 31,3 | 125| 250 |15,6] 31,3 |31,3|>1000| 15,6 [>1000|250|>1000
S. epidermidis|0,12| 15,6 | 3,9 | 15,6 | 3,9 | 15,6 {0.49| 15,6 |1,95| 1,95 | 15,6 | 500 |250| 250
M. luteus 1,95 7,8 10,98| 1,95 [0,49| 0,49 |0,24| 0,24 [0,49| 0,98 | 7,8 | 15,6 |250| 250
B. subtilis  [0,49] 3,9 1,95 3,9 | 7,8 | 15,6 |1,95| 15,6 [0,98] 0,98 | 31,3 [>1000|250 | 1000
B. cereus 10,98|15,6 39| 3,9 |31,3] 62,5 | 7,8 | 15,6 [1,95| 1,95 | 31,3 | 1000 |250 |>1000
S. pyogenes 1,95/ 15,6 3,9 62,5 |7,8|62,5(3,9| 15,6 | 7,8 | 250 | 1000 |>1000| 7,8 | 31,3
S. pneumoniae| 7,8 | 31,3 {15,6] 125 |31,3| 62,5 (31,3| 62,5 |250|>1000{>1000{>1000|15,6| 250
S. mutans 10,98(0,98 [1,95| 1,95 | 7,8 | 7,8 |1,95| 1,95 |1,95| 1,95 | 1000 [>1000{1,95| 3.9
Nr 21 22 23 24 CIP VAN
Szczep MICIMBC|MIC| MBC |MIC| MBC |MIC| MBC [MIC| MBC | MIC | MBC
S. aureus’ |15.6|15,631,3>1000| 7,8 [>1000| 125 | 1000 [0,49| 0,49 | 0,98 | 7,81
S. aureus® |15,6] 15,6 |31,3[>1000| 7,8 [>1000(62,5/>1000[0,24| 0,24 | 0,49 | 1,95
S. aureus® |15,6/31,3(31,3>1000| 7,8 [>1000| 125 | 1000 [0,24| 0,24 | 0,49 | 1,95
S. epidermidis| 7,8 | 7,8 |15,6/>1000(1,95| 7,8 |31,3| 500 |0,49| 0,49 | 0,98 | 0,98
M. luteus 3,9 7,8 |7,8| 7.8 |0,24| 0,24 |1,95| 15,6 |0,98| 1,95 | 0,12 | 0,12
B. subtilis | 7,8 | 15,6 |15,6/>1000/1,95| 7,8 |125| 1000 [0,03]| 0,12 | 0,24 | 0,49
B. cereus |15,6] 15,6 |15,6(>1000| 7,8 {~1000| 500 |>1000(0,12| 0,12 | 0,98 | 15,6

S. pyogenes |15,6| 62,5 |15,6/>1000| 7,9 | 31,3 | 3,9 | 31,3 0,24 | 0,49
S. pneumoniae|62,5| 125 |31,3| 250 |15,6| 31,3 | 3,9 | 31,3 0,24 | 0,49
S. mutans |15,6] 15,6 [15,6| 15,6 | 3,9 | 3,9 |1,95| 3.9 0,98 | 0,98

MIC-minimalne st¢zenie hamujace, MBC-minimalne st¢zenie bakteriobodjcze, CIP-ciprofloksacyna, VAN-
wankomycyna, czerwonym kolorem oznaczono zwiazki o aktywnosci wyzszej niz leki referencyjne
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Poszerzonym badaniom aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej zostaly poddane
pochodne cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe 9, 12-16, 18, 21-24 (Tabela 10).
Badania objely zwigzki o najwyzszej aktywnosci tuberkulostatyczne;.

Badanie wobec bakterii G(+) pozwolito wytoni¢ pochodna 9 jako zwiazek
o najwyzsze] aktywnos$ci wobec wigkszo$ci badanych szczepow. Zwigzek ten najsilniej
hamowat wzrost szczepu S. epidermidis charakteryzujac si¢ wartoscig MIC 0,12 pg/ml.
Warto$¢ ta byta nizsza niz dla obu lekéw referencyjnych, ciprofloksacyny oraz
wankomycyny. Minimalne stezenie bakteriobojcze wynosito 15,6 pug/ml, a zatem byto
wyzsze niz lekow standardowych. Wartos¢ MIC dla wszystkich badanych szczepow
z rodzaju Bacillus oraz Staphylococcus wynosita ponizej 1 pg/ml, co swiadczy o jego
dobrej aktywnos$ci przeciwbakteryjnej. Co wiecej, aktywno$¢ bakteriostatyczna
przeciwko S. aureus’ oraz S. epidermidis byta wyzsza niz wobec testowanych szczepow
M. tuberculosis (MIC 0,4 pg/ml). Ponadto zwigzek 9 charakteryzowat si¢ bardzo dobra
aktywno$cig przeciwko S. mutans z warto$cig MIC (0,98 pg/ml) na tym samym poziomie
co wankomycyna.

Warto zwrdci¢ réwniez uwage na aktywno$¢ przeciwbakteryjng pochodnych 13-
16, ktore wykazaly najwyzsza aktywno$¢ przeciwpratkowa (MIC 0,4-3,1 pg/ml).
Dziatanie bakteriostatyczne i bakteriobojcze przeciwko bakteriom G(+) zwigzku 13 byto
na umiarkowanym poziomie. Tylko dla szczepu M. luteus warto$¢ MIC byta nizsza (0,49
ug/ml) niz dla badanych szczepéw M. tuberculosis (3,1 pg/ml). Zwigzek 14 wykazywat
wyzsza aktywnos$¢ bakteriostatyczng niz tuberkulostatyczng przeciwko szczepom
M. luteus i S. epidermidis. Aktywno$¢ bakteriostatyczna zwigzkow 15 i 16 dla zadnego
z badanych szczepow Dbakterii G(+) nie byla wyzsza niz ich aktywnosc
tuberkulostatyczna. Zwigzek 15 wykazywat dobrg aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
przeciwko szczepom M. luteus i B. subtilis z warto$cig MIC ponizej 1 pg/ml.

Pochodne 21-24 posiadajace przy lancuchu tiosemikarbazydowym fragment
fenylopiperazyny wykazaly umiarkowang badZz stabg aktywno$¢ hamujaca wzrost
badanych szczepow. Sposréd badanych szczepow M. luteus wykazal najwyzsza
wrazliwos$¢ wobec testowanych zwigzkéw z wartoscig MIC w zakresie 0,24-250 pg/ml.
Najnizsza aktywnoscig (MIC 1,95-250 pg/ml) wobec bakterii G(+) cechowat si¢ zwigzek
18 posiadajacy ugrupowanie tiofenolowe w pozycji C-4 pierScienia pirydyny oraz

fragment piperydyny na koncu tancucha tiosemikarbazydowego.
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Wszystkie badane pochodne tiosemikarbazydowe wykazaty staba lub tez brak
aktywnosci bakteriostatycznej wobec bakterii G(-) (Tabela 11). Pochodna 9 przy stezeniu
31,3 pg/ml powodowata zahamowanie wzrostu S. typhimurium oraz P. mirabilis. Przy
takim samym stezeniu zwigzek 16 wywotat inhibicj¢ wzrostu komorek K. pneumoniae.
Niemniej jednak warto$ci te sg znaczaco wyzsze niz minimalne st¢zenie hamujace leku
referencyjnego.

Tabela 11. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa pochodnych cykloalkiloaminotiosemi-
karbazydowych wobec bakterii G(-)

Nr 9 12 13 14 15 16
Szczep MIC | MBC | MIC |[MBC | MIC |MBC | MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC

S. typhimurium| 31,3 |>1000| 31,3 |>1000( 500 [>1000{>1000{>1000{>1000{>1000{>1000|>1000

E. coli 125 [>1000| 15,6 |>1000| 500 |>1000| 125 ({>1000|>1000|>1000{>1000{>1000

P. mirabilis | 31,3 |>1000| 15,6 |>1000( 125 [>1000| 62,5 [>1000{>1000{>1000|>1000|>1000

K. pneumoniae|>1000(>1000( 31,3 [>1000| 500 |[>1000{>1000|>1000|>1000|>1000| 31,3 (>1000

P. aeruginosa | 250 |>1000| 125 |>1000|>1000|>1000>1000(>1000{>1000{>1000{>1000{>1000
Nr 18 21 22 23 24 CIP
Szczep MIC | MBC | MIC [ MBC | MIC |MBC | MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC

S. typhimurium|>1000{>1000/>1000{>1000|>1000{>1000{>1000{>1000{ 1000 [>1000| 0,06 | 0,06

E. coli >1000{>1000{>1000{>1000|>1000|>1000(>1000(>1000(>1000{>1000{ 0,004 | 0,008

P. mirabilis  {>1000|>1000(>1000{>1000|>1000{>1000|>1000>1000{ 1000 |>1000{ 0,03 | 0,03

K. pneumoniae| 500 |>1000|>1000|>1000| 500 [>1000{ 125 [{>1000{>1000{>1000| 0,12 | 0,24

P. aeruginosa |>1000{>1000{>1000{>1000|>1000|>1000(>1000{>1000{>1000{>1000| 0,49 | 0,98

MIC-minimalne stezenie hamujace, MBC-minimalne stezenie bakteriobdjcze, CIP-ciprofloksacyna

Aktywnos¢ przeciwgrzybicza testowanych pochodnych byta znaczaco nizsza niz
leku referencyjnego nystatyny (Tabela 12). Wartos¢ MIC wobec badanych szczepow
wyniosta 7,8-1000 pg/ml. Ponownie najwyzsza aktywnosciag w tej grupie zwiazkow
charakteryzowata si¢ pochoodna 9. Swiadczy to o jej szerokim spektrum dziatania
przeciwdrobnoustrojowego. Ponadto umiarkowang aktywnos$¢ wykazat rowniez zwigzek
23 z warto$cig MIC 7,8 pg/ml wobec obu szczepow C. albicans oraz warto$cig MIC 15,6
pg/ml  wobec pozostalych drozdzy. Zwigzek 24 nie wykazywat aktywnosci

przeciwgrzybiczej wobec badanego panelu drozdzy.
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Tabela 12. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa pochodnych cykloalkiloaminotiosemi-
karbazydowych wobec drozdzy

Nr 9 12 13 14 15 16
Szczep MIC|MFC|MIC|MFC|MIC| MFC [MIC|MFC| MIC | MFC |MIC| MFC

C. albicans' | 7,8 | 7,8 [31,3]62,5|15,6| 15,6 [15,6]15,6| 15,6 | 15,6 |31,3|>1000

C. albicans® | 7,8 | 7,8 [31,3|31,3|15,6| 31,3 |15,6|31,3| 15,6 | 15,6 |31,3| 500

C. parapsilosis| 7,8 | 7,8 |31,3| 250 [15,6| 31,3 |15,6|15,6| 15,6 [>1000|31,3 [>1000

C. glabrata |15,6|15,6(31,3162,5(31,3| 250 |15,6]/62,5| 15,6 | 15,6 {1000/>1000

C. krusei |15,6]15,6(15,6/31,3(31,3| 62,5 |31,3|62,5| 15,6 | 1000 |15,6 [>1000
Nr 18 21 22 23 24 NYT
Szczep MIC|MFC|MIC|MFC|MIC| MFC |MIC|MFC| MIC | MFC |MIC| MFC

C. albicans' 250|500 [15,6|15,6(15,6| 31,3 | 7.8 | 7,8 |>1000{>1000|0,24 | 0,24

C. albicans® |250 | 250 [15,6]15,6(62,5| 31,3 | 7,8 | 7,8 |>1000{>1000| 0,48 | 0,48

C. parapsilosis| 250 | 250 {31,3] 62,5 (62,5(>1000{15,6| 15,6 |>1000|>1000| 0,24 | 0,48

C. glabrata | 250 [1000|15,6 62,5 |31,3[>1000{15,6 15,6| 500 [~1000|0,24 | 0,48

C. krusei 250 500 |15,6(31,3(31,3|>1000{15,6| 15,6 | 1000 {>1000{0,24 | 0,24

MIC-minimalne st¢zenie hamujace, MFC-minimalne st¢zenie grzybobojcze, NY T-nystatyna

Kolejng  grupa  zwigzkéw  wybranych do oceny aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowe;j byty hydrazydowe analogi pochodnych
cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych 141, 142, 145-147, 149, 152-156. Testowane
zwiazki cechowaly si¢ umiarkowang badz stabg aktywnos$cia przeciwbakteryjna.

Wartosci MIC wobec wybranego panelu bakterii G(+) wynosity od 7,8 do 500
pg/ml (Tabela 13). Nie zaobserwowano wyraznej zaleznos$ci pomigdzy podstawnikami
przy tancuchu tiosemikarbazydowym lub pierscieniu pirydynowym a aktywnoscig
przeciwbakteryjna.

Sposrod  testowanych zwigzkéw wyrdznialy sie¢ pochodne 147 1 156.
N'-(morfolino-4-karbonotioylo)-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazyd (147) hamowat
wzrost szczepow S. aureus’? oraz S. epidermidis przy stezeniu 7,8 pug/ml, a wiec okoto
trzykrotnie nizszym niz dla szczepdw M. tuberculosis. Warto§¢ MBC byla co najmniej
szesnastokrotnie wyzsza niz wartos¢ MIC, zatem zwigzek ten nie wykazywat aktywnosci
bakteriobdjczej. 4-morfolino-N'-(4-fenylopiperazyno-1-karbonotioylo)pikolinohydrazyd
(156) wykazat warto§¢ MIC 7,8 pg/ml dla szesciu badanych szczepoéw bakteryjnych:
S. aureus'>, S. epidermidis, M. luteus, B. subtilis oraz B. cereus. Zwiazek ten wykazywat

aktywno$¢ bakteriostatyczng, lecz pozbawiony byt aktywnos$ci bakteriobodjcze;.
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Tabela 13. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa hydrazydowych pochodnych cykloalkilo-
aminotiosemikarbazydowych wobec bakterii G(+)

Nr 141 142 145 146 147 149 152
Szczep  |MIC| MBC |[MIC|MBC [MIC| MBC [MIC| MBC |MIC| MBC [MIC| MBC [MIC| MBC
S. aureus’ |15,6| 250 |31,3[>1000(250 [>1000{15,6(>1000| 7.8 | 500 [31,3[>1000|15.6| 250
S. aureus® |31,3|>1000|31,3 [>1000{ 250 [>1000{15,6>100015,6| 1000 [31,3[>1000|31,3| 1000
S. aureus® |15,6| 250 |31,3[>1000| 125 [>1000{15,6(>1000| 7,8 | 500 [31,3[>1000|15.6| 250
S. epidermidis|15,6| 15,6 |15,6| 31,3 [62,5] 125 [15,6/>1000|15,6| 500 [15,6(>1000{15.6| 125
M. luteus | 7,8 |>1000|15,6[>1000[62,5| 125 | 7,8 [>1000| 7.8 | 125 [15,6] 31,3 | 7.8 | 125
B. subtilis 15,6 31,3 |15,6] 31,3 62,5 250 |15.6| 31,3 |15,6] 31,3 [31,3] 31,3 [31,3| 31,3
B. cereus  |15,6 62,5 |15,6[>1000(250 | 500 |15,6/>1000|15,5[>1000[15,6>1000{15,6 >1000
S. pyogenes [62,5]>1000(62,5[>1000(62.5 [>1000(31,3[>1000| 500 |>1000|62.5 [>1000| 125 [>1000
S. pneumoniae|62,5>1000(62,5|>1000| 250 [>1000[62,5 [>1000| 125 |>1000|62.5 [>1000| 250 [>1000
S. mutans 62,5 [>1000{31,3[>1000{62,5|>1000|31,3 [>1000| 125 [>1000{31,3 [>1000| 125 [>1000
Nr 153 154 155 156 CIP VAN
Szczep  |MIC| MBC [MIC|MBC [MIC| MBC |[MIC| MBC |MIC| MBC [MIC| MBC
S. aureus’ |62,5/>1000|31,3 [>1000(250 [>1000| 7,8 |>1000/0,49| 0,49 [0,98| 7,81
S. aureus® |31,3|>1000|31,3 [>1000( 250 [>1000{15,6|>1000/0,24| 0,24 [0,49| 1,95
S. aureus® |31,3/>1000|31,3 [>1000(250 [>1000| 7.8 [>1000/0,24| 0,24 [0,49| 1,95
S. epidermidis|31,3|>1000|15,6| 1000 | 250 [>1000| 7,8 |>1000/0,49| 0,49 [0,98| 0,98
M. luteus  |15,6/>1000[15,6 1000 | 125 [>1000| 7,8 [>1000{0.98| 1,95 0,12 0,12
B. subtilis 31,3 31,3 |15,6] 31,3 [250| 250 | 7.8 | 15,6 [0.03| 0,12 [0,24| 0,49
B. cereus  |31,3(>1000{31,3 [>1000| 250 [>1000| 7,8 [>1000{0.12| 0,12 |0,98] 15,6

S. pyogenes |62,5(>1000{62,5(>1000{31,3|>1000{31,3|>1000 0,241 0,49
S. pneumoniae| 125 | 1000 | 125 [>1000{62,5|>1000{31,3|>1000 0,241 0,49
S. mutans 62,5|>1000(62,5(>1000{31,3 {>1000{31,3 [>1000 0,98 0,98

MIC-minimalne st¢zenie hamujace, MBC-minimalne st¢zenie bakteriobodjcze, CIP-ciprofloksacyna, VAN-
wankomycyna

Pochodne hydrazydowe wykazywaty nizsza aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
bakterii G(+) niz ich analogi amidrazonowe. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano
w przypadku aktywnosci tuberkulostatyczne;.

Wobec bakterii G(-) pochodne hydrazydowe wykazaty réznorodng aktywnos¢
bakteriostatyczna od umiarkowanej do jej braku (Tabela 14). Zadna z badanych
pochodnych nie wykazata wlasciwosci bakteriobojczych. Najaktywniejszymi zwigzkami,
analogicznie jak w przypadku bakterii G(+), byly pochodne 147 oraz 156. Wartosci MIC
dla tych zwigzkoéw wynosity od 31,3 do 250 pg/ml.
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Tabela 14. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa hydrazydowych pochodnych cykloalkilo-
aminotiosemikarbazydowych wobec bakterii G(-)

Nr 141 142 145 146 147 149
Szczep MIC|MBC | MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC [MIC| MBC | MIC | MBC

S. typhimurium| 125 |>1000{ 500 |>1000|>1000|>1000| 1000 [>1000{62,5>1000{ 1000 |>1000

E. coli 125 (>1000{ 500 |{>1000{ 1000 |>1000{ 1000 |>1000|62,5|>1000| 500 (>1000

P. mirabilis | 125|>1000| 62,5 |>1000| 1000 [>1000| 62,5 [>1000|15,6(>1000{ 125 (>1000

K. pneumoniae| 125 |>1000| 62,5 |>1000/>1000|>1000| 62,5 [>1000({31,3| 1000 | 125 |>1000

P. aeruginosa | 250 [>1000| 1000 |>1000|>1000{>1000| 1000 |>1000|250 (>1000| 125 |>1000
Nr 152 153 154 155 156 CIP
Szczep MIC|MBC | MIC | MBC | MIC | MBC | MIC | MBC [MIC| MBC | MIC | MBC

S. typhimurium| 250 |>1000{ 1000 |>1000| 1000 |>1000| 500 [>1000(31.3|>1000| 0,06 | 0,06

E. coli 125 {>1000{>1000{>1000{ 1000 |>1000{>1000{>1000{62,5|>1000|0,004| 0,008

P. mirabilis |31,3{>1000| 1000 [>1000| 1000 [>1000{ 500 [>1000{31,3|>1000| 0,03 | 0,03

K. pneumoniae|62,5|>1000| 1000 [>1000( 1000 (>1000{ 500 [>1000{31,3|>1000| 0,12 | 0,24

P. aeruginosa | 500 [>1000| 1000 |>1000| 1000 |>1000|>1000|>1000(62,5|>1000{ 0,49 | 0,98

MIC-minimalne st¢zenie hamujace, MBC-minimalne ste¢zenie bakteriobdjcze, CIP-ciprofloksacyna

Badanie aktywnosci przeciwgrzybiczej rowniez wykazato, nizsza aktywno$¢
pochodnych hydrazydowych niz ich analogéw amidrazonowych (Tabela 15). Wyjatkiem
byl zwigzek 156, ktory hamowat wzrost wybranych drozdzy w zakresie stezen 7,8-15,6
pg/ml. Natomiast jego analog amidrazonowy (24) nie wykazywal aktywnosci
przeciwgrzybiczej wobec badanych szczepow.

W zwigzku z brakiem aktywnos$ci przeciwgruzliczej pochodnych triazolowych
postanowiono sprawdzi¢ ich aktywno$¢ pod katem innych gatunkéw drobnoustrojow.
Badanie aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz przeciwgrzybiczej zostato przeprowadzone
dla zwigzkow 85, 88 oraz 93-96. W badaniu zastosowano taki sam panel szczepow jak
dla wyze] omawianych zwigzkéw. Testowane zwigzki wykazaly stabg aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa lub jej brak wobec badanych szczepdéw. St¢zenie hamujace
wzrost byto w zakresie 250->1000 pg/ml. Jedynie zwigzek 94 wykazal wyrozniajacy si¢

inhibicje wzrostu wobec szczepu M. luteus z wartoscig MIC 15,6 pg/ml.
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Tabela 15. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa hydrazydowych pochodnych cykloalkilo-
aminotiosemikarbazydowych wobec drozdzy

Nr 141 142 145 146 147 149
Szczep MIC|MFC|MIC| MFC |MIC| MFC [MIC| MFC [MIC| MFC [MIC|MFC

C. albicans' |15,6|31,3|31,3| 31,3 [250 [>1000|15,6|>1000|62,5| 62,5 |31,3|31,3

C. albicans® |15,6(31,331,3| 31,3 |250 [>1000{15,6/>1000{62,5| 125 |31,3| 250

C. parapsilosis|15,6| 31,3 |31,3| 125 |250 (>1000{15,6({>1000{62,5| 500 |31,3| 125

C. glabrata |15,6/1000|31,3| 62,5 | 125 {>1000|15,6(>1000|31,3| 500 |15,6| 62,5

C. krusei  |15,6] 500 31,3 |>1000( 500 (>1000{31,3|>1000{62,5| 500 |31,3]| 250
Nr 152 153 154 155 156 NYT
Szczep MIC|MFC|MIC| MFC [MIC| MFC |MIC| MFC [MIC| MFC |MIC|MFC

C. albicans' |31,3| 125 |31,3|>1000(62,5[>1000| 250 | 500 |15,6|>1000(0,24| 0,24

C. albicans® |31,3| 500 |31,3|>1000(62,5(>1000| 250 | 500 | 7,8 |>1000(0,48| 0,48

C. parapsilosis|62,5| 250 |62,5|>1000(62,5>1000( 250 | 500 |15,6/>1000|0,24| 0,48

C. glabrata |31,5| 500 {31,3{>1000{62,5|>1000| 125 |>1000|15,6|>1000|0,24| 0,48

C. krusei  |31,5] 500 |62,5(>1000(| 125 [>1000| 250 |>1000|15,6|>1000{0,24| 0,24

MIC-minimalne st¢zenie hamujace, MFC-minimalne st¢zenie grzybobojcze, NY T-nystatyna

4.2.3 Aktywnos¢ cytotoksyczna pochodnych cykloalkiloaminotiosemi-

karbazydowych

Amidrazonowe pochodne cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe jako zwigzki
0 najwyzszej aktywnosci przeciwpratkowej zostaly wyselekcjonowane rowniez do oceny
ich aktywnosci cytotoksycznej. Badanie byto prowadzone metodg MTT na dwoch liniach
komorkowych: fibroblastach ludzkiego naskorka ATCC PCS-201-010 (HDF) oraz
komorkach czerniaka mysiego ATCC CRL-6375 (B16-F10). Kultury HDF s3
atrakcyjnym modelem eksperymentalnym ze wzgledu na ich tatwo$¢ pozyskania z biopsji
skory, intensywny wzrost oraz stabilno$¢ genetyczng przez 15-20 pasazy. Miarg
aktywnosci cytotoksycznej jest wartos¢ ICso (ang. Inhibitory concetration), a zatem
stezenie badanego zwigzku niezbedne do zahamowania proliferacji komorek w 50%.

Aktywno$¢ cytotoksyczna amidrazonowych pochodnych cykloalkiloamino-
tiosemikarbazydowych 9-24 zostata przebadana na dwodch liniach komoérkowych B16-
F10 oraz HDF (Rys. 59). Wartosci 1Cso znalazty si¢ w zakresie 1,21-234,20 pg/ml.
Wigkszos¢ zwigzkow z badanej grupy wykazata silniejsze hamowanie wzrostu komoérek
nowotworowych niz komorek zdrowych. Jedynie pochodne 10, 21 oraz 22
charakteryzowaty si¢ nizsza wartoscig ICso wobec komoérek fibroblastow niz wobec

komorek czerniaka mysiego. Zdolno$¢ hamowania wzrostu M. tuberculosis w wigkszoS$ci
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przypadkéw byta wigksza niz hamowanie wzrostu badanych komorek eukariotycznych.
Zwiazek 10 silniej hamowat wzrost komoérek HDF niz komorek bakteryjnych. Natomiast
zwigzek 12 wykazywat silniejszg inhibicj¢ wzrostu komoérek nowotworowych niz
pratkow gruzlicy. Warto$¢ MIC badana wobec M. tuberculosis zwiazkow 21 1 22 byla

w obu przypadkach wyzsza niz ICso wyznaczone dla badanych linii komérkowych.

82,04
HDF uB16-F10

92,69

234,2

Numery zwigzkéw

126,35

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Wartosé ICs,
Rys. 59 Aktywnos¢ cytotoksyczna pochodnych cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych
Analizujac aktywno$¢ biologiczng pochodnych 9, 13, 14, 15 i 16 o najwyzszej
aktywnoS$ci tuberkulostatycznej mozna stwierdzi¢, i1z maja one dobry profil
cytotoksyczny, gdyz wykazujg one wyzszg zdolnos¢ do hamowania wzrostu komoérek
nowotworowych niz zdrowych. Potwierdza to wskaznik selektywnosci, bedacy ilorazem
ICso wyznaczonego dla fibroblastow ludzkiego naskorka i komorek linii czerniaka
mysiego (ICso HDF/ICso B16-F10), ktoérego wartos¢ we wszystkich przypadkach byta
wicksza od 1 (Tabela 16). Ponadto warto§¢ MIC dla M. tuberculosis jest znaczaco nizsza
niz wartosci ICso. Najaktywniejsza pochodna 15 hamowata wzrost pratkow 90,45 razy

silniej niz wzrost komorek linii HDF. Obliczony wskaznik selektywnosci definiowany
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jako iloraz 1Csp wyznaczonego dla fibroblastow ludzkiego naskorka i minimalnego
stezenia hamujgcego wzrost pratkow gruzlicy (ICso-HDF/MIC-MT) dla omawianych
zwigzkow jest w zakresie 12,52-90,45, co $wiadczy o ich niskiej cytotoksycznosci,
a w zasadzie jej braku. Warto$¢ ICso wobec linii fibroblastow dla zwigzku 16 nie zostala

wyznaczona ze wzgledu na staba aktywno$¢ antyproliferacyjng zwigzku w badanych

stezeniach.
Tabela 16. Wspotczynniki selektywnosci dla zwigzkéw 9, 13-15

SI ST
Nr 1C 50-HDF/ ICSO'HDF/
ICs50-B16-F10 | MIC-MT

9 10,39 67,27
13 4,13 12,52
14 2,91 40,38
15 3,29 90,45

SI 1Cs0-HDF/ICs0-B16-F10-wspotczynnik selektywnosci bedacy ilorazem stgzenia hamujacego w 50% wzrost
komorek fibroblastow ludzkiego naskorka i stgzenia hamujacego w 50% wzrost komorek linii czerniaka mysiego; SI
1Cs0-HDF/MIC-MT-wspotczynnik selektywnosci bedacy ilorazem stgzenia hamujacego w 50% wzrost komorek
fibroblastow ludzkiego naskoérka i minimalnego stgzenia hamujacego wzrost pratkow gruzlicy

W przypadku dwoch zwigzkéw o najwyzszej aktywnos$ci tuberkulostatycznej

(9, 15) testy cytotoksycznoS$ci zostaty rozszerzone o badanie mikroskopowe (Rys. 60).

Zwiqzek 15 (5 pg/mL)

Zwigzek 9 (5 ug/mL)

Fibroblasty ludzkiego naskérka HDF

Kontrola

Kontrola Zwiazek 9 (5 ug/mL) Zwigqzek 15 (5 ug/mL)

Rys. 60 Poszerzone badania mikroskopowe dla zwigzkéw 91 15
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Obserwacje pozwolity dostrzec zmiany morfologiczne w obecnosci badanych
zwigzkow w stezeniu 5 ug/ml. Na zdjeciu kontrolnym zaobserwowano trojwymiarowy
1 zwarty wzrost komorek czerniaka mysiego B16-F10. Po dodaniu zwigzkow 9 1 15
zaobserwowano silne zmiany morfologiczne. Trojwymiarowe struktury zniknetly,
pozostaty tylko komorki nekrotyczne. Zwigzek 9 powodowal zmiany morfologiczne
roéwniez w fibroblastach ludzkiego naskorka HDF, podczas gdy w obecnosci pochodnej
15 takie zmiany nie wystapity.

Ze wzgledu na stosunkowo wysokie stezenie hamujace proliferacje komorek
fibroblastow ludzkiego naskérka oraz brak zmian morfologicznych w tych komorkach,
zwigzek 15 o najwyzszej aktywnosci przeciwpratkowej, posiada dobry profil
cytotoksyczny. Cechy te czynig go dobrym prekursorem do dalszych badan nad nowym

lekiem przeciwgruzliczym.
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5. CZESC DOSWIADCZALNA

5.1. Synteza

Czysto$¢ otrzymanych zwigzkow potwierdzono za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej TLC. Do analizy uzyto ptytek wykonanych z zelu krzemionkowego
60F2s4 firmy Fluka o grubosci 0,2 mm. Stosowano jedno- oraz dwusktadnikowe fazy
ruchome: chloroform, octan etylu, metanol, chloroform-octan etylu 1:1 (v/v), chloroform-
octan etylu 1:5, chloroform-octan etylu 1:2. Do analizy stosowano rozpuszczalniki marki
POCH oraz Chempur. W celu wizualizacji wykorzystano lampg UV o statej dtugosci fali
A=254 nm 1 A=365 nm.

W celu potwierdzenia struktury wykorzystano metody spektroskopowe takie jak
spektroskopia w podczerwieni, protonowy oraz weglowy magnetyczny rezonans
jadrowy. Widma w podczerwieni wykonano na spektrofotometrze z transformacja
Fouriera firmy Thermo Mattson Satellite. Badana substancja byla wprowadzana do
aparatu w postaci tabletki wykonanej z KBr. Pasma na widmach opisano za pomoca
nastgpujacych symboli: v-drgania rozciggajace, vs-drgania rozciggajace symetryczne,
Uas-drgania rozciagajace asymetryczne, o-drgania deformacyjne w plaszczyznie,
y-drgania deformacyjne poza ptaszczyzne. Widma 'H NMR oraz '*C NMR wykonano
w CDCIl; lub DMSO-ds na aparacie Varian Unity Plus przy czestotliwosci 500 MHz.
Widma opisano skrotami: s-singlet, d-dublet, t-triplet, k-kwartet, m-multiplet, dd-dublet
dubletow, szs-szeroki singlet.

Ponadto, aby potwierdzi¢ struktur¢ wykonano analize elementarng (% C, H, N).
Badanie wykonano na aparacie CHNS Perkin-Elmer PE 2400 Series II (Perkin-Elmer,
Shelton, CT). Wyniki analizy mie$cily si¢ w zakresie + 0,4% wartosci teoretycznych.

Widmo temperaturowe zostato zarejestrowane za pomoca spektrometru NMR
Bruker Avance II Plus 700 MHz wyposazonego w szerokopasmowa sonde gradientowg
typu "inverse" z gradientem w osi Z. Probki zostaty rozpuszczone w CDCls.

Krysztaly do analizy rentgenostrukturalnej uzyskano z roztworu metanolu lub
mieszaniny metanol-DMF (1:1) poprzez powolne odparowywanie rozpuszczalnika
w temperaturze pokojowej. Pomiary rentgenowskie zostaly wykonane przy pomocy
dyfraktometru monokrystalicznego firmy Rigaku XtaLAB Synergy-S wyposazonego
w zrodlo promieniowania Cu Ko (1,54178 A). Udoskonalenie struktury krysztatow

przeprowadzono za pomocg programu SHELX.
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Niektore zwigzki poddano procesowi oczyszczania za pomoca chromatografii
kolumnowej. Faze stacjonarng stanowil zel krzemionkowy firmy Sigma Aldrich
o rozmiarze ziaren 63-200 pm i wielko$ci poréw 60A.

Aparat Stuart SMP 30 firmy Bibby Scientific wykorzystano do wyznaczenia
temperatury topnienia otrzymanych zwiazkéw. Uzyskane wyniki nie zostaty
skorygowane.

Pochodne cykloalkiloamino-1-karbotiohydrazydowe zostaty otrzymane wedlug

syntezy opisanej przez Agrawala [147].
5.1.1. Metoda ogodlna syntezy 4-podstawionych pochodnych pikolinonitrylu 1-4

40 mmoli (5,60 g) 4-chloropikolinonitrylu oraz 48 mmoli odpowiedniego
odczynnika nukleofilowego rozpuszczono w 25 ml dioksanu, a nastgpnie dodano 40
mmoli (6 ml) DBU. Mieszaning utrzymywano w temperaturze wrzenia przez
1 h. Nastepnie odparowano cze$¢ rozpuszczalnika i dodano 16d. Wytragcony osad

odsaczono 1 suszono na powietrzu. Gotowy produkt oczyszczano przez krystalizacje.
4-Fenoksypikolinonitryl (1)

Reakcja z fenolem (4,51 g). Wydajnos¢: 88%; t.t. 90-92°C (cykloheksan); IR
(KBr): 3086, 3060 (v Car-H); 2234 (v C=N); 1647 (v C=N); 1580, 1489, 1413 (v C=C);
1279, 1206 (8 C-H) 957, 849, 781, 697 (y C-H) cm™'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds):
o 7,15 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=3 Hz); 7,23 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,34 (t, |H, ArH,
J=7Hz); 7,51 (t,2H, ArH, J=8 Hz); 7,67 (d, 1H, pirydyna, J=8 Hz); 8,57 (d, 1H, pirydyna,
J=6 Hz) ppm; Analiza elementarna dla C12HgN>O (196,06) warto$ci obliczone: C, 73,46;
H, 4,11; N, 14,28; wartosci zmierzone: C, 73,14; H, 4,07; N, 14,16.

4-Fenylotiopikolinonitryl (2)

Reakcja z tiofenolem (4,91 ml). Wydajnos$¢: 98%; t.t. 51-53°C (cykloheksan); IR
(KBr): 3047 (v Car-H); 2234 (v C=N); 1647 (v C=N); 1570, 1437 (v C=C); 835, 759, 691
(y C-H) cm™'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 7,19 (dd, 1H, pirydyna, J;=2 Hz, J,=3
Hz); 7,54-7,63 (m, SH, ArH); 7,68 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 8,47 (d, 1H, pirydyna, J=5
Hz) ppm; Analiza elementarna dla Ci2HsN»S (212,04) wartosci obliczone: C, 67,90; H,
3,80; N, 13,20; wartosci zmierzone: C, 67,73; H, 3,79; N, 13,02.

4-Pirolidynopikolinonitryl (3)
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Reakcja z pirolidyng (4 ml). Wydajnos¢: 90%; t.t. 132—-133°C (metanol); IR
(KBr): 2979-2856 (v C-H); 2230 (v C=N); 1602, 1530 (v C=C); 1290, 1235, 1212, 1116
(8 C-H); 850, 829 (y C-H) cm™'; "TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): 1,95-1,97 (m, 4H, CH>);
3,28-3,30 (m, 4H, CH»); 6,65 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz); 7,05 (s, 1H, pirydyna); 8,15
(d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla CioH; N3 (173,10) wartosci
obliczone: C, 69,34; H, 6,40; N, 24,26; wartoSci zmierzone: C, 68,98; H, 6,38; N, 23,99.

4-Morfolinopikolinonitryl (4)

Reakcja z morfoling (4,18 ml). Wydajnos¢: 89%, t.t. 206-208°C (metanol); IR
(KBr): 3055 (v Car-H); 2975, 2855 (v C-H); 2234 (v C=N); 1597 (v C=C); 1258, 1116
(8 C-H); 990 (y C-H) cm™'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dp): & 3,36 (t, 4H, CHa, J=5 Hz);
3,68 (t, 4H, CHa, J=5 Hz); 7,05 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=3 Hz); 7,47 (d, 1H,
pirydyna, J=7 Hz); 8,24 (d, 1H, pirydyna, J=7 Hz) ppm; Analiza elementarna dla
C10H11N30 (189,09) wartosci obliczone: C, 63,48; H, 5,86; N, 22,21; wartosci zmierzone:
C, 63,39; H, 5,80; N, 22,17.

5.1.2. Metoda syntezy pochodnych cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych 9-24

Metoda A

Do roztworu odpowiedniego nitrylu (2 mmol) w metanolu (15 ml) dodano DBU
(2,7 mmol, 0,4 ml). Mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia pod chlodnica
zwrotng przez 4 h. Po tym czasie dodano 2 mmole odpowiedniego cykloalkiloamino-1-
karbotiohydrazydu i kontynuowano ogrzewanie w temperaturze wrzenia przez 15-60
min. Nastepnie mieszaning wylano na 40 g lodu i zakwaszono kwasem octowym.
Otrzymany osad odsaczono, wysuszono 1 rekrystalizowano z odpowiedniego

rozpuszczalnika.
Metoda B

Do roztworu nitrylu (2 mmol) w metanolu (15 ml) dodano DBU (2,7 mmol, 0,4
ml), a nast¢gpnie mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia pod chtodnicg zwrotng
przez 4 h. Po tym czasie dodano 2 mmole odpowiedniego cykloalkiloamino-1-
karbotiohydrazydu i ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 15-60 min. Po
ochtodzeniu osad odsaczono, wysuszono 1 rekrystalizowano z odpowiedniego

rozpuszczalnika.
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Metoda C

Do 5 ml metanolu dodano 2 mmole metalicznego sodu. Po catkowitym
przereagowaniu sodu dodano 2 mmole nitrylu. Mieszanine ogrzewano w temperaturze
wrzenia pod chtodnica zwrotng przez 12 h. Po tym czasie dodano 2 mmole
odpowiedniego cykloalkiloamino-1-karbotiohydrazydu i1 kontynuowano ogrzewanie
w temperaturze wrzenia przez 15 min. Nastgpnie mieszaning wylano na 40 g lodu
i zakwaszono kwasem octowym. Otrzymany osad odsaczono, Wwysuszono

i rekrystalizowano z odpowiedniego rozpuszczalnika.
Metoda D

Do 5 ml metanolu dodano 2 mmole (0,046 g) metalicznego sodu. Po catkowitym
przereagowaniu sodu dodano 2 mmole nitrylu. Mieszaning ogrzewano w temperaturze
wrzenia pod chlodnicag zwrotng przez 12 h. Po tym czasie dodano 2 mmole
odpowiedniego cykloalkiloamino-1-karbotiohydrazydu 1 ogrzewano w temperaturze
wrzenia przez 15 min. Po ochlodzeniu osad odsaczono, wysuszono i rekrystalizowano

z odpowiedniego rozpuszczalnika.
4-Fenoksy-N -(pirolidyn- 1-karbotioylo)pikolinohydrazonamid (9)

Reakcja 4-fenoksypikolinonitrylu 1 (0,392 g) z pirolidyno-1-karbotiohydrazydem
(0,290 g) (Metoda A). Czas reakcji: 15 min. Wydajnos¢: 54%, t.t. 99-101°C (etanol); IR
(KBr): 3420 (v N-H); 2965, 2868 (v C-H); 1581 (6 N-H); 1432 (& C-H); 1232 (v C-N)
cm™'; 'THNMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,72-1,81 (m, 4H, CH>); 3,53-3,54 (m, 4H, CH>);
6,75 (s, 1H, NH); 7,07 (d, 1H, pirydyna; J=3 Hz); 7,19-7,34 (m, 3H, ArH); 7,50 (t, 2H,
ArH, J=8 Hz); 7,82 (s, 1H, pirydyna); 8,44 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,34 (s, 1H, NH);
12,57 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla Ci7Hi19NsOS (341,13): wartos$ci
obliczone: C, 59,80; H, 5,61; N, 20,51; wartoSci zmierzone: C, 59,73; H, 5,41; N, 20,83.

4-Fenylotio-N'-(pirolidyn- 1-karbotioylo)pikolinohydrazonamid (10)

Reakcja  4-fenylotiopikolinonitrylu 2 (0,424 g) z  pirolidyno-1-
karbotiohydrazydem (0,290 g) (Metoda A). Czas reakcji: 30 min. Wydajnos¢ 40%; t.t.
160-162 °C (etanol); IR (KBr): 3417, 3228, 3130 (v N-H); 3018(v Car-H); 2961, 2863 (v
C-H); 1665 (v C=N); 1570 (8 N-H); 1422 (8 C-H); 1277 (v C-N) cm’'; '"H NMR (500
MHz, DMSO-dp): 6 1,75-1,77 (m, 4H, CH>); 3,42-3,54 (m, 4H, CHy); 6,73 (s, 2H, NH>);
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7,42 (s, 1H, pirydyna); 7,55-7,61 (m, SH, ArH); 8,34 (d, 1H, pirydyna, J=5Hz); 9,24
(s, 1H, pirydyna); 12,52 (s, 1H, NH) ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-ds): § 115,83,
121,49, 128,54, 130,64 (2C), 130,76 (3C), 130,89, 135,27, 135,76 (2C), 148,31 (2C),
150,61, 151,40, 177,81 ppm; Analiza elementarna dla Ci7H9NsS> (357,11) wartosci
obliczone: C, 57,11; H, 5,36; N, 19,59; wartosci zmierzone: C, 57,17; H, 5,12; N, 19,29.

4-(Pirolidyn-1-ylo)-N"-(pirolidyn- 1-karbotioylo)pikolinohydrazonamid (11)

Reakcja  4-pirolidynopikolinonitrylu 3 (0,346 g) =z  pirolidyno-1-
karbotiohydrazydem (0,290 g) (Metoda B). Wydajnos¢: 36%; t.t. 229-230°C (etanol); IR
(KBr): 3446, 3287, 3114 (v N-H); 3021 (v Car-H); 2966, 2866 (v C-H); 1669 (v C=N);
1608 (5 N-H); 1427 (5 C-H); 1287 (v C-N) cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dp): § 1,81-
1,98 (m, 8H, CH>); 3,32-3,54 (m, 8H, CH); 6,55-6,57 (m, 1H, pirydyna); 7,08 (s, 1H,
NH); 7,23 (s, 1H, pirydyna); 8,17 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,40 (s, 1H, NH); 12,41
(s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla CisH2oNeS (318,16) wartosci obliczone:
C, 56,58; H, 6,96; N, 26,39; wartosci zmierzone: C, 56,68; H, 6,73; N, 26,14.

4-Morfolino-N’-(pirolidyn-I-karbotioylo)pikolinohydrazonamid (12)

Reakcja  4-morfolinopikolinonitrylu 4 (0,378 g) z  pirolidyno-1-
karbotiohydrazydem (0,290 g) (Metoda C). Wydajno$¢: 57%; t.t. 228-230°C (metanol);
IR (KBr): 3390 (v N-H); 3059 (v Car-H); 2964, 2858 (v C-H); 1663 (v C=N); 1602, 1579
(8 N-H); 1426 (8 C-H); 1234 (v C-N); 1123 (v C-O-C) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 0 1,81 (t, 4H, CHa, J=6 Hz); 3,39-3,40 (m, 4H, CH»); 3,55-3,57 (m, 4H, CH>); 3,72
(t, 4H, CH», J=5 Hz); 6,94 (t, 1H, pirydyna, J=4 Hz); 7,20 (s, 1H, NH); 7,55 (s, 1H,
pirydyna); 8,27 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 8,40 (s, 1H, NH); 12,45 (s, 1H, NH) ppm;
Analiza elementarna dla CisH2oNsOS (334,16) wartosci obliczone: C, 53,87; H, 6,63;
N, 25,13; warto$ci zmierzone: C, 54,02; H, 6,52; N, 24,99.

4-Fenoksy-N -(morfolino-4-karbotioylo)pikolinohydrazonamid (13)

Reakcja 4-fenoksypikolinonitrylu 1 (0,392 g) z morfolino-1-karbotiohydrazydem
(0,322 g) (Metoda A). Wydajnos¢: 62%; t.t. 159-160°C (metanol-woda 1:1); IR (KBr):
3419 (v N-H), 2922, 2852 (v C-H), 1671 (v C=N), 1580 (& N-H), 1463, 1417 (5 C-H),
1238 (v C-N), 1112 (v C-O-C) ) em™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 3,56-3,58
(m, 4H, CH); 3,81-3,85 (m, 4H, CH); 7,01 (s, 1H, NH); 7,23-7,25 (m, 2H,
ArH+pirydyna); 7,33 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 7,51 (t, 3H, ArH, J=7Hz); 7,86 (s, 1H,
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pirydyna); 8,60-8,61 (m, 2H, pirydyna+NH); 12,60 (s, 1H, NH) ppm; *C NMR (175
MHz, DMSO-ds): & 47,17 (2C), 66,69 (2C), 110,96, 113,99, 121,11, 121,40, 126,39,
131,06 (2C), 144,76, 146,60, 152,18, 153,78, 16,02; 179,32 ppm; Analiza elementarna
dla Ci17H19NsO2S (357,13) wartosci obliczone: C, 57,12; H, 5,36; N, 19,59; wartosci
zmierzone: C, 57,13; H, 5,02; N, 19,28.

4-Fenylotio-N’-(morfolino-4-karbotioylo)pikolinohydrazonamid (14)

Reakcja  4-fenylotiopikolinonitrylu 2 (0,424 g) z  morfolino-1-
karbotiohydrazydem (0,322 g) (Metoda A). Czas reakcji: 30 min. Wydajno$¢: 41%; t.t.
74-76°C (etanol); IR (KBr): 3422 (v N-H); 3052 (v Car-H); 2923, 2852 (v C-H); 1575
(8 N-H); 1439, 1416 (5 C-H); 1112 (v C-O-C) cm™'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dy):
0 3,55-3,80 (m, 8H, CH»); 6,95 (s, 1H, pirydyna); 7,55-7,63 (m, 6H, SArH+NH); 8,04
(s, 1H, pirydyna); 8,49 (d, 1H, pirydyna, J=5Hz); 8,60 (s, 1H, NH); 12,56 (s, 1H, NH)
ppm; Analiza elementarna dla Ci17H19NsOS, (373,10) wartosci obliczone: C, 54,67;
H, 5,13; N, 18,75; wartosci zmierzone: C, 54,72; H, 5,03; N, 18,75.

N’-(Morfolino-4-karbotioylo)-4-(pirolidyn- 1-ylo)pikolinohydrazonamid (15)

Reakcja  4-pirolidynopikolinonitrylu 3 (0,346 g) z  morfolino-1-
karbotiohydrazydem (0,322 g) (Metoda A). Czas reakcji: 30 min. Wydajnos¢é: 64%; t.t.
208-210°C (metanol); IR (KBr): 3399, 3157 (v N-H); 2923, 2852 (v C-H); 1672 (v C=N);
1599 (8 N-H); 1459, 1418 (8 C-H); 1256 (v C-N); 1111 (v C-O-C) em™'; 'TH NMR (500
MHz, DMSO-ds): 6 1,95 (t, 4H, CHa, J=6 Hz); 3,32-3,33 (m, 4H, CH>); 3,56 (t, 4H, CH>,
J=6 Hz); 3,78 (t, 4H, CH», J=5 Hz); 6,57-6,58 (m, 1H, pirydyna); 7,25 (d, 1H, pirydyna,
J=2 Hz); 7,54 (s, 1H, NH); 8,18 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,56 (s, 1H, NH); 12,44 (s, 1H,
NH) ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-ds): § 25,27 (2C), 47,18 (2C), 47,59 (2C), 66,72
(20), 105,33, 108,84, 144,20, 146,27, 149,47, 152,63, 178,85 ppm; Analiza elementarna
dla Ci5sH22N6OS (334,16) wartosci obliczone: C, 53,87; H, 6,63; N, 25,13; wartosci
zmierzone: C, 54,10; H, 6,56; N, 24,78.

N’-(Morfolino-karbotioylo)-4-morfolinopikolinohydrazonamid (16)

Reakcja  4-morfolinopikolinonitrylu 4 (0,378 g) z  morfolino-1-
karbotiohydrazydem (0,322 g) (Metoda D). Wydajnosc¢: 52%; t.t. 223-224°C (metanol);
IR (KBr): 3397, 3234 (v N-H); 3088 (v Car-H); 2960-2853 (v C-H); 1662 (v C=N); 1605
(8 N-H); 1412 (8 C-H); 1244 (v C-N); 1124 (v C-O-C) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-
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ds): 6 3,40 (t, 4H, CH2, J=5 Hz); 3,56 (t, 4H, CH», J=4Hz); 3,73 (t, 4H, CH>, J=4 Hz);
3,79 (t,4H, CHz, J=4 Hz); 6,98 (s, 1H, pirydyna); 7,58 (s, 2H, pirydyna+NH); 8,29 (d, 1 H,
pirydyna, J=6 Hz); 8,54 (s, 1H, NH); 12,48 (s, 1H, NH) ppm; '*C NMR (175 MHz,
DMSO-ds): 6 46,09 (2C), 47,17 (2C), 66,05 (2C), 66,71 (2C), 106,06, 109,87, 144,82,
145,92, 150,28, 156,17, 178,97 ppm; Analiza elementarna dla CisH22NsO2S (350,15)
wartosci obliczone: C, 51,41; H, 6,33; N, 23,98; warto$ci zmierzone: C, 51,46; H, 6,14;
N, 23,90.

4-Fenoksy-N -(piperydyno-I-karbotioylo)pikolinohydrazonamid (17)

Reakcja  4-fenoksypikolinonitrylu 1 (0,392 g) =z  piperydyno-1-
karbotiohydrazydem (0,318 g) (Metoda A). Czas reakcji: 30min. Wydajnos¢: 46%; t.t.
74-75°C (etanol); IR (KBr): 3393, 3276, 3144 (v N-H); 3050 (v Car-H); 2971, 2924 (v C-
H); 1671 (v C=N); 1576 (5 N-H); 1471 (§ C-H); 1233 (v C-N) cm’'; '"H NMR (500 MHz,
DMSO-dp): 6 1,21-1,57 (m, 6H, CH>); 3,40-3,83 (m, 4H, CH>); 6,81 (s, 1H, NH); 6,99
(d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 7,13-7,53 (m, 5H, ArH); 7,84 (s, 1H, pirydyna) 8,59 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz); 9,21 (s, 1H, NH); 12,79 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla
CisH21NsOS (355,15) wartosci obliczone: C, 60,82; H, 5,95; N, 19,70; wartosci
zmierzone: C, 60,76; H, 5,70; N, 19, 32.

4-Fenylotio-N -(piperydyno-1-karbotioylo)pikolinohydrazonamid (18)

Reakcja  4-fenylotiopikolinonitrylu 2 (0,424 g) z  piperydyno-1-
karbotiohydrazydem (0,318 g) (Metoda A). Czas reakcji: 30 min. Wydajno$¢: 67%; t.t.
150-152°C (etanol); IR (KBr): 3412, 3269, 3134 (v N-H); 3031 (v Car-H); 2920, 2848
(v C-H); 1668 (v C=N); 1572 (5 N-H); 1473 (5 C-H); 1245 (v C-N) cm™'; '"H NMR (500
MHz, DMSO-ds): 6 1,36-1,56 (m, 6H, CHy); 3,59-3,82 (m, 4H, CH>); 6,77 (s, 1H, NH);
6,93 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz); 7,51-7,62 (m, SH, ArH); 8,02 (s, 1H, pirydyna); 8,48
(d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,17 (s, 1H, NH); 12,67 (s, 1H, NH) ppm; *C NMR (175
MHz, DMSO-ds): & 25,28, 26,15 (2C), 47,36 (2C), 118,67, 122,36, 128,41, 130,73,
130,89 (2C), 135,30, 135,59, 143,71, 144,74, 150,30, 152,31, 178,81 ppm; Analiza
elementarna dla CisH21NsS> (371,12) wartosci obliczone: C, 58,19; H, 5,70; N, 18,85;
wartosci zmierzone: C, 57,87; H, 5,58; N, 18,55.
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N’-(Piperydyno-1-karbotioylo)-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamid (19)

Reakcja  4-pirolidynopikolinonitrylu 3 (0,346 g) =z piperydyno-1-
karbotiohydrazydem (0,318 g) (Metoda B). Czas reakcji: 30 min. Wydajnos¢: 47%; t.t.
198-200°C (etanol); IR (KBr): 3377, 3259, 3135 (v N-H); 3025 (v Car-H); 2926, 2850
(v C-H); 1611, 1585 (8 N-H); 1421 (8 C-H); 1244 (v C-N) cm™'; 'H NMR (500 MHz,
DMSO-dp): 8 1,44-1.57 (m, 6H, CH»); 1,91-1,98 (m, 4H, CH>); 3,29-3,32 (m, 4H, CH>);
3,80-3,88 (m, 4H, CH»); 6,54-6,56 (m, 1H, pirydyna); 7,23 (s, 1H, pirydyna); 7,38 (s, 1 H,
NH); 8,17 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,35 (s, 1H, NH); 12,56 (s, IH, NH) ppm; '*C NMR
(175 MHz, DMSO-ds): & 25,27 (4C), 25,33, 26,13 (2C), 47,33, 47,58, 105,17, 108,65,
144,42, 145,28, 149,46, 152,63, 178,36 ppm; Analiza elementarna dla CisH24NeS
(332,18) wartosci obliczone: C, 57,80; H, 7,28; N, 25,28; wartosci zmierzone: C, 57,45;
H, 7,29; N, 24,96.

4-Morfolino-N’-(piperydyno- 1-karbotioylo)pikolinohydrazonamid (20)

Reakcja  4-morfolinopikolinonitrylu 4 (0,378 g) z piperydyno-1-
karbotiohydrazydem (0,318 g) (Metoda C). Wydajnos¢: 61%; t.t. 208-210°C (etanol); IR
(KBr): 3399 (v N-H); 3069 (v Car-H); 2922, 2852 (v C-H); 1666 (v C=N); 1605 (6 N-H);
1427 (8 C-H); 1242 (v C-N); 1111 (v C-O-C) cm’!; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds):
0 1,44-1,57 (m, 6H, CH>»); 3,31-3,40 (m, 4H, CH>); 3,73-3,82 (m, 8H, CH>); 6,95 (d, 1H,
pirydyna, J=4 Hz); 7,40 (s, 1H, NH); 7,56 (s, 1H, pirydyna); 8,28 (d, 1H, pirydyna, J=6
Hz); 8,40 (s, 1H, NH); 12,60 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla CisH24NcOS
(348,17) wartos$ci obliczone: C, 55,15; H, 6,94; N, 24,12; wartosci zmierzone: C, 55,34;
H, 6,67; N, 23,78.

4-Fenoksy-N -(4-fenylopiperazyno- 1-karbotioylo)pikolinohydrazonamid (21)

Reakcja 4-fenoksypikolinonitrylu 1 (0,392 g) =z 4-fenylopiperazyno-1-
karbotiohydrazydem (0,472 g) (Metoda A). Czas reakcji: 30 min. Wydajno$¢: 96%; t.t.
147-150°C (etanol-woda 1:1); IR (KBr): 3410 (v N-H); 3056 (v Car-H); 2926 (v C-H);
1645, 1581 (5 N-H); 1448, 1462 (5 C-H); 1225 (v C-N) cm!; '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 3,11-3,13 (m, 4H, CH»); 3,97-3,99 (m, 4H, CH»); 6,78-7,02 (m, 5H,
3ArH+NH>»); 7,20-7,34 (m, 6H, SArH+pirydyna); 7,50-7,51 (m, 2H, ArH); 7,87 (s, 1H,
pirydyna); 8,60 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz); 12,65 (s, 1H, NH) ppm; *C NMR (175 MHz,
DMSO0-dys): 6 46,30 (2C), 49,01 (2C), 110,95, 113,99, 116,22 (2C), 119,51, 121,11 (2C),
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126,38, 129,41 (2C), 131,06 (2C), 144,64, 146,64, 151,68, 152,18, 153,79, 166,02,
179,09 ppm; Analiza elementarna dla C23H24N¢O (432,17) wartosci obliczone: C, 63,87;
H, 5,59; N, 19,43; wartos$ci zmierzone: C, 63,66; H, 5,62; N, 19.44.

N’-(4-Fenylopiperazyno- I-karbotioylo)-4-fenylotiopikolinohydrazonamid (22)

Reakcja 4-fenylotiopikolinonitrylu 2 (0,424 g) z 4-fenylopiperazyno-1-
karbotiohydrazydem (0,472 g) (Metoda A). Czas reakcji: 30 min. Wydajnos¢: 95%; t.t.
164-166°C (metanol); IR (KBr): 3413, 3232 (v N-H); 3034 (v Car-H); 2926 (v C-H);
1598, 1572 (8 N-H); 1225 (v C-N) cm’'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 3,10-3,12
(m, 4H, CHb»); 3,98-4,00 (m, 4H, CH»); 6,78-6,81 (m, 1H, ArH); 6,95-6,97 (m, 3H,
2ArH+pirydyna); 7,21 (t, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,56-7,64 (m, 5H, ArH); 8,06 (s, 1H,
pirydyna); 8,38 (s, 1H, NH); 8,51 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,50 (s, 1H, NH); 12,56
(s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C»3H24NeS> (448,15) wartosci obliczone:
C, 61,58; H, 5,39; N, 18,73; wartos$ci zmierzone: C, 61,24; H, 5,33; N, 18,54.

N’-(4-Fenylopiperazyno-I-karbotioylo)-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamid (23)

Reakcja 4-pirolidynopikolinonitrylu 3 (0,346 g) z 4-fenylopiperazyno-1-
karbotiohydrazydem (0,472 g) (Metoda B). Czas reakcji: 30 min. Wydajnos¢: 72%; t.t.
200-202°C (etanol); IR (KBr): 3419, 3296 (v N-H); 3081 (v C-H); 2960, 2854 (v C-H);
1646 (v C=N); 1602 (5 N-H); 1420 (§ C-H); 1222 (v C-N) cm’'; '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 1,97-1,98 (m, 4H, CH>); 2,48-2,49 (m, 4H, CH>); 3,33-3,35 (m, 4H, CH>);
3,97-3,99 (m, 4H, CH>); 6,57 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 6,78 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 6,96-
6,97 (m, 2H, ArH); 7,21 (t, 2H, ArH, J=7 Hz); 7,27 (s, 1H, pirydyna); 7,60 (s, 1H, NH);
8,19 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,58 (s, 1H, NH); 12,47 (s, 1H, NH) ppm; *C NMR (175
MHz, DMSO-ds): & 46,10 (2C), 46,29 (2C), 49,01 (2C), 66,06 (2C), 106,06, 109,85,
116,22 (2C), 119,50, 129,41 (2C), 144,87, 145,80, 150,28, 151,70, 156,17, 178,73 ppm,;
Analiza elementarna dla C»1H27N7S (409,20) wartosci obliczone: C, 61,59; H, 6,64;
N, 23,94; wartosci zmierzone: C, 61,30; H, 6,70; N, 23,66.

4-Morfolino-N’-(4-fenylopiperazyno-1-karbotioylo)pikolinohydrazonamid (24)

Reakcja 4-morfolinopikolinonitrylu 4 (0,378 g) z 4-fenylopiperazyno-1-
karbotiohydrazydem (0,472 g) (Metoda C). Wydajno$¢: 71%; t.t. 143-145°C (metanol);
IR (KBr): 3424, 3299, 3161 (v N-H); 3051 (v Car-H); 2957, 2846 (v C-H); 1676 (v C=N);
1595 (8 N-H); 1426 (8 C-H); 1225 (v C-N); 1113 (v C-O-C) cm™'; 'H NMR (500 MHz,

101



DMSO-dy): 0 3,11 (t, 4H, CHa, J=4 Hz); 3,41 (t, 4H, CH>, J=4 Hz); 3,73 (t, 4H, CH», J=4
Hz); 3,97 (t, 4H, CH2, J=4 Hz); 6,78 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 6,96-6,97 (m, 3H,
2ArH+pirydyna); 7,22 (t, 2H, ArH, J=7 Hz); 7,59-7,61 (m, 2H, pirydyna+NH); 8,30
(d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,54 (s, I|H, NH); 12,51 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna
dla C»1H27N70S (425,20) wartosci obliczone: C, 59,27; H, 6,40; N, 23,04; wartosci
zmierzone: C, 59,18; H, 6,30; N, 23,06.

5.1.3. Metoda ogodlna syntezy amidrazonow 25-28

Do roztworu nitrylu (10 mmol) w metanolu (75 ml) dodano DBU (13,5 mmol,
2 ml). Mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia pod chtodnicg zwrotng przez
4 h. Po tym czasie cz¢$¢ rozpuszczalnika odparowano, a nastgpnie dodano 80% roztwor
hydratu hydrazyny (31,7 mmol, 1 ml). Roztwdr ogrzewano pod chtodnicg zwrotng przez
15 min. W kolejnym kroku mieszaning ochtodzono i dodano eter dietylowy (5 ml). Osad

produktu odsgczono, wysuszono i rekrystalizowano z odpowiedniego rozpuszczalnika.
4-Fenoksypikolinohydrazonamid (25)

Reakcja z 4-fenoksypikolinonitrylu 1 (1,96 g). Wydajnos¢: 53%; t.t. 104-106°C
(metanol); IR (KBr): 3461, 3330, 3201 (v N-H); 3044 (v CaH); 1582, 1566 (6 N-H);
1485, 1437 (v C=C); 1296, 1234, 1203 (5 C-H); 936, 875, 834 (y C-H) cm™!; 'H NMR
(500 MHz, DMSO-dp): 6 5,28 (s, 2H, NH>); 5,69 (s, 2H, NH>); 6,96 (d, 1H, pirydyna, J=3
Hz); 7,16-7,31 (m, 4H, 3ArH+pirydyna); 7,48 (t, 2H, ArH, J=7 Hz); 8,37 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla C12H12N4O (228,10) warto$ci obliczone:
C, 63,15; H, 5,30; N, 24,55; wartosci zmierzone: C, 63,41; H, 5,33; N, 24,49.

4-Fenylotiopikolinohydrazonamid (26)

Reakcja z 4-tfenylotiopikolinonitrylu 2 (2,12 g). Wydajnosé: 65%; t.t. 101-103°C
(metanol); IR (KBr): 3445, 3351 (v N-H); 3072, 3051 (v CaH); 1574 (& N-H); 1469,
1439 (v C=C); 750, 689 (y C-H) cm™!; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 6,46 (szs, 2H,
NH>); 7,17 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,50-7,58 (m, 4H, 2ArH+NH>); 7,61-
7,63 (m, 3H, ArH); 7,73 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 8,40 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm;
B3C NMR (175 MHz, DMSO-ds): § 117,27; 121,94; 128,75; 130,57; 130,75 (2C); 130,89;
135,59; 135,66 (2C); 148,72; 150,53 ppm; Analiza elementarna dla Ci1oH12N4S (244,08)
wartosci obliczone: C, 58,99; H, 4,95; N, 22,93; wartosci zmierzone: C, 59,04; H, 4,93;
N, 22,81.
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4-(Pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamid (27)

Reakcja z 4-pirolidynopikolinonitrylu 3 (1,73 g). Wydajnos¢: 68%; t.t. 163-164°C
(metanol); IR (KBr): 3393, 3309 (v N-H); 2966, 2856 (v C-H); 1601 (3 N-H); 1498
(v C=C); cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 1,93-1,95 (m, 4H, CH>); 3,24 (t, 4H,
CHa, J=7 Hz); 5,12 (s, 2H, NH>»); 5,64 (s, 2H, NH>); 6,42 (dd, 1H. pirydyna, J1=2 Hz,
J»=3 Hz); 7,00 (s, 1H, pirydyna); 8,03 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz) ppm; 6 Analiza
elementarna dla CioHisNs (205,13) wartosci obliczone: C, 58,51; H, 7,37; N, 34,12;
wartosci zmierzone: C, 58,85; H, 7,34; N, 34,06.

4-Morfolinopikolinohydrazonamid (28)

Reakcja z 4-morfolinopikolinonitrylu 4 (1,89 g). Wydajnos¢: 98%; t.t. 161-162°C
(metanol); IR (KBr): 3380, 3304 (v N-H); 2961, 2852 (v C-H); 1596, 1540 (6 N-H); 1448,
1378 (v C=C); 1247, 1122 (5 C-H); 990, 867 (y C-H) cm™'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 6 1,93 (t, 4H, CHa, J=6 Hz); 3,24 (t, 4H, CH>, J=6 Hz); 5,10 (s, 2H, NH>); 5,62 (s, 2H,
NH»); 6,42 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J»=2 Hz); 6,98 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); §,18
(d, 1H, pirydyna, J=6 Hz) ppm; Analiza elementarna dla C10H15NsO (221,13) wartos$ci
obliczone: C, 54,28; H, 6,83; N, 31,65; wartosci zmierzone: C, 54,24; H, 6,81; N, 31,66.

5.1.4. Metoda ogolna syntezy metyloamidrazonow 29-32

Do roztworu nitrylu (10 mmol) w metanolu (75 ml) dodano DBU (13,5 mmol,
2 ml). Mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia pod chlodnica zwrotng przez
4h.Po tym czasie cze$¢ rozpuszczalnika odparowano, a nastgpnie dodano
metylohydrazyne (20 mmol, 1,06 ml). Roztwér ogrzewano pod chtodnicg zwrotng przez
15 min. W kolejnym kroku mieszaning ochtodzono i dodano eter dietylowy (5 ml). Osad
produktu odsaczono, wysuszono i rekrystalizowano z odpowiedniego rozpuszczalnika,

badz oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;.
4-Fenoksy-N -metylo-pikolinohydrazonamid (29)

Reakcja z 4-fenoksypikolinonitrylu 1 (1,96 g). Wydajnos¢: 13%; t.t. 51-53°C
(faza ruchoma octan etylu-chloroform 1:1); IR (KBr): 3437, 3328 (v N-H); 3064, 3015
(v C-Harn, 1582 (6 N-H); 1560, 1489, 1442 (v C=C); 1289 (v C-O-C); 939, 792, 694 (y C-
H) cm'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dy): & 2,77 (s, 3H, CH3); 5,70 (szs, 1H, NH); 6,62
(szs, 2H, NH»); 7,18-7,42 (m, 4H, 3ArH+pirydyna); 7,48-7,55 (m, 3H, 2ArH+pirydyna);
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8,60 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla Ci3H14N4O (242,12)
wartosci obliczone: C, 64,45; H, 5,82; N, 23,13; wartosci zmierzone: C, 64,15; H, 5,70;
N, 23,07.

4-Fenylotio-N’-metylo-pikolinohydrazonamid (30)

Reakcja z 4-fenylotiopikolinonitrylu 2 (2,12 g). Wydajnos¢: 56%; t.t. 66-67°C
(faza ruchoma octan etylu-chloroform 1:2); IR (KBr): 3442, 3236 (v N-H); 2943, 2862
(v C-H); 1642 (v C=N); 1574, 1535 (5 N-H); 1346 (5 C-H); 745, 690 (y C-H) cm!; 'H
NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 2,71 (s, 3H, CH3); 5,01 (szs, 1H, NH); 5,67 (s, 2H, NH»);
6,92 (dd, 1H, pirydyna, J1=2Hz, J,=3 Hz); 7,52-7,59 (m, 4H, ArH+pirydyna); 7,62-7,64
(m, 2H, ArH); 8,28 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla Ci3H14N4S
(258,09) wartos$ci obliczone: C, 60,44; H, 5,46; N, 21,69; wartosci zmierzone: C, 60,42;
H, 5,40; N, 21,71.

N’-Metylo-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamid (31)

Reakcja z 4-pirolidynopikolinonitrylu 3 (1,73 g). Wydajnos¢: 73%; t.t. 109-110°C
(metanol); IR (KBr): 3380, 3217 (v N-H); 2961, 2857 (v C-H); 1599 (6 N-H); 1388, 1007
(8 C-H); 809 (y C-H) cm’'; "H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 1,94 (t, 4H, CH,, J=7 Hz);
2,76 (s, 3H, CH3); 3,25 (t, 4H, CH», J=6 Hz); 5,12 (szs, 2H, NH»); 5,63 (s, 1H, NH); 6,40
(dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J»=3 Hz); 6,98 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 8,00 (d, 1H,
pirydyna, J=6 Hz) ppm. Analiza elementarna dla C11H7Ns (219,15) warto$ci obliczone:
C, 60,25; H, 7,81; N, 31,94; wartosci zmierzone: C, 60,23; H, 7,80; N, 31,89.

N’-Metylo-4-morfolinopikolinohydrazonamid (32)

Reakcja z 4-morfolinopikolinonitrylu 4 (1,89 g). Wydajnos¢: 75%; t.t. 105-106°C
(faza ruchoma octan etylu-chloroform 2:1); IR (KBr): 3459, 3385, 3220 (v N-H); 2973,
2872 (v C-H); 1591 (8 N-H); 1445 (v C=C); 1251, 1120 (& C-H); 989, 962 (y C-H) cm’;
"H NMR (500 MHz, DMSO-d): § 2,74 (s, 3H, CHs); 3,19-3,21 (m, 4H, CH>); 3,70-3,73
(m, 4H, CHb»); 5,13 (szs, 1H, NH); 5,68 (szs, 2H, NH»); 6,95-6,97 (m, 1H pirydyna,); 7,01
(d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 8,10 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm. Analiza elementarna dla
C11H17N50 (235,14) wartosci obliczone: C, 56,15; H, 7,28; N, 29,77; warto$ci zmierzone:
C, 56,09; H, 7,22; N, 29,68.

104



5.1.5. Metoda ogoélna otrzymywania pochodnych tiosemikarbazydowych 33-64

Amidrazon lub metyloamidrazon (1 mmol) rozpuszczono w 5 ml dioksanu,
a nastgpnie dodano odpowiedni izotiocyjanian (1,1 mmol). Mieszaning utrzymywano
w temperaturze wrzenia od 2 do 25 min. Po zakonczeniu ogrzewania mieszaning
ochtodzono 1 dodano eteru dietylowego. Produkt w postaci osadu odsgczono, wysuszono

i rekrystalizowano z odpowiedniego rozpuszczalnika.
2-[Amino-(4-fenoksypirydyn-2-ylo)metyleno]-N-etylohydrazynokarbotioamid (33)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) z izotiocyjanianem etylu
(0,095 ml). Czas reakcji: 8 min. Wydajnos¢: 59%; t.t. 160-161°C (etanol); IR (KBr):
3457, 3431, 3349, 3143 (v N-H); 2970, 2927 (v C-H); 1583, 1536 (6 N-H); 1449 (5 C-
H); 1231 (v C-N); 698 (y C-H) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dy): 6 1,11 (t, 3H, CHs,
J=7Hz); 3,52-3,57 (m, 2H, CH>»); 6,78 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, Jo=2 Hz); 6,90 (s, 2H,
NH»); 7,17-7,19 (m, 2H, ArH); 7,28 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 7,48 (t, 2H, ArH, J=8 Hz);
8,14 (s, 1H, pirydyna); 8,25 (s, 1H, NH); 8,39 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,97 (s, 1H,
NH) ppm; Analiza elementarna dla CisH17NsOS (315,12) wartos$ci obliczone: C, 57,12;
H, 5.43; N, 22,21; wartos$ci zmierzone: C, 56,85; H, 5,34; N, 22.06.

2-[Amino-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-etylohydrazynokarbotioamid (34)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 g) z izotiocyjanianem etylu
(0,095 ml). Czas reakcji: 6 min. Wydajnos¢: 72%; t.t. 167-168°C (etanol); IR (KBr):
3431, 3363, 3323, 3175 (v N-H); 2970 (v C-H); 1644 (v C=N); 1573 (8 N-H); 1529
(v C=C); 1235 (v C-N); 758 (8 Car-H) cm’'; "H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 1,12 (t,
3H, CH3), J=7 Hz); 3,54-3,59 (m, 2H, CH»); 6,87 (s, 3H, NHa+pirydyna); 7,53-7,54
(m, 3H, ArH); 7,61 (t, 2H, ArH, J=3 Hz); 8,04 (t, 1H, NH, J=5 Hz); 8,12 (s, 1H, pirydyna);
8,31 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,98 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla
Ci1sH17NsS2 (331,09) wartosci obliczone: C, 54,36; H, 5,17; N, 21,13; wartosci
zmierzone: C, 54,71; H, 5,06; N, 20,79.

2-{Amino-[4-(pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo]metyleno}-N-etylohydrazynokarbotioamid
35)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g)
z izotiocyjanianem etylu (0,095 ml). Czas reakcji: 5 min. Wydajno$¢: 41%; t.t. 216-217°C
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(etanol); IR (KBr): 3381, 3287, 3233, 3172 (v N-H); 2967, 2857 (v C-H); 1601 (6 N-H);
1531, 1501 (v C=C); 1240 (v C-N) cm’'; "H NMR (500 MHz, DMSO-dj): § 1,38 (t, 3H,
CHs, J=7 Hz); 1,94 (t, 4H, CH», J=6 Hz); 3,30-3,32 (m, 4H, CH>); 3,54-3,60 (m, 2H,
CH»); 6,48 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 6,82 (s, 2H, NH>); 7,26 (s, 1H,
pirydyna); 8,05-8,08 (m, 2H, pirydyna+NH); 9,38 (s, |H, NH) ppm; Analiza elementarna
dla Ci3H20NeS (292,15) wartosci obliczone: C, 53,40; H, 6,89; N, 28,74; warto$ci
zmierzone: C, 53,33; H, 7,01; N, 28.,47.

2-[Amino-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-etylohydrazynokarbotioamid (36)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) z izotiocyjanianem
etylu (0,095 ml). Czas reakcji: 2 min. Wydajnos$¢: 64%; t.t. 195-196°C (etanol); IR (KBr):
3429, 3328 (v N-H); 2966, 2925, 2870 (v C-H); 1593 (6 N-H); 1534 (v C=C); 1445 (5 C-
H); 1114 (v C-N); 991 (y C-H) cm™!; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,13 (t, 3H, CHs,
J=7Hz); 3,32-3,33 (m, 4H, CH>); 3,56-3,58 (m, 2H, CH>); 3,71-3,72 (m, 4H, CH>); 6,84-
6,88 (m, 3H, pirydyna+NH>); 7,65 (s, 1H, pirydyna); 8,16-8,20 (m, 2H, pirydyna+NH);
9,84 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C13H20N¢OS (308,14) wartosci obliczone:
C, 50,63; H, 6,54; N, 27,25; wartosci zmierzone: C, 50,37; H, 6,26; N, 26,97.

2-[Amino-(4-fenoksypirydyn-2-ylo)metyleno]-N-cykloheksylohydrazynokarbotioamid
(37)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) z izotiocyjanianem
cykloheksylu (0,155 ml). Czas reakcji: 10 min. Wydajno$¢: 68%; t.t. 205-206°C (etanol);
IR (KBr): 3385, 3241, 3183, 3144 (v N-H); 2976, 2932, 2849 (v C-H); 1666 (v C=N);
1582 (8 N-H); 1532 (v C=C); 1445 (5 C-H); 1218 (v C-N); 777 (y C-H) cm™’; 'TH NMR
(500 MHz, DMSO-ds): ¢ 1,13-1,30 (m, 5H, CH); 1,56-1,81 (m, 5H, CH); 4,04-4,08
(m, 1H, CH); 6,93-6,97 (m, 3H, NH>+pirydyna); 7,22 (t, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,31 (t, 1H,
ArH, J=7 Hz); 7,46-7,51 (m, 3H, 2ArH+NH); 7,68 (s, 1H, pirydyna); 8,42 (d, 1H,
pirydyna, J=6 Hz); 10,01 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla Ci9H23Ns0S
(369,16) wartosci obliczone: C, 61,76; H, 6,27; N, 18,95; wartosci zmierzone: C, 61,44;
H, 6,10; N, 18,74.
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2-[Amino-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-cykloheksylohydrazynokarbotioamid
(38)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 g) z izotiocyjanianem
cykloheksylu (0,155 ml). Czas reakcji: 5 min. Wydajno$é: 58%; t.t. 200-202°C (etanol);
IR (KBr): 3398, 3343, 3172 (v N-H); 2929, 2851 (v C-H); 1658 (v C=N); 1573, 1527
(8 N-H); 1220 (v C-N); 750 (y Car-H) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,17-1,29
(m, 5H, CH); 1,61-1,84 (m, 5SH, CH); 4,05 (s, IH, CH); 6,91 (s, 2H, NH»); 7,11 (dd, 1H,
pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,26 (d, 1H, ArH, J=9 Hz); 7,54-7,55 (m, 3H, ArH); 7,62-
7,64 (m, 2H, ArH+NH); 7,71 (s, 1H, pirydyna); 8,35 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,97
(s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla Ci19H23NsS> (385,14) wartosci obliczone:
C, 59,19; H, 6,01; N, 18,16; warto$ci zmierzone: C, 58,82; H, 5,75; N, 17,87.

2-{Amino-[4-(pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo]metyleno}-N-cykloheksylohydrazynokarbo-
tioamid (39)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g)
z izotiocyjanianem cykloheksylu (0,155 ml). Czas reakcji: 6 min. Wydajnosé: 46%; t.t.
213-215°C (etanol); IR (KBr): 3468, 3345 (v N-H); 2929, 2853 (v C-H); 1602 (6 N-H);
1518 (v C=C); 1209 (v C-N) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 1,31-1,65 (m, 8H,
CHy); 1,86-1,94 (m, 6H, CH»); 3,29-3,31 (m, 4H, CH>); 4,14 (s, 1H, CH); 6,50 (d, 1H,
pirydyna, J=4 Hz); 6,83 (s, 2H, NH»); 7,16 (s, 1H, NH); 7,71 (d, 1H, pirydyna, J=9 Hz);
8,06 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,93 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla
C17H26N6S (346,19) wartosci obliczone: C, 58,93; H, 7,56; N, 24,25; wartos$ci zmierzone:
C, 58,81; H, 7,83; N, 24,58.

2-[Amino-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-cykloheksylohydrazynokarbotioamid
(40)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) z izotiocyjanianem
cykloheksylu (0,155 ml). Czas reakcji: 3 min. Wydajnosé: 55%; t.t. 175-176°C (etanol);
IR (KBr): 3420, 3332, 3283 (v N-H); 2928, 2851 (v C-H); 1591 (& N-H); 1531 (v C=C);
1448 (8 C-H); 1116 (v C-N); 989 (y C-H) cm™!; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dj): § 1,09-
1,55 (m, 5H, CH); 1,64-1,87 (m, 5H, CH); 3,30-3,32 (m, 4H, CH>); 3,71 (t, 4H, CHz, J=4
Hz); 4,11-4,16 (m, 1H, CH); 6,86-6,91 (m, 3H, pirydyna+NH>); 7,55 (s, 1H, NH); 7,78
(d, 1H, pirydyna, J=8 Hz); 8,17 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 9,89 (s, 1H, NH) ppm; Analiza
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elementarna dla C17H26N6OS (362,19) wartosci obliczone: C, 56,33; H, 7,23; N, 23,18;
wartosci zmierzone: C, 56,29; H, 7,28; N, 23,06.

2-[Amino-(4-fenoksypirydyn-2-ylo)metyleno|-N-fenylohydrazynokarbotioamid (41)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) z izotiocyjanianem fenylu
(0,131 ml). Czas reakcji: 3 min. Wydajnos¢: 87%; t.t. 177-179°C (etanol); IR (KBr):
3428, 3319, 3278, 3141 (v N-H); 3068 (v Car-H); 2925, 2847 (v C-H); 1596, 1543 (3 N-
H); 1333 (5 C-H); 1194 (v C-N); 694 (y Car-H) cm™; '"H NMR (500 MHz, DMSO-db):
0 6,86 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3Hz); 7,10 (s, 2H, NH»); 7,14-7,20 (m, 3H, ArH);
7, 29 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 7,32 (t, 2H, ArH, J=7 Hz); 7,46-7,53 (m, 4H, ArH); 8,21
(s, 1H, pirydyna); 8,44 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,82 (s, 1H, NH); 10,41 (s, 1H, NH)
ppm; Analiza elementarna dla Ci9Hi7NsOS (363,12) wartosci obliczone: C, 62,79;
H, 4,71; N, 19,27; warto$ci zmierzone: C, 62,69; H, 4,63; N, 19,25.

2-[Amino-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-fenylohydrazynokarbotioamid (42)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 g) z izotiocyjanianem
fenylu (0,131 ml). Czas reakcji: 4 min. Wydajno$¢: 77%; t.t. 180-181°C (etanol); IR
(KBr): 3427, 3329, 3308, 3169 (v N-H); 2969 (v C-H); 1655 (v C=N); 1574, 1523 (6 N-
H); 1431 (8 C-H); 1199 (v C-N); 692 (y C-H) cm’'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dj):
0 6,91-6,92 (m, 1H, pirydyna); 7,07 (s, 2H, NH»); 7,19 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 7,36-7,44
(m, 3H, ArH); 7,47-7,52 (m, 4H, ArH); 7,59-7,61 (m, 2H, ArH); 8,25 (s, 1H, pirydyna);
8,34 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,64 (s, 1H, NH); 10,41 (s, 1H, NH) ppm; Analiza
elementarna dla C19H17N5S2 (379,09) wartosci obliczone: C, 60,13; H, 4,52; N, 18,45;
wartos$ci zmierzone: C, 60,12; H, 4,36; N, 18,35.

2-{Amino-[4-(pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo]metyleno}-N-fenylohydrazynokarbotioamid
(43)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g)
z izotiocyjanianem fenylu (0,131 ml). Czas reakcji: 4 min. Wydajnos¢: 66%; t.t. 161-
163°C (etanol); IR (KBr): 3363, 3281, 3169 (v N-H); 2963, 2854 (v C-H); 1599 (3 N-H);
1533, 1498 (v C=C); 1193 (v C-N); 694 (y C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dj):
0 1,91-1,94 (m, 4H, CH»); 3,32-3,34 (m, 4H, CH»); 6,51 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3
Hz); 7,01 (s, 2H, NH); 7,13-7,20 (m, 1H, ArH); 7,32-7,38 (m, 3H, pirydyna+2ArH); 7,63
(d, 2H, ArH, J=7 Hz); 8,08 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 9,76 (s, 1H, NH); 10,29 (s, 1H,
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NH) ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-dy): § 25,31 (2C); 47,37 (2C); 103,86; 108,52;
119,31; 125,22; 125,39; 125,55 (2C); 128,52 (2C); 128,82; 139,89; 152,68; 174,80 ppm;
Analiza elementarna dla Ci17H20NeS (340,15) wartosci obliczone: C, 59,97; H, 5,92;
N, 24,69; wartosci zmierzone: C, 59,63; H, 5,89; N, 24.,34.

2-[Amino-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-fenylohydrazynokarbotioamid (44)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) z izotiocyjanianem
fenylu (0,131 ml). Czas reakcji: 2 min. Wydajno$¢: 95,5%; t.t. 121-123°C (etanol); IR
(KBr): 3377, 3287, 3180 (v N-H); 2956, 2852 (v C-H); 1595 (& N-H); 1525 (v C=C);
1443 (v C=C); 1323, 1253 (5 C-H); 1123 (v C-N); 992 (y C-H) cm™!; 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 3,35 (t, 4H, CHz, J=5 Hz); 3,70 (t, 4H, CH2, J=5 Hz); 6,90 (dd, 1H,
pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,03 (s, 2H, NH>); 7,16 (t, lH, ArH, J=7 Hz); 7,33 (t, 3H,
ArH, J=8 Hz); 7,57 (d, 1H, ArH, J=8 Hz); 7,78 (s, 1H, pirydyna); 8,19 (d, 1H, pirydyna,
J=6 Hz); 9,81 (s, 1H, NH); 10,27 (s, I1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C17H20NcOS
(356,14) wartosci obliczone: C, 57,28; H, 5,66; N, 23,58; wartosci zmierzone: C, 56,99;
H, 5,64; N, 23,62.

2-[Amino-(4-fenoksypirydyn-2-ylo)metyleno]-N-(2,4-dichlorofenylo) hydrazynokarbo-
tioamid (45)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) z izotiocyjanianem 2,4-
dichlorofenylu (0,224 g). Czas reakcji: 5 min. Wydajnos¢: 81%; t.t. 169-170°C (etanol);
IR (KBr): 3449, 3352, 3255, 3170 (v N-H); 2925, 2853 (v C-H); 1594, 1538 (6 N-H);
1335 (8 C-H); 1199 (v C-N); 693 (y C-H) cm™!; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 6,88
(dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J»=3 Hz); 7,16-7,18 (m, 4H, NH>+2ArH); 7,27 (t, 1H, ArH,
J=7 Hz); 7,41-7,48 (m, 3H, ArH); 7,66 (s, 1H, ArH); 7,99 (d, 1H, ArH, J=9 Hz); §,12
(s, 1H, pirydyna); 8,44 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,89 (s, 1H, NH); 10,71 (s, 1H, NH)
ppm; 3C NMR (175 MHz, DMSO-ds): § 110,27; 113,27; 120,74 (2C); 125,94; 127,50
(2C); 128,99 (2C); 129,71, 130,47, 130,54; 130,99 (2C); 136,27; 150,60; 152,66; 154,27;
165,10 ppm; Analiza elementarna dla Ci9HisCl2NsOS (431,04) wartosci obliczone:
C, 52,78; H, 3,50; N, 16,20; wartosci zmierzone: C, 52,51; H, 3,35; N, 16,15.
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2-[Amino-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-2,4-dichlorofenylohydrazynokarbo-
tioamid (46)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 g) z izotiocyjanianem 2,4-
dichlorofenylu (0,224 g). Czas reakcji: 4 min. Wydajno$é: 87%; t.t. 168-170°C (etanol);
IR (KBr): 3425, 3325, 3251, 3162 (v N-H); 2950 (v C-H); 1661 (v C=N); 1574 (5 N-H);
1531 (v C=C); 1328 (5 C-H); 808, 746 (y C-H) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dy):
0 6,86-6,87 (dd, 1H, pirydyna, J1=2Hz, J»=4 Hz); 7,11 (s, 2H, NH); 7,40-7,49 (m, 4H,
ArH); 7,57-7,58 (m, 2H, ArH); 7,71-7,72 (m, 1H, ArH); 7,93 (d, 1H, ArH, J=9 Hz); 8,27
(s, 1H, pirydyna); 8,35 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,77 (s, 1H, NH); 10,72 (s, 1H, NH)
ppm; Analiza elementarna dla Ci9H15sCIoNsS> (447,01) wartosci obliczone: C, 50,89;
H, 3,37; N, 15,62; wartoSci zmierzone: C, 50,71; H, 3,39; N, 15.,47.

2-{Amino-[4-(pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo]metyleno}-N-2,4-dichlorofenylohydrazyno-
karbotioamid (47)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g)
z izotiocyjanianem 2,4-dichlorofenylu (0,224 g). Czas reakcji: 4 min. Wydajnosc¢: 62%;
t.t. 177-179°C (etanol); IR (KBr): 3457, 3256, 3189 (v N-H); 2967, 2852 (v C-H); 1602
(8 N-H); 1529 (v C=C); 1316 (5 C-H); 1191 (v C-N); 808 (y C-H) cm™'; "H NMR (500
MHz, DMSO-dps): & 1,94 (t, 4H, CH», J=6 Hz); 3,27-3,32 (m, 4H, CH>); 6,52 (dd, 1H,
pirydyna, J1=2 Hz; J»=3 Hz); 7,13 (s, 2H, NH»); 7,28 (s, 1H, ArH); 7,44 (dd, 1H, ArH,
J1i=2 Hz, J,=6 Hz); 7,70 (s, 1H, pirydyna); 8,09 (d, 1H, ArH, J=6 Hz); 8,57 (d, 1H,
pirydyna, J=9 Hz); 10,04 (s, 1H, NH); 10,74 (s, IH, NH) ppm; Analiza elementarna dla
Ci17H18ClbNgS (408,07) wartosci obliczone: C, 49,88; H, 4,43; N, 20,53; wartosci
zmierzone: C, 49,70; H, 4,34; N, 20,83.

2-[Amino-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-2,4-dichlorofenylohydrazynokarbo-
tioamid (48)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) z izotiocyjanianem 2,4-
dichlorofenylu (0,224 g). Czas reakcji: 4 min. Wydajnos¢: 67%; t.t. 174-175°C (etanol);
IR (KBr): 3406, 3308, 3235 (v N-H); 2963, 2853 (v C-H); 1592 (8 N-H); 1532 (v C=C);
1326 (8 C-H); 1115 (v C-N); 992, 875 (y C-H) cm™'; '"TH NMR (500 MHz, DMSO-db):
0 3,29-3,33 (m, 4H, CHy); 3,69-3,71 (m, 4H, CH>); 6,92 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 7,11
(s, 2H, NH»); 7,44 (dd, 1H, ArH, J1=7 Hz, J>=1 Hz); 7,67-7,69 (m, 2H, ArH); 8,19 (d, 1H,
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pirydyna, J=6 Hz); 8,25 (d, 1H, pirydyna, J=8 Hz); 9,95 (s, 1H, NH); 10,68 (s, 1H, NH)
ppm; Analiza elementarna dla Ci7H1sCloNsOS (424,06) wartosci obliczone: C, 48,00;
H, 4,27; N, 19,76; wartos$ci zmierzone: C, 47,77; H, 4,24; N, 19.45.

2-[Amino(4-fenoksypirydyn-2-ylo)metyleno]-N-etylo-I-metylohydrazynokarbotioamid
(49)

Reakcja  N’-metylo-4-fenoksypikolinohydrazonamidu 29 (0,242  g)
z izotiocyjanianem etylu (0,095 ml). Czas reakcji: 25 min. Wydajnos¢: 91%; t.t. 96-97°C
(faza ruchoma octan etylu-chloroform 1:1); IR (KBr): 3375 (v N-H); 2925, 3242 (v Car
H); 1632 (v C=N); 1585-1524 (5 N-H); 1291, 1250, 1202 (& C-H); 695, 577 (y C-H) cm’
I; TH NMR (500 MHz, DMSO-dy): & 1,26 (t, 3H, CHs, J=7 Hz); 3,72 (s, 3H, CH3); 4,52
(k, 2H, CHa», J1=6 Hz, J,=7 Hz); 6,80 (szs, 2H, NH); 7,16 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz,
=3 Hz); 7,26 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,34-7,37 (m, 3H, pirydyna+ArH+NH); 7,54 (t, 2H,
ArH, J=8 Hz); 8,64 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz) ppm; Analiza elementarna dla Ci;¢H9N5OS
(329,13) wartos$ci obliczone: C, 58,34; H, 5,81; N, 21,26; wartosci zmierzone: C, 58,26;
H, 5,80; N, 21,15.

2-[Amino-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-etylo- 1-metylohydrazyno-
karbotioamid (50)

Reakcja  N’-metylo-4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 30 (0,258  g)
z izotiocyjanianem etylu (0,095 ml). Czas reakcji 4 min. Wydajnos¢: 32%; t.t. 127-128°C
(etanol); IR (KBr): 3403, 3340, 3280 (v N-H); 2978, 2927 (v C-H); 1628 (v C=N); 1572
(8 N-H); 1524 (v C=C); 1336 (5 C-H); 754 (y C-H) cm’!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 6 1,02 (t, 3H, CHs, J=7 Hz) 3,28-3,32 (m, 3H, NCH3); 3,42-3,47 (m, 2H, CH>); 7,07-
7,08 (m, 3H, pirydyna+NH>); 7,38 (t, 1H, ArH, J=6Hz); 7,53-7,61 (m, SH, 4ArH+NH);
7,92 (s, 1H, pirydyna); 8,40 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla
CisH19NsS2 (345,11) wartosci obliczone: C, 55,62; H, 5,54; N, 20,27; wartosci
zmierzone: C, 55,60; H, 5,24; N, 20,27.

2-{Amino-[4-(pirolidy- 1-ylo)-pirydyn-2-ylo]metyleno}-N-etylo-1-metylohydrazyno
karbotioamid (51)

Reakcja N’-metylo-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 31 (0,219 g)
z izotiocyjanianem etylu (0,095 ml). Czas reakcji: 2 min. Wydajnosé: 60%; t.t. 168-170°C
(etanol); IR (KBr): 3475, 3355, 3277 (v N-H); 2967, 2925, 2854 (v C-H); 1595 (& N-H);
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1514 (v C=C); 1392 (5 C-H); 1006 (y C-H) cm™!'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-d;): § 1,03
(t, 3H, CH3, J=7 Hz); 1,92-1,94 (m, 4H, CHz); 3,30-3,32 (m, 7H, 2CH>+CH3); 3,45-3,47
(m, 2H, CHy); 6,56 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 6,98 (s, 2H, NH>); 7, 26 (s, 1H, NH); 7,34
(s, 1H, pirydyna); 8,11 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz) ppm; Analiza elementarna dla
C14H22N6S (306,16) wartosci obliczone: C, 54,87; H, 7,24; N, 27,43; wartos$ci zmierzone:
C, 54,58; H, 7,14; N, 27,62.

2-[Amino-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-etylo-1-metylohydrazyno
karbotioamid (52)

Reakcja  N’-metylo-4-morfolinopikolinohydrazonamidu 32 (0,235 g)
z izotiocyjanianem etylu (0,095 ml). Czas reakcji: 10 min. Wydajno$é: 62%; t.t. 139-
141°C (etanol); IR (KBr): 3471, 3355 (v N-H); 2966, 2865 (v C-H); 1591 (8 N-H); 1515
(v C=C); 1446, 1254 (5 C-H); 992 (y C-H) cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,03
(t, 3H, CH3, J=7 Hz); 3,31-3,33 (m, 7H, CH3+2CH>); 3,44-3,47 (m, 2H, CH>); 3,71 (t, 4H,
CH», J=4 Hz); 6,97-6,99 (m, 3H, NHx+pirydyna); 7,42 (s, 1H, NH); 7,61 (s, 1H,
pirydyna); 8,22 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz) ppm; Analiza elementarna dla Ci4H220NcOS
(322,16) wartosci obliczone: C, 52,15; H, 6,88; N, 26,06; wartosci zmierzone: C, 51,86;
H, 6,75; N, 25,97.

2-[Amino-(4-fenoksypirydyn-2-ylo)metyleno]-N-cykolheksylo- 1-metylohydrazynokarbo-
tioamid (53)

Reakcja  N’-metylo-4-fenoksypikolinohydrazonamidu 29 (0,242 g)
z izotiocyjanianem cykloheksylu (0,155 ml). Czas reakcji: 15 min. Wydajno$¢: 45%; t.t.
136-137°C (etanol); IR (KBr): 3379, 3331, 3252 (v N-H); 2928, 2853 (v C-H); 1623
(v C=N); 1578 (6 N-H); 1518 (v C=C); 1446, 1358, 1245 (& C-H); 945, 693 (y C-H) cm’
I; TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,09 -1,25 (m, 5H, CH); 1,51-1,60 (m, 3H, CH);
1,75-1,77 (m, 2H, CH); 3,29 (s, 3H, CH3); 4,02-4,03 (m, 1H, CH); 6,93 (d, 1H, ArH, J=8
Hz); 7,13 (dd, 1H, pirydyna, J,=2 Hz, J,=3 Hz); 7,17 (szs, 2H, NH>); 7,23 (d, 1H, ArH,
J=8 Hz); 7,32 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 7,50 (t, 2H, ArH, J=7 Hz); 7,58 (d, 1H, pirydyna, J=2
Hz); 8,51 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz), NH-poza zasieggiem widma, ppm; Analiza
elementarna dla C20H2sNsOS (383,18) wartosci obliczone: C, 62,64; H, 6,57; N, 18,26;
wartosci zmierzone: C, 62,74; H, 6,51; N, 18,09.
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2-[Amino-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-cykloheksylo-1-metylohydrazyno
karbotioamid (54)

Reakcja  N’-metylo-4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 30 (0,258  g)
z izotiocyjanianem cykloheksylu (0,155 ml). Czas reakcji 3 min. Wydajnos¢: 40%; t.t.
165-167°C (metanol); IR (KBr): 3435, 3322, 3295 (v N-H); 2919, 2849 (v C-H); 1634
(v C=N); 1567 (8 N-H); 1504 (v C=C); 1360 (& C-H); 752, 689 (y C-H) cm’!; '"H NMR
(500 MHz, DMSO-ds): 6 1,10-1,27 (m, SH, CH); 1,53-1,63 (m, SH, CH); 3,26 (s, 3H,
CH3); 4,00-4,04 (m, 1H, CH); 6,82 (d, 1H, pirydyna, J=8 Hz); 7,13 (s, 2H, NH»); 7,22-
7,23 (m, 1H, ArH); 7,53-7,54 (m, 3H, 2ArH+NH); 7,62-7,63 (m, 2H, ArH); 7,72 (s, 1H,
pirydyna); 8,41 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla C0H25NsS>
(399,16) wartosci obliczone: C, 60,12; H, 6,31; N, 17,53; wartosci zmierzone: C, 60,41;
H, 6,25; N, 17,32.

2-{Amino-[4-(pirolidyn-1-ylo)-pirydyn-2-ylo]metyleno}-N-cykloheksylo-1-metylo-
hydrazynokarbotioamid (55)

Reakcja N’-metylo-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 31 (0,219 g)
z 1zotiocyjanianem cykloheksylu (0,155 ml). Czas reakcji: 2 min. Wydajnos¢: 33%; t.t.
175-177°C (etanol); IR (KBr): 3461, 3355, 3308 (v N-H); 2933, 2854 (v C-H); 1593 (8 N-
H); 1503 (v C=C); 1355 (8 C-H) cm’'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 1,08-1,29
(m, 5H, CH); 1,48-1,58 (m, 3H, CH); 1,79-1,81 (m, 2H, CH); 1,94-1,96 (m, 4H, CH>);
3,28 (s, 3H, CHa); 3,32-3,33 (m, 4H, CH>); 4,06-4,08 (m, 1H, CH); 6,57 (d, 1H, pirydyna,
J=5Hz); 6,93 (d, 1H, pirydyna, J=8 Hz); 7,04 (s, 2H, NH>); 7,20 (s, 1H, NH); 8,11 (d, 1H,
pirydyna, J=6Hz) ppm; Analiza elementarna dla CisH2sNsS (360,21) wartosci obliczone:
C, 59,97; H, 7,83; N, 23,31; wartosci zmierzone: C, 59,89; H, 7,82; N, 22,99,

2-[Amino-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-cykolheksylo-1-metylohydrazyno-
karbotioamid (56)

Reakcja  N’-metylo-4-morfolinopikolinohydrazonamidu 32 (0,235 g)
z izotiocyjanianem cykloheksylu (0,155 ml). Czas reakcji: 10 min. Wydajnosé: 47%; t.t.
137-140°C (metanol); IR (KBr): 3461, 3350, 3322 (v N-H); 2927, 2852 (v C-H); 1591 (&
N-H); 1507 (v C=C); 1256 (v C-N); 992 (y C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dj):
6 1,07-1,26 (m, SH, CH); 1,49-1,81 (m, 5H, CH); 3,32-3,34 (m, 7H, CH3+2CH>); 3,71
(t, 4H, CH», J=4 Hz); 4,07-4,09 (m, 1H, CH); 6,94 (d, 1H, pirydyna, J= 8 Hz); 6,98-7,06
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(m, 3H, pirydyna+NH,); 7,56 (s, 1H, NH); 8,23 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz) ppm; *C NMR
(175 MHz, DMSO-dp): 6 25,10 (2C); 25,59; 32,50 (2C); 38,88; 46,18 (2C); 53,08; 66,16
(2C); 105,51; 110,54; 149,08; 150,28; 155,91; 157,88; 178,90 ppm; Analiza elementarna
dla CisH2sN¢OS (376,20) wartosci obliczone: C, 57,42; H, 7,50; N, 22,32; warto$ci
zmierzone: C, 57,65; H, 7,45; N, 21,98.

2-[Amino-(4-fenoksypirydyn-2-ylo)metyleno]-N-fenylo-1-metylohydrazyno
karbotioamid (57)

Reakcja  N’-metylo-4-fenoksypikolinohydrazonamidu 29 (0,242 g
z izotiocyjanianem fenylu (0,131 ml). Czas reakcji: 10 min. Wydajnosé: 86%; t.t. 149-
150°C (etanol); IR (KBr): 3556, 3254, 3230 (v N-H); 2925 (v C-H); 1628 (v C=N); 1579
(8 N-H); 1524 (v C=C); 1347, 1247 (5 C-H); 950, 694 (y C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz,
DMSO-dy): 6 3,41 (s, 3H, CHz); 7,08-7,10 (m, 2H, pirydyna+ArH); 7,22 (d, 2H, ArH,
J=8 Hz); 7,27 (t, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,31-7,34 (m, 3H, NH>+ArH); 7,43 (d, 2H, ArH, J=8
Hz); 7,51 (t, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,79 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 8,51 (d, 1H, pirydyna,
J=6 Hz); 9,08 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C20H19NsOS (377,13) warto$ci
obliczone: C, 63,64; H, 5,07; N, 18,55; wartos$ci zmierzone: C, 63,53; H, 4,91; N, 18,71.

2-[Amino-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-fenylo- 1-metylohydrazyno-
karbotioamid (58)

Reakcja  N’-metylo-4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 30 (0,258  g)
z izotiocyjanianem fenylu (0,131 ml). Czas reakcji 1 min. Wydajno$¢: 48%; t.t. 147-
148°C (etanol); IR (KBr): 3414, 3313 (v N-H); 3056 (v Ca-H); 2925 (v C-H); 1632
(v C=N); 1572 (5 N-H); 1507 (v C=C); 1340 (& C-H); 1084 (v C-N); 749, 706 (y C-H)
cm’’; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 3,39 (s, 3H, NCH3); 7,08-7,12 (m, 2H,
pirydyna+ArH); 7,27-7,30 (m, 4H, 2ArH+NH>); 7,41 (d, 2H, ArH, J=7 Hz); 7,52-7,53
(m, 3H, ArH); 7,61-7,63 (m, 2H, ArH); 7,98 (s, 1H, pirydyna); 8,41 (d, 1H, pirydyna, J=5
Hz); 9,04 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C2oH19NsS> (393,11) warto$ci
obliczone: C, 61,04; H, 4,87; N, 17,80; wartosSci zmierzone: C, 61,02; H, 4,82; N, 17,47.

2-{Amino-[4-(pirolidyn-1-ylo)-pirydyn-2-ylo]metyleno }-N-fenylo- 1-metylohydrazyno-
karbotioamid (59)

Reakcja N’-metylo-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 31 (0,219 g)
z izotiocyjanianem fenylu (0,131 ml). Czas reakcji: 2 min. Wydajnos¢: 22%; t.t. 123-
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125°C (etanol); IR (KBr): 3431, 3246 (v N-H); 2971, 2854 (v C-H); 1597 (6 N-H); 1516,
1498 (v C=C); 1347 (5 C-H); 1009, 704 (y C-H) cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds):
0 1,92-1,94 (m, 4H, CH»); 3,31-3,34 (m, 4H, CH»); 3,41 (s, 3H, CH3); 6,57 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz); 7,05 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 7,12 (s, 2H, NH>); 7,25 (t, 2H, ArH, J=8
Hz); 7,35 (s, 1H, pirydyna); 7,47 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 8,13 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz);
9,05 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C1sH22NeS (354,16) wartosci obliczone:
C, 60,99; H, 6,26; N, 23,71; wartosci zmierzone: C, 60,75; H, 6,03; N, 23,54.

2-[Amino-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-fenylo-1-metylohydrazynokarbo-
tioamid (60)

Reakcja  N’-metylo-4-morfolinopikolinohydrazonamidu 32 (0,235 g)
z izotiocyjanianem fenylu (0,131 ml). Czas reakcji: 2 min. Wydajnos¢: 68%; t.t. 155-
157°C (metanol); IR (KBr): 3489, 3369 (v N-H); 2966, 2921, 2853 (v C-H); 1591 (8 N-
H); 1507 (v C=C); 1443 (5 C-H); 1261 (v C-N); 989 (y C-H) cm™'; 'H NMR (500 MHz,
DMSO0-ds): 0 3,36-3,38 (m, 4H, CH>); 3,71-3,73 (m, 7H, CH3+2CH>); 7,03-7,13 (m, 2H,
ArH); 7,29-7,32 (m, 3H, pirydyna+NH>); 7,47-7,50 (m, 3H, ArH); 7,74 (s, 1 H, pirydyna);
8,27 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 9,11 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla
Ci1sH22N¢OS (370,16) wartosci obliczone: C, 58,36; H, 5,99; N, 22,68; wartosci
zmierzone: C, 58,33; H, 5,89; N, 22,64.

2-[Amino-(4-fenoksypirydyn-2-ylo)metyleno]-N-2,4-dichlorofenylo-1-metylohydrazyno-
karbotioamid (61)

Reakcja  N’-metylo-4-fenoksypikolinohydrazonamidu 29 (0,242 g)
z izotiocyjanianem 2,4-dichlorofenylu (0,224 g). Czas reakcji: 8 min. Wydajnosc¢: 31%;
t.t. 162-164°C (metanol); IR (KBr): 3374, 3278 (v N-H); 2919, 2858 (v C-H); 1639
(v C=N); 1581 (8 N-H); 1519 (v C=C); 1331 (8 C-H) cm™!; '"H NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 6 3,42 (s, 3H, CH3); 7,15 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz; J,=3 Hz); 7,20 (d, 2H, ArH,
J=8 Hz); 7,31 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 7,67-3,88 (m, 1H, ArH); 7,48-7,51 (m 4H,
2ArH+NHb»); 7,58 (s, 1H, ArH); 7,70 (s, 1H, pirydyna); 8,09 (d, 1H, ArH, J=9 Hz); 8,53
(d, 1H, pirydyna, J=6 Hz), 9,15 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla
C20H17CIoNsOS (445,05) wartosci obliczone: C, 53,82; H, 3,84; N, 15,69; warto$ci
zmierzone: C, 53,45; H, 3,82; N, 15,44.
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2-[Amino-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-2,4-dichlorofenylo- 1-metylo-
hydrazynokarbotioamid (62)

Reakcja  N’-metylo-4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 30 (0,258  g)
z izotiocyjanianem 2,4-dichlorofenylu (0,224 g). Czas reakcji 2 min. Wydajno$¢: 55%;
t.t. 193-194°C (metanol); IR (KBr): 3442, 3368, 3307, 3263 (v N-H); 3069 (v Car-H);
2923, 2847 (v C-H); 1623 (v C=N); 1571 (6 N-H); 1332 (& C-H); 1089 (v C-Cl); 749
(y C-H) em™; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dy): & 3,41 (s, 3H, CH3); 7,16-7,17 (m, 1H,
ArH); 7,37-7,43 (m, 3H, pirydyna+NH>»); 7,52-7,60 (m, 6H, ArH); 7,95 (s, 1H, pirydyna);
8,02 (d, 1H, ArH, J=8 Hz); 8,42 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,11 (s, 1H, NH) ppm; Analiza
elementarna dla CooH17C1oNsS» (461,03) wartosci obliczone: C, 51,95; H, 3,71; N, 15,15;
wartos$ci zmierzone: C, 51,64; H, 3,61; N, 14,82.

2-{Amino-[4-(pirolidy-1-ylo)-pirydyn-2-ylo]metyleno}-N-2,4-dichlorofenylo-1-metylo-
hydrazynokarbotioamid (63)

Reakcja N’-metylo-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 31 (0,219 g)
z izotiocyjanianem 2,4-dichlorofenylu (0,224 g). Czas reakcji: 2 min. Wydajnos¢: 55%;
t.t. 196-197°C (etanol); IR (KBr): 3469, 3350, 3276 (v N-H); 2922, 2859 (v C-H); 1597
(8 N-H); 1516, 1492 (v C=C); 1330 (& C-H): 1084 (v C-Cl); 819 (y C-H) cm™'; 'TH NMR
(500 MHz, DMSO-dp): 6 1,93-1,96 (m, 4H, CH»); 3,29-3,33 (m, 4H, CH>); 3,46 (s, 3H,
CH3); 6,59 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz); 7,35-7,39 (m, 4H, 2ArH+NH>); 7,60 (s, 1H, ArH);
8,13 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,32 (d, 1H, pirydyna, J=9 Hz); 9,35 (s, 1H, NH) ppm;
Analiza elementarna dla CigH20Cl2NeS (422,08) wartosci obliczone: C, 51,07; H, 4,76;
N, 19,85; wartosci zmierzone: C, 50,80; H, 4,66; N, 19,49.

2-[Amino-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)metyleno]-N-2,4-dichlorofenylo-1-metylo-
hydrazynokarbotioamid (64)

Reakcja  N’-metylo-4-morfolinopikolinohydrazonamidu 32 (0,235 g)
z 1zotiocyjanianem 2,4-dichlorofenylu (0,224 g). Czas reakcji: 2 min. Wydajnos¢: 68%;
t.t. 155-157°C (metanol); IR (KBr): 3411, 3303, 3250 (v N-H); 3096 (v Car-H); 2966,
2921, 2852 (v C-H); 1589 (6 N-H); 1525 (v C=C); 1444, 1251 (6 C-H); 1123 (v C-N);
990 (y C-H) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 3,35-3,36 (m, 4H, CH>); 3,71-3,73
(m, 7H, CH3+2CH>); 7,02-7,09 (m, 1H, ArH); 7,39-7,50 (m, 3H, pirydyna+NH>); 7,64-
7,65 (m, 1H, ArH); 7,73 (s, 1H, pirydyna); 8,18-8,28 (m, 2H, ArH+pirydyna); 9,32 (s, 1H,

116



NH) ppm; Analiza elementarna dla CisH20CLNeSO (438,08) wartosci obliczone:
C,49,21; H, 4,59; N, 19,13; wartosci zmierzone: C, 49,05; H, 4,73; N, 19,26.

5.1.6. Metoda ogodlna otrzymywania pochodnych iminowych 65-80

1 mmol amidrazonu (25-28) oraz 1 mmol aldehydu rozpuszczono w 10 ml
metanolu. Mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 30 min. Po ochtodzeniu
roztworu produkt reakcji krystalizowat. Otrzymany osad odsgczono, suszono na

powietrzu oraz poddano rekrystalizacji z odpowiedniego rozpuszczalnika.
N’-Benzylideno-4-fenoksypikolinohydrazonamid (65)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) =z aldehydem
benzoesowym (0,106 ml). Wydajnos$¢: 68%; t.t. 159-160°C (etanol); IR (KBr): 3472,
3327 (v N-H); 3057 (v C-H); 1621 (v C=N); 1562 (5 N-H); 1486 (v C=C); 1289, 1200
(8 C-H); 942 (y C-H) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 7,09 (szs, 2H, NH,); 7,14
(dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=3 Hz); 7,24 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,34 (t, 1H, ArH, J=7
Hz); 7,40-7,41 (m, 3H, ArH); 7,52 (t, 2H, ArH, J=7 Hz); 7,64 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz);
7,88-7,90 (m, 2H, ArH); 8,37 (s, 1H, CH); 8,55 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz) ppm; Analiza
elementarna dla Ci19H16N4O (316,13) wartosci obliczone: C, 72,13; H, 5,10; N, 17,71,
wartosci zmierzone: C, 71,75; H, 5,03; N, 17,49.

N’-Benzylideno-4-fenylotiopikolinohydrazonamid (66)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 g) z aldehydem
benzoesowym (0,106 ml). Wydajno$¢: 47%; t.t. 76-77°C (etanol); IR (KBr): 3492, 3445,
3368 (v N-H); 3054 (v Car-H); 2923 (v C-H); 1623 (v C=N); 1561 (8 N-H); 1535 (v C=C);
752, 692 (y C-H) cm™!; "H NMR (500 MHz, DMSO-dj): § 7,05 (szs, 2H, NH»); 7,14 (dd,
1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,40-7,41 (m, 3H, ArH); 7,55-7,56 (m, 3H, ArH); 7,61-
7,63 (m, 2H, ArH); 7,88-7,91 (m, 3H, 2ArH+pirydyna); 8,35 (s, 1H, CH); 8,44 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla C19H1sN4S (332,11) wartosci obliczone:
C, 68,65; H, 4,85; N, 16,85; wartosci zmierzone: C, 68,63; H, 4,79; N, 16,89.

N’-Benzylideno-(4-pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamid (67)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g) z aldehydem
benzoesowym (0,106 ml). Wydajnos¢: 53%; t.t. 249-250°C (etanol); IR (KBr): 3450
(6 N-H); 3225 (v Car-H); 2962, 2844 (v C-H); 1585 (6 N-H); 1490 (v C=C); 1003 (y C-
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H) cm™!; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,97-1,98 (m, 4H, CH>); 3,32-3,33 (m, 4H,
CHb»); 6,57 (s, 1H, pirydyna); 6,96 (s, 2H, NH»); 7,32 (s, 1H, pirydyna); 7,40-7,42 (m, 3H,
ArH); 7,88 (d, 2H, ArH, J=6 Hz); 8,15 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 8,47 (s, 1H, CH) ppm;
Analiza elementarna dla Ci17Hi9Ns (293,16) wartosci obliczone: C, 69,60; H, 6,53;
N, 23,87; wartosci zmierzone: C, 69,44; H, 6,48; N, 23,51.

N’-Benzylideno-4-morfolinopikolinohydrazonamid (68)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) z aldehydem
benzoesowym (0,106 ml). Wydajnos¢: 43%; t.t. 228-230°C (etanol); IR (KBr): 3451,
3237 (v N-H); 2967, 2852 (v C-H); 1584 (6 N-H); 1536, 1484 (v C=C); 1252, 1123 (5 C-
H); 990 (y C-H) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 3,33-3,34 (m, 4H, CH>); 3,73-
3,78 (m, 4H, CH»); 6,91-6,99 (m, 3H, NHy+pirydyna); 7,41-7,43 (m, 3H, ArH); 7,67
(s, 1H, pirydyna); 7,89 (d, 2H, ArH, J=6 Hz); 8,26 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,47 (s, 1H,
CH) ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-d): § 46,18 (2C); 66,18 (2C); 104,94; 110,31;
128,25 (2C); 129,04 (2C); 130,27; 135,94; 149,25; 151,29; 154,24; 155,83; 157,55 ppm;
Analiza elementarna dla Ci7H19NsO (309,16) wartosci obliczone: C, 66,00; H, 6,19;
N, 22,64; wartosci zmierzone: C, 66,07; H, 5,96; N, 22.59.

4-Fenoksy-N -(4-nitrobenzylideno)pikolinohydrazonamid (69)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) =z aldehydem
4-nitrobenzoesowym (0,151 g). Wydajnos¢: 49%; t.t. 195-197°C (etanol); IR (KBr):
3419, 3301 (v N-H); 3079 (v Car-H); 2925 (v C-H); 1592 (8 C-H); 1514 (vas NO2); 1337
(vs NO2); 1287, 1247 (5 C-H); 1018 (y C-H) cm™'; "TH NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 7,16
(dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,24 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,33-7,36 (m, 2H,
ArH+NH); 7,51-7,54 (m, 3H, 2ArH+NH); 7,64 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 8,17 (d, 2H,
ArH, J=9 Hz); 8,24 (d, 2H, ArH); 8,48 (s, 1H, CH); 8,56 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm;
Analiza elementarna dla Ci9H15sNsO3; (361,12) wartosci obliczone: C, 63,15; H, 4,18;
N, 19,38; wartosci zmierzone: C, 62,87; H, 4,07; N, 18,99.

4-Fenylotio-N -(4-nitrobenzylideno)pikolinohydrazonamid (70)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 ¢g) =z aldehydem
4-nitrobenozesowym (0,151 g). Wydajnos¢: 61,5%; t.t. 192-193°C (etanol); IR (KBr):
3483, 3369 (v N-H); 3053 (v Car-H); 2924 (v C-H); 1628 (v C=N); 1565 (6 N-H); 1507
(v C=C); 1341 (vs NO»); 751, 725 (y C-H) cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-d5): § 7,16
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(d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 7,27 (szs, 1H, NH); 7,47 (szs, 1H, NH); 7,55-7,56 (m, 3H,
ArH); 7,61-7,63 (m, 2H, ArH); 7,91 (s, 1H, pirydyna); 8,17 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 8,24
(d, 2H, ArH, J=9 Hz); 8,46-8,47 (m, 2H, pirydyna+CH) ppm; Analiza elementarna dla
C19H15Ns502S (377,09) wartosci obliczone: C, 60,46; H, 4,01; N, 18,56; wartosci
zmierzone: C, 60,09; H, 3,87; N, 18,78.

N’-(4-Nitrobenzylideno)-(4-pirolidyn- 1-ylo)pikolinohydrazonamid (71)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g) z aldehydem
4-nitrobenzoesowym (0,151 g) Wydajnos¢: 54%; t.t. 242-244°C (dioksan); IR (KBr):
3470, 3354 (v N-H); 2958, 2848 (v C-H); 1601 (6 N-H); 1513, 1494 (v C=C); 1341 (vs
NO>) cm™!; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,97 (t, 4H, CHs, J=6 Hz); 3,31-3,33
(m, 4H, CH>); 6,59 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,21 (szs, 1H, NH); 7,34 (d, 1H,
pirydyna, J=2 Hz); 7,38 (szs, 1H, NH); 8,16-8,18 (m, 3H, 2ArH+CH); 8,25 (d, 2H, ArH,
J=9 Hz); 8,59 (s, 1H, pirydyna) ppm; Analiza elementarna dla C;7HisN¢O> (338,15)
wartosci obliczone: C, 60,34; H, 5,36; N, 24,84; wartosci zmierzone: C, 59,98; H, 5,23;
N, 24,90.

4-Morfolino-N’-(4-nitrobenzylideno)pikolinohydrazonamid (72)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) z aldehydem
4-nitrobenzoesowym (0,151 g). Wydajnos¢: 40%; t.t. 250-252°C (dioksan); IR (KBr):
3456, 3299 (v N-H); 2922, 2854 (v C-H); 1594 (6 N-H); 1510 (v C=C); 1339 (vs NO»);
1253, 1123 (8 C-H) cm™!; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 3,73-3,74 (m, 8H, CH>);
6,99 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz); 7,23 (szs, 1H, NH); 7,42 (szs, 1H, NH); 7,68 (s, 1H,
pirydyna); 8,16-8,28 (m, 5H, 4ArH+CH); 8,58 (s, 1H, pirydyna) ppm; Analiza
elementarna dla C17H1sNsO3 (354,14) wartosci obliczone: C, 57,62; H, 5,12; N, 23,72,
wartosci zmierzone: C, 57,80; H, 5,45; N, 23,54.

4-Fenoksy-N’-[(5-Nitrotiofen-2-ylo)metyleno]pikolinohydrazonamid (73)

Reakcja  4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) =z 5-nitro-2-
tiofenokarboksyaldehydem (0,157 g). Wydajnos¢: 38%; t.t. 148-149°C (etanol); IR
(KBr): 3446, 3303 (v N-H); 3109 (v Car-H); 1620 (v C=N); 1566 (& N-H); 1487 (v C=C);
1327 (vs NO2); 945, 813 (y C-H) cm’!; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 7,20 (dd, 1H,
pirydyna, J1=2 Hz, J»=3 Hz); 7,25-7,29 (m, 3H, 2ArH+tiofen); 7,45 (t, 2H, ArH, J=8 Hz);
7,56-7,60 (m, 3H, NH>+ArH); 7,81 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 8,10 (d, 1H, tiofen, J=4
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Hz); 8,26 (s, 1H, CH); 8,60 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz) ppm; Analiza elementarna dla
Ci17H13N503S (367,07) wartosci obliczone: C, 55,58; H, 3,57; N, 19,06; wartosci
zmierzone: C, 55,41; H, 3,50; N, 19,02.

4-Fenylotio-N’-[(5-nitrotiofen-2-ylo)metyleno]pikolinohydrazonamid (74)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 ¢g) =z 5-nitro-2-
tiofenokarboksyaldehydem (0,157 g). Wydajnos¢: 83%; t.t. 161-162°C (etanol); IR
(KBr): 3384, 3279 (v N-H); 2923, 2844 (v C-H); 1619 (v C=N); 1571 (5 N-H); 1486
(v C=C); 1325 (vs NO»); 998, 757 (y C-H) cm™!; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 7,29
(s, 1H, pirydyna); 7,44 (s, 2H, NH); 7,51-7,66 (m, 6H, 5ArH+tiofen); 7,97 (s, 1H, CH);
8,11 (s, 1H, pirydyna); 8,25 (s, 1H, tiofen); 8,50 (s, 1H, pirydyna) ppm; Analiza
elementarna dla C17H13N502S (383,05) warto$ci obliczone: C, 53,25; H, 3,42; N, 18,26;
wartosci zmierzone: C, 53,06; H, 3,44; N, 17,87.

N’-[(5-Nitrotiofen-2-ylo)metyleno]-(4-pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamid (75)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g) z 5-nitro-2-
tiofenokarboksyaldehydem (0,157 g). Wydajnos¢: 43%; t.t. 225-226°C (dioksan); IR
(KBr): 3467, 3376, 3340 (v N-H); 3076 (v Car-H); 2962, 2860 (v C-H); 1595 (6 N-H);
1489 (v C=C); 1325 (uvs NO2); 996, 814 (y C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds):
02,01-2,02 (m, 4H, CH>); 3,42-3,43 (m, 4H, CH>); 6,63-6,64 (m, 1H, pirydyna); 7,51
(s, 1H, NH); 7,57 (d, 1H, tiofen, J=4 Hz); 7,61 (s, 1H, NH); 7,72 (s, 1H, pirydyna); 8,09
(d, 1H, tiofen, J=5 Hz); 8,19 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,25 (s, 1H, CH) ppm; Analiza
elementarna dla CisH1sNsO2S (344,11) wartosci obliczone: C, 52,31; H, 4,68; N, 24,40;
wartosci zmierzone: C, 52,16; H, 4,49; N, 24,72.

4-Morfolino-N -[(5-nitrotiofen-2-ylo)metyleno|pikolinohydrazonamid (76)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) 2z 5-nitro-2-
tiofenokarboksyaldehydem (0,157 g). Wydajnos¢: 40%; t.t. 246-247°C (dioksan); IR
(KBr): 3459, 3339 (v N-H); 3104 (v Ca-H); 2971, 2925 (v C-H); 1593 (6 N-H); 1566,
1481 (v C=C); 1324 (vs NO>); 815 (y C-H) cm’!; "H NMR (500 MHz, DMSO-dp): § 3,43-
3,45 (m, 4H, CH»); 3,78-3,79 (m, 4H, CH); 7,06 (s, 1H, NH); 7,55-7,58 (m, 2H,
pirydyna+ttiofen); 7,67 (s, 1H, NH); 8,03 (s, 1H, pirydyna); 8,10 (d, 1H, tiofen, J=4 Hz);
8,26 (s, 1H, CH); 8,32 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla
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Ci15sH16N6O3S (360,10) wartosci obliczone: C, 49,99; H, 4,47; N, 23,32; wartosci
zmierzone: C, 49,64; H, 4,38; N, 23,07.

4-Fenoksy-N-[(5-nitrofuran-2-ylo)metyleno]pikolinohydrazonamid (77)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) z 5-nitro-2-furaldehydem
(0,141 g). Wydajnos$¢: 65%; t.t. 182-183°C (etanol); IR (KBr): 3430, 3310 (v N-H); 1619
(v C=N); 1579 (8 N-H); 1464, 1444 (v C=C); 1349 (vs NO»); 1012, 780 (y C-H) cm™'; 'H
NMR (500 MHz, DMSO-dps): 6 7,15 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,24 (d, 2H,
ArH, J=8 Hz); 7,32-7,36 (m, 3H, NH+furan+ArH); 7,47 (s, 1H, NH); 7,52 (t, 2H, ArH,
J=8 Hz); 7,65 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 7,79 (d, 1H, furan, J=4 Hz); 8,28 (s, 1H, CH);
8, 56 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla C17H13Ns04 (351,10)
wartosci obliczone: C, 58,12; H, 3,73; N, 19,93; wartosci zmierzone: C, 57,90; H, 3,61;
N, 19,80.

4-Fenylotio-N - [(5-nitrofuran-2-ylo)metyleno]pikolinohydrazonamid (78)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 ¢g) =z 5-nitro-2-
furaldehydem (0,141 g). Wydajnos¢: 73%; t.t. 147-148°C (etanol); IR (KBr): 3497, 3378
(v N-H); 3145, 3055 (v Car-H); 2923 (v C-H); 1630 (v C=N); 1567 (& N-H); 1461
(v C=C); 1351 (vs NO2); 1009, 755 (y C-H) cm™'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dy): 6 7,17
(dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,31 (s, 1H, NH); 7,38 (d, 1H, furan, J=4 Hz); 7,43
(s, IH, NH); 7,56-7,57 (m, 3H, ArH); 7,62-7,63 (m, 2H, ArH); 7,81 (d, 1H, pirydyna, J=4
Hz); 7,89 (d, 1H, furan, J=1 Hz); 8,24 (s, 1H, CH); 8,46 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm;
Analiza elementarna dla Ci7H13Ns03S (367,07) warto$ci obliczone: C, 55,58; H, 3,57;
N, 19,06; warto$ci zmierzone: C, 55,71; H, 3,41; N, 18,80.

N’-[(5-Nitrofuran-2-ylo)metyleno]-(4-pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamid (79)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g) z S5-nitro-2-
furaldehydem (0,141 g). Wydajnos¢: 27%; t.t. 225-226°C (etanol); IR (KBr): 3412, 3302
(v N-H); 3158 (v Car-H); 2959, 2844 (v C-H); 1584 (6 N-H); 1462 (v C=C); 1351 (us
NO>); 1004, 810 (y C-H) em™'; "H NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 1,96-1,97 (m, 4H,
CHb»); 3,31-3,32 (m, 4H, CH>»); 6,59 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz); 7,22 (s, 1H, NH); 7,32-
7,36 (m, 3H, NH+pirydyna+furan); 7,80 (d, 1H, furan, J=4 Hz); 8,16 (d, 1H, pirydyna,
J=5 Hz); 8,36 (s, 1H, CH) ppm; Analiza elementarna dla C15sH1sNeO3 (328,13) wartosci
obliczone: C, 54,87; H, 4,91; N, 25,60; wartoSci zmierzone: C, 55,17; H, 4,75; N, 25,29.
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4-Morfolino-N -[(5-nitrofuran-2-ylo)metyleno]pikolinohydrazonamid (80)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) 2z 5-nitro-2-
furaldehydem (0,141 g). Wydajnos¢: 49%; t.t. 180-181°C (etanol); IR (KBr): 3452, 3335
(v N-H); 3124 (v Car-H); 2863 (v C-H); 1574 (6 N-H); 1524, 1469 (v C=C); 1352 (vs
NO2) 992, 810 (y C-H) cm™; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 3,32-3,33 (m, 4H, CH>);
3,73-3,74 (m, 4H, CH>); 7,00 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz); 7,22-7,40 (m, 3H, NH>+furan);
7,66 (s, 1H, pirydyna); 7,81 (d, 1H, furan, J=4 Hz); 8,28 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,36
(s, 1H, CH) ppm; Analiza elementarna dla CisHisNsO4 (344,12) wartosci obliczone:
C, 52,32; H, 4,68; N, 24,41; wartosci zmierzone: C, 52,41; H, 4,66; N, 24,15.

5.1.7. Ogolna metoda syntezy pochodnych 1,2,4-triazolu 81-84

Odpowiedni amidrazon 25-28 (2 mmole) byt ogrzewany z (12 mmoli, 2 ml)
ortomrowczanem trietylu przez 3 h. Po ochlodzeniu wytracit si¢ osad, ktory nastepnie
odsagczono 1 suszono na powietrzu. Gotowy produkt byl oczyszczany poprzez

krystalizacje lub chromatografi¢ kolumnowa.
4-Fenoksy-2-(1H-1,2,4-triazol-3-ylo)pirydyna (81)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,456 g). Wydajnos¢: 24%; t.t.
202-204°C (metanol); IR (KBr): 3365 (v N-H); 3132, 3090 (v Car-H); 1582 (6 N-H); 1487
(v C=C); 1205, 1068 (& C-H); 693 (y C-H) cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 7,17-
7,20 (m, 1H, pirydyna); 7,22-7,26 (m, 4H, ArH); 7,30-7,49 (m, 4H,
2pirydyna+CH+ArH); 8,55 (szs, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla Ci3H;0N4+O
(238,09) wartosci obliczone: C, 65,54; H, 4,23; N, 23,52; wartosci zmierzone: C, 65,16;
H, 4,27; N, 23,31.

4-Fenylotio-2-(1H-1,2,4triazol-3-ylo)pirydyna (82)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,488 g). Wydajnos¢: 12%; t.t.
106-107°C (faza ruchoma aceton-toluen 1:1); IR (KBr): 3424 (v N-H); 2925, 2854 (v C-
H); 1583 (8 N-H); 1513, 1441, 1367 (v C=C); 1194, 1102 (5 C-H); 809, 749, 690 (y C-
H) cm™!'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 7,12 (dd, 1H, pirydyna, J;=2 Hz, J,=3 Hz);
7,51-7,62 (m, 6H, SArH+CH); 7,92 (s, 1H, pirydyna); 8,40 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz);
9,04 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C13H10N4S (254,06) wartosci obliczone:
C, 61,40; H, 3,96; N, 22,03; warto$ci zmierzone: C, 61,11; H, 3,86; N, 22,15.
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4-Pirolidyn-1-ylo-2-(1H-1,2,4-triazol-3-ylo)pirydyna (83)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,410 g). Wydajno$¢:
41%:; t.t. 261-262°C (pirydyna-woda 1:1); IR (KBr): 3372 (v N-H); 3104 (v Car-H); 2961,
2853 (v C-H); 1599 (8 N-H); 1540, 1500 (v C=C); 1001, 815 (y C-H) cm™'; "TH NMR (500
MHz, DMSO-ds): 6 1,90-1,95 (m, 4H, CH>); 3,20-3,29 (m, 4H, CH>); 6,44-6,62 (m, 1H,
pirydyna); 7,06-7,10 (m, 1H, pirydyna); 7,27-7,30 (m, 2H, NH+CH); 8,14-8,15 (m, 1H,
pirydyna) ppm; Analiza elementarna dla C11H13Ns(215,12) warto$ci obliczone: C, 61,38;
H, 6,09; N, 32,54; warto$ci zmierzone: C, 61,47; H, 6,44; N, 32,82.

4-[2-(1H-1,2,4-Triazol-3-ylo)-pirydyn-4-ylo]morfolina (84)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,442 g). Wydajnos¢: 35%; t.t.
246-248°C (etanol); IR (KBr): 3343 (v N-H); 2965, 2853 (v C-H); 1592 (6 N-H); 1539,
1446, 1380 (v C=C); 1251, 1121 (§ C-H); 990 (y C-H) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-
ds): & 3,36-3,36 (m, 4H, CH»); 3,72-3,73 (m, 4H, CH»); 6,58-6,66 (m, 1H, pirydyna);
6,84-6,89 (m, 1H, CH); 7,70 (szs, 1H, NH); 7,69 (d, 1H, pirydyna, J=30 Hz); 8,27 (d, 1 H,
pirydyna, J=30 Hz) ppm; Analiza elementarna dla C;1Hi3NsO (231,11) wartos$ci
obliczone: C, 57,13; H, 5,67; N, 30,28; wartos$ci zmierzone: C, 57,01; H, 6,03; N, 30,09.

5.1.8. Ogolna metoda syntezy pochodnych 1,2,4-triazolu 85-88

N’-Metyloamidrazon (2 mmole) oraz ortomrowczan trietylu (12 mmoli, 2 ml)
rozpuszczono w 1 ml DMF. Mieszaning utrzymywano w temperaturze wrzenia przez 3 h.
Nastepnie schtodzono i1 dodano 10 ml wody. Roztwor wodny ekstrahowano
chloroformem (3x15 ml). Nastepnie roztwdr chloroformowy przemyto 3-krotnie
nasyconym roztworem NaCl, a nastgpnie suszono MgSO4. Odsaczono $rodek suszacy
1 odparowano rozpuszczalnik. Do kolby dodano 5 ml eteru dietylowego, co spowodowato
wytracenie osadu. Osad odsgczono, suszono na powietrzu i poddano rekrystalizacji

z odpowiedniego rozpuszczalnika.
2-(1-Metyl-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)-4-fenoksypirydyna (85)

Reakcja N-metylo-4-fenoksypikolinohydrazonamidu 29 (0,484 g). Wydajnos$¢:
20%; t.t. 114-116°C (eter dietylowy); IR (KBr): 3089 (v Car-H); 1585, 1489 (v C=C);
1210 (8 C-H) 910 (y C-H) cm™'; "H NMR (500 MHz, DMSO-djs): & 3,90 (s, 3H, CH3);
7,01-7,02 (m, 1H, pirydyna); 7,23-7,33 (m, 3H ArH); 7,41 (s, 1H, pirydyna); 7,52-7,53
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(m, 2H, ArH); 8,52-8,53 (m, 2H, pirydyna+CH) ppm; Analiza elementarna dla
Ci14H12N40 (252,10) wartosci obliczone: C, 66,65; H, 4,79; N, 22,21; warto$ci zmierzone:
C, 66,58; H, 4,78; N, 22,16.

2-(1-Metyl-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)-4-fenylotiopirydyna (86)

Reakcja N-metylo-4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 30 (0,516 g). Wydajnos$¢:
52%; t.t. 130-132°C (metanol-woda 1:1); IR (KBr): 3081 (v Car-H); 2926, 2844 (v C-H);
1580, 1511 (v C=C); 1361, 1324 (5 C-H); 789, 764 (y C-H) cm™'; 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): ¢ 3,89 (s, 3H, CH3); 7,07-7,08 (m, 1H, pirydyna); 7,56-7,63 (m, 6H,
pirydyna+5ArH); 8,42-8,43 (m, 1H, pirydyna); 8,50 (s, 1H, CH) ppm; Analiza
elementarna dla C14H12N4S (268,08) wartosci obliczone: C, 62,66; H, 4,51; N, 20,88;
wartosci zmierzone: C, 62,43; H, 4,52; N, 20,66.

2-(1-Metyl-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)-4-(pirolidyn-1-ylo)pirydyna (87)

Reakcja N-metylo-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 31 (0,438 g).
Wydajnos¢: 32%; t.t. 161-162°C (eter dietylowy); IR (KBr): 3089 (v Car-H); 2964, 2849
(v C-H); 1604, 1496 (v C=C); 987, 809, 769 (y C-H) cm™'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-
ds): & 1,94-1,95 (m, 4H, CH>); 3,30-3,31 (m, 4H, CH>); 3,91 (s, 3H, CHs); 6,46-6,47
(m, 1H, pirydyna); 7,11 (s, 1H, pirydyna); 8,13 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,48 (s, 1H,
CH) ppm; Analiza elementarna dla C12Hi5Ns (229,13) wartos$ci obliczone: C, 62,86; H,
6,59; N, 30,54; wartosci zmierzone: C, 62,68; H, 6,66; N, 30,23.

4-[2-(1-Metyl-1H-1,2,4-triazol-3-ylo)pirydyn-4-ylo]morfolina (88)

Reakcja N '-metylo-4-morfolinopikolinohydrazonamidu 32 (0,470 g). Wydajno$¢:
19%; t.t. 133-134°C (eter dietylowy); IR (KBr): 3092 (v Car-H); 2977, 2927, 2843 (v C-
H); 1597, 1518, 1446 (v C=C); 1248, 1118 (§ C-H); 946 (y C-H) cm’'; 'TH NMR (500
MHz, DMSO-ds): & 3,30 (t, 4H, CH», J=4 Hz); 3,72 (t, 4H, CH», J=4 Hz); 3,91 (s, 3H,
CHs); 6,86 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,45 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 8,24
(d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,51 (s, I1H, CH) ppm; Analiza elementarna dla Ci2Hi5NsO
(245,13) wartos$ci obliczone: C, 58,76; H, 6,16; N, 28,55; wartosci zmierzone: C, 58,61;
H, 6,21; N, 28,79.
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5.1.9. Ogolna metoda syntezy amido-azyn 89-92

5 mmoli odpowiedniego amidrazonu (25-28) oraz 5 mmoli (0,685 g)
pirazynoiminoestru metylowego ogrzewano w 15 ml mieszaniny metanol-woda (1:1)
przez 15 min. Nastgpnie roztwor zakwaszono kwasem octowym. Po ochtodzeniu wypadt
osad, ktory odsaczono i suszono na powietrzu. Osad oczyszczano metoda krystalizacji

lub chromatografii kolumnowe;.
N’-[Amino(4-fenoksypirydyn-2-ylo)metyleno]pirazyn-2-karbohydrazonamid (89)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (1,140 g). Wydajnos$¢: 26%; t.t.
>300°C (faza ruchoma octan etylu-chloroform 1:1); IR (KBr): 3395, 3293 (v N-H); 1607
(8 N-H); 1559, 1467 (v C=C); 1019 (8 C-H) cm™'; "TH NMR (500 MHz, DMSO-dj): 6 7,12
(dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J»=3 Hz); 7,21 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,31 (t, 1H, ArH, J=8
Hz); 7,50 (t, 2H, ArH, J=8 Hz); 8,09 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 8,51 (szs, 2H, NH>); 8,65
(d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 8,74-8,83 (m, 2H, pirazyna); 9,15 (szs, 2H, NH>); 9,70 (s, 1H,
pirazyna) ppm; Analiza elementarna dla Ci7HisN;O (333,13) wartosci obliczone:

C, 61,25; H, 4,54; N, 29,41; wartosci zmierzone: C, 61,17; H, 4,71; N, 29,67.
N’-[Amino(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)metyleno]pirazyno-2-karbohydrazonamid (90)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (1,220 g). Wydajnos¢é: 97%; t.t.
>300°C (metanol); IR (KBr): 3406, 3301 (v N-H); 1604 (v C=N); 1573 (6 N-H); 1468
(v C=C); 1019 (8 C-H) cm’; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 6,86-6,99 (m, 5H,
4NH-+pirydyna); 7,57-7,65 (m, 3H, ArH); 8,24 (s, 1H, pirydyna); 8,41 (d, 1H, pirydyna,
J=5 Hz); 8,66-8,69 (m, 3H, 2ArH+pirazyna); 9,69-9,74 (m, 2H, pirazyna) ppm; Analiza
elementarna dla Ci7HisN7S (349,11) wartosci obliczone: C, 58,44; H, 4,33; N, 28,06;
wartosci zmierzone: C, 58,10; H, 4,11; N, 28,40.

N’-{Amino[(4-pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo]metyleno}pirazyno-2-karbohydrazonamid
91

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (1,025 g). Wydajnos¢:
79%:; t.t. >300°C (dimetyloformamid); IR (KBr): 3451, 3424 (v N-H); 2968, 2855 (v C-
H); 1633 (v C=N); 1593, 1575 (8 N-H); 1468 (v C=C); 1011 (6 C-H) cm™'; '"H NMR (500
MHz, DMSO-ds): & 2,03-2,05 (m, 4H, CHy); 3,53-3,54 (m, 4H, CH>); 6,86 (dd, 1H,
pirydyna, J1=3 Hz, J,=5 Hz); 7,46 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 8,02-8,27 (m, 3H,
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pirazyna+2NH); 8,91-8,93 (m, 1H, pirazyna); 8,99 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 9,51 (s, 1H,
pirazyna); 9,90 (szs, 2H, NHz) ppm; Analiza elementarna dla CisH1sNg(310,17) wartosci
obliczone: C, 58,05; H, 5.85; N, 36,10; wartos$ci zmierzone: C, 57,94; H, 5.99; N, 36,10.

N’-[Amino(4-morfolinopirydyn-2-ylo)metyleno]pirazyn-2-karbohydrazonamid (92)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (1,105 g). Wydajnos¢: 38%; t.t.
282-284°C (dimetyloformamid-woda 1:1); IR (KBr): 3400, 3306 (v N-H); 2980-2855
(v C-H); 1604 (5 N-H); 1470, 1427 (v C=C); 1155 (v C-O-C); 1018, 992 (8 C-H) cm’;
'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 3,38 (t, 4H, CH,, J=5 Hz); 3,74 (t, 4H, CH,, J=5 Hz);
6,80-6,92 (m, 5H, 2NH:+pirydyna); 8,22 (d, 1H, J=6 Hz); 8,63-8,69 (m, 3H,
2pirazyna+pirydyna); 9,73 (d, 1H, pirazyna, J=2 Hz) ppm; Analiza elementarna dla
Ci15sH1sNgO (326,16) wartosci obliczone: C, 55,20; H, 5,56; N, 34,33; warto$ci zmierzone:
C, 54,88; H, 5,62; N, 33,98.

5.1.10. Ogolna metoda syntezy pochodnych 1,2,4-triazolu 93-96

1 mmol odpowiedniej amido-azyny (89-92) ogrzewano w temperaturze wrzenia
z 5 ml kwasu octowego. Odparowano kwas octowy 1 dodano lodu. Wytragcony osad

odsgczono, suszono i1 poddano rekrystalizacji z odpowiedniego rozpuszczalnika.
2-[5-(4-Fenoksypirydyn-2-ylo)-4H-1,2,4-triazol-3-ylo[pirazyna (93)

Reakcja N’-[amino(4-fenoksypirydyn-2-ylo)metyleno]pirazyn-2-karbohydrazon-
amidu 89 (0,333 g). Wydajnos¢: 35%; t.t. 223-225°C (dimetyloformamid); IR (KBr):
3130, 3065 (v Car-H); 2927, 2819 (v C-H); 1578(8 N-H); 1485, 1469 (v C=C); 1237,
1200 (8 C-H); 904 (y C-H) cm™'; "H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 7,16-7,18 (m, 1H,
pirydyna); 7,29 (d, 2H, ArH, J=7 Hz); 7,36 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 7,53-7,56 (m, 3H,
pirydyna+2ArH); 8,62-8,73 (m, 3H, pirydyna+2pirazyna); 9,27 (s, 1H, pirazyna); 15,25
(s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla Ci17Hi12N¢O (316,11) wartosci obliczone:
C, 64,55; H, 3,82; N, 26,57; wartosci zmierzone: C, 64,45; H, 4,00; N, 26,70.

2-(5-(4-Fenylotiopirydyn-2-ylo)-4H-1,2,4-triazol-3-ylo)pirazyna (94)

Reakcja N’-[amino(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)metyleno|pirazyno-2-karbo-
hydrazonamidu 90 (0,349 g). Wydajnos¢: 70%; t.t. 209-210°C (etanol); IR (KBr): 3052,
3020 (v Car-H); 2916-2803 (v C-H); 1586 (& N-H); 1475, 1371 (v C=C); 1017 (5 C-H);
786 (y C-H) cm!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dq): & 7,17 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz);
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7,52-7,66 (m, 6H, SArH+pirydyna); 8,52 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 8,71-8,75 (m, 2H,
pirazyna); 9,25 (s, 1H, pirazyna); 15,10 (s, 1H, NH) ppm; '*C NMR (175 MHz, DMSO-
ds): 6 118,05; 121,85; 128,60; 130,77 (2C); 130,81; 130,93 (2C); 135,50 (2C); 143,16;
143,20 (2C); 144,98; 145,57; 150,10 (2C) ppm; Analiza elementarna dla Ci7H12NeS
(332,08) wartosci obliczone: C, 61,43; H, 3,64; N, 25,28; wartosci zmierzone: C, 61,24;
H, 3,58; N, 25,14.

2-(5-(4-(Pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo)-4H-1,2,4-triazol-3-ylo)pirazyna (95)

Reakcja N’-{amino[(4-pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo]metyleno } pirazyno-2-
karbo-hydrazonoamidu 91 (0,310 g). Wydajnos¢: 44%; t.t. 275-276°C (etanol); IR (KBr):
3070 (v Car-H); 2868 (v C-H); 1639 (v C=N); 1542 (6 N-H); 1457 (v C=C); 1240 (5 C-
H); 993 (y C-H) cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 1,98-1,99 (m, 4H, CH>); 3,33-
3,36 (m, 4H, CH»); 6,57-6,58 (m, 1H, pirydyna); 7,24 (s, 1H, pirydyna); 8,22 (d, 1H,
pirydyna, J=6 Hz); 8,72 (d, 2H, pirazyna, J=24 Hz); 9,31 (s, 1H, pirazyna) 15,50 (szs, 1H,
NH) ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-ds): § 25,35 (2C); 47,39 (2C); 104,55 (2C);
108,45; 143,24 (2C); 144,96 (2C); 145,17; 149,50; 152,46; 161,97 ppm; Analiza
elementarna dla CisHisN7 (293,14) wartosci obliczone: C, 61,42; H, 5,15; N, 33,43;
wartosci zmierzone: C, 61,53; H, 5,49; N, 33,37.

{4-[2-(5-Pirazyn-2-ylo)-4H-1,2,4-triazol-3-ylo]pirydyn-4-ylomorfolina (96)

Reakcja N’-[amino(4-morfolinopirydyn-2-ylo)metyleno]pirazyn-2-karbo-
hydrazonamidu 92 (0,326 g). Wydajnosc¢: 42%; t.t. 277-278°C (metanol-woda 1:1); IR
(KBr): 3062 (v Car-H); 2863, 2781 (v C-H); 1519 (8 N-H); 1437 (v C=C); 1140, 1022 (&
C-H); cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 3,28-3,30 (m, 4H, CH>); 3,70-3,73 (m, 4H,
CH»); 6,89-6,91 (m, 1H, pirydyna); 7,11 (s, 1H, pirydyna); 8,35 (d, 1H, pirydyna, J=6
Hz); 8,78 (d, 2H, pirazyna, J=12 Hz); 9,36 (s, 1H, pirazyna); 15,47 (s, 1H, NH) ppm;
Analiza elementarna dla CisHisN7O (309,13) wartosci obliczone: C, 58,24; H, 4,89;
N, 31,70; warto$ci zmierzone: C, 58,05; H, 5,09; N, 31,37.

5.1.11. Ogolna metoda syntezy pochodnych iminowych 97-112

1 mmol odpowiedniego amidrazonu (25-28) rozpuszczono w 3 ml metanolu, po
czym dodano 0,2 ml kwasu octowego. Nast¢gpnie dodano 1 mmol heterocyklicznego
metyloketonu i ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 1 h. Po zakonczeniu ogrzewania

mieszaning reakcyjng wylano na 16d i zalkalizowano 10% NaOH. Wytragcony osad
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odsaczono, suszono na powietrzu oraz oczyszczano poprzez krystalizacje lub

chromatografi¢ kolumnowa.
4-Fenoksy-N’-[1-(pirazyn-2-ylo)etylideno]pikolinohydrazonamid (97)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) z acetylopirazyng
(0,126 g). Wydajnos¢: 72%; t.t. 157-158°C (metanol-woda 1:1); IR (KBr): 3454, 3316
(v N-H); 3047 (v Car-H); 1618 (v C=N); 1560 (6 N-H); 1489, 1466 (v C=C); 1242 (Vas.
C-0-C); 1012, 943 (5 C-H), 838, 778, 692 (y C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 6 2,36 (s, 3H, CH3); 7,10 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,23-7,56 (m, 7H,
2NH-+5ArH); 7,78 (s, 1H, pirydyna); 8,53 (m, 3H, 2pirazyna+tpirydyna); 9,69 (s, 1H,
pirazyna) ppm; Analiza elementarna dla CigHisNeO (332,14) wartos$ci obliczone:

C, 65,05; H, 4,85; N, 25,29; wartosci zmierzone: C, 65,00; H, 4,79; N, 25,30.
4-Fenylotio-N-[1-(pirazyn-2-ylo)etylideno|pikolinohydrazonamid (98)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 g) z acetylopirazyng
(0,126 g). Wydajnos¢: 63%; t.t. 130-131°C (metanol-woda 1:1); IR (KBr): 3472, 3332
(v N-H); 3039 (v Car-H); 1620 (v C=N); 1573, 1510 (3 N-H); 1465, 1401 (v C=C); 1011
(8 C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dy): & 2,29 (s, 3H, CH3); 7,22-7,25 (m, 3H,
pirydyna+2NH); 7,59-7,63 (m, SH, ArH); 7,87 (s, 1H, pirydyna); 8,45 (d, 1H, pirazyna,
J=5Hz); 8,58 (d, 2H, pirazyna, J= 6Hz); 9,68 (s, 1H, pirydyna) ppm; Analiza elementarna
dla CisHisNeS (348,12) wartosci obliczone: C, 62,05; H, 4,63; N, 24,12; wartos$ci
zmierzone: C, 61,98; H, 4,61; N, 24,07.

N’-[1-(Pirazyn-2-ylo)etylideno]-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamid (99)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g)
z acetylopirazyng (0,126 g). Wydajno$¢: 63%; t.t. 219-220°C (metanol); IR (KBr): 3451,
3306 (v N-H); 2963, 2851 (v C-H); 1605 (v C=N); 1581 (6 N-H); 1419, 1460 (v C=C);
1002 (8 C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,78 (t, 4H, CHa, J=6 Hz); 2,33
(s, 3H, CH3); 3,11-3,14 (m, 4H, CH>); 6,18 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 6,32
(szs, 2H, NH); 6,98 (s, 1H, pirydyna); 7,89 (d, 1H, pirazyna, J=6 Hz); 8,21-8,26 (m, 2H,
pirazyna+pirydyna); 9,17 (s, 1H, pirazyna) ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-ds):
8 12,96; 25,31 (2C); 47,29 (2C); 104,38; 109,00; 143,61; 143,76; 144,10, 148,64; 150,74;
151,95; 152,18; 157,13; 157,68 ppm; Analiza elementarna dla CisHi9N7 (309,17)
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wartos$ci obliczone: C, 62,12; H, 6,19; N, 31,69; wartoSci zmierzone: C, 62,04; H, 6,09;
N, 31,47.

4-Morfolino-N’-[1-(pirazyn-2-ylo)etylideno]pikolinohydrazonamid (100)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) z acetylopirazyng
(0,126 g). Wydajnosé: 42%; t.t. 204-205°C (metanol); IR (KBr): 3487, 3366 (v N-H);
2969, 2857 (v C-H); 1619 (v C=N); 1586 (5 N-H); 1510, 1468 (v C=C); 1248 (vas. C-O-
C); 1120 (vs. C-O-C); 992, 963 (8 C-H) cm’'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dy): & 2,49
(s, 3H, CH3); 3,31-3,33 (m, 4H, CH»); 3,73-3,75 (m, 4H, CH2); 6,98-7,01 (m, 3H,
pirydyna+2NH); 7,77 (s, 1 H, pirydyna); 8,28 (d, 1H, pirazyna, J=6 Hz); 8,58-8,62 (m, 2H,
pirydyna+pirazyna); 9,70 (s, 1H, pirazyna) ppm; Analiza elementarna dla CisHi9N7O
(325,17) wartos$ci obliczone: C, 59,06; H, 5,89; N, 30,13; wartosci zmierzone: C, 59,05;
H, 5,94; N, 30,19.

4-Fenoksy-N'-(1-(pirydyn-3-ylo)etylideno)pikolinohydrazonamid (101)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) z 3-acetylopirydyna
(0,115 ml). Wydajnos¢: 75%; t.t. 119-120°C (eter dietylowy); IR (KBr): 3419, 3311 (v N-
H); 1624 (v C=N); 1581, 1562 (6 N-H); 1489, 1442 (v C=C); 1243, 1202 (v C-O-C); 804,
694 (y C-H) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dp): § 2,34 (s, 3H, CH3); 7,03-7,08 (m, 3H,
pirydyna+2NH); 7,24 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,34 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 7,41 (dd, 1H,
pirydyna, J1=5 Hz, J,=3 Hz); 7,52 (t, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,74 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz);
8,34 (d, 1H, pirydyna, J=9 Hz); 8,53-8,56 (m, 2H, pirydyna); 9,16 (d, 1H, pirydyna, J=2
Hz) ppm; Analiza elementarna dla Ci9H17NsO (331,14) wartosci obliczone: C, 68,87;
H, 5,17; N, 21,13; wartosci zmierzone: C, 68,75; H, 5,13; N, 21,20.

4-Fenylotio-N’-[I-(pirydyn-3-ylo)etylideno|pikolinohydrazonamid (102)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 g) z 3-acetylopirydyng
(0,115 ml). Wydajnos¢: 56%; t.t. 134-135°C (metanol); IR (KBr): 3471, 3344 (v N-H);
3043 (v C-H); 1608 (v C=N); 1557, 1538 (6 N-H); 1463, 1416, 1357 (v C=C); 1008 (5 C-
H); 762, 701 (y C-H) cm’!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 2,28 (s, 3H, CH3); 7,15
(szs, 2H, NH); 7,24 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J»=3 Hz); 7,40 (dd, 1H, pirydyna, J;=3
Hz, J,=5 Hz); 757-7,58 (m, 3H, ArH); 7,65-7,66 (m, 2H, ArH); 7,84 (d, 1H, pirydyna,
J=2 Hz); 8,34 (d, 1H, pirydyna, J=8 Hz); 8,43 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 8,56 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz); 9,15 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz) ppm; Analiza elementarna dla
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C19H17N5sS (347,12) wartos$ci obliczone: C, 65,68; H, 4,93; N, 20,16; warto$ci zmierzone:
C, 65,57; H, 493; N, 20,25.

N’-[1-(Pirydyn-3-ylo)etylideno]4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamid (103)

Reakcja  4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g) =z
3-acetylopirydyng (0,115 ml). Wydajnos$¢: 69%; t.t. 200-202°C (metanol); IR (KBr):
3450, 3324 (v N-H); 2961, 2853 (v C-H); 2961, 2853 (v C-H); 1589, 1570 (3 N-H); 1492,
1460 (v C=C); 1003 (5 C-H); 819, 709, 656 (y C-H) cm’'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 6 2,06 (t, 4H, CH, J=6 Hz); 2,56 (s, 3H, CH3); 3,40-3,41 (m, 4H, CH>); 6,45-6,46
(m, 3H, pirydyna+2NH); 7,32 (dd, 1H, pirydyna, J1=5 Hz; J,=3 Hz); 7,52 (d, 1H,
pirydyna, J=2 Hz); 8,18-8,21 (m, 2H, pirydyna); 8,60-8,61 (m, 1H, pirydyna); 9,09 (d,
1H, pirydyna, J=2 Hz) ppm; '*C NMR (175 MHz, DMSO-ds): § 14,17; 25,32 (2C); 47,27
(2C); 104,03; 108,89; 123,72; 134,14; 134,81, 148,25; 148,58; 150,05; 150,95; 152,15;
156,13; 156,24 ppm; Analiza elementarna dla Ci7H20Ns (308,17) wartosci obliczone:
C, 66,21; H, 6,54; N, 27,25; wartosci zmierzone: C, 66,19; H, 6,46; N, 27,13.

4-Morfolino-N'-(1-(pirydyn-3-ylo)etylideno)pikolinohydrazonamid (104)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) z 3-acetylopirydyna
(0,115 ml). Wydajnos¢: 41%; t.t. 190-191°C (metanol-woda 1:1); IR (KBr): 3445, 3314
(v N-H); 2964, 2922, 2853 (v C-H); 1590, 1570 (6 N-H); 1484, 1444 (v C=C); 1252, 1125
(8 C-H); 991 (y C-H) cm™!; "H NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 2,49 (s, 3H, CH3); 3,31-
3,34 (m, 4H, CH); 3,74-3,76 (m, 4H, CH>); 6,94-6,98 (m, 3H, pirydyna+2NH); 7,42
(s, 1H, pirydyna); 7,74-7,75 (m, 1H, pirydyna); 8,27-8,35 (m, 2H, pirydyna); 8,57-8,58
(m, 1H, pirydyna); 9,18-9,19 (m, 1H, pirydyna) ppm; Analiza elementarna dla C17H20NcO
(324,17) wartosci obliczone: C, 62,95; H, 6,21; N, 25,91; wartosci zmierzone: C, 62,91;
H, 6,18; N, 25,79.

4-Fenoksy-N'-[1-(1H-indol-3-ylo)etylideno[pikolinohydrazonamid (105)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) z 3-acetyloindolem
(0,159 g). Wydajnos¢: 72%; t.t. 201-202°C (metanol); IR (KBr): 3499, 3379 (v N-H);
3058,2923 (v C-H); 1617 (v C=N); 1562, 1579 (8 N-H); 1488, 1443 (v C=C); 1241, 1201
(8 C-H); 740 (y C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dy): & 2,36 (s, 3H, CH3); 6,50
(szs, 2H, NH»); 7,04 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J»=3Hz); 7,10-7,17 (m, 2H, indol); 7,26
(d, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,33 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 7,41 (d, 1H, indol, J=9 Hz); 7,52 (t, 2H,
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ArH, J=7 Hz); 7,74 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 7,87 (s, 1H, indol); 8,38 (d, 1H, pirydyna,
J=7 Hz); 8,52 (d, 1H, indol, J=5 Hz); 11,48 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla
C22H19N50 (369,16) wartosci obliczone: C, 71,53; H, 5,18; N, 18,96; warto$ci zmierzone:
C,71,46; H, 5,16; N, 18,75.

4-Fenylotio-N’-[1-(1H-indol-3-ylo)etylideno]pikolinohydrazonamid (106)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 g) z 3-acetyloindolem
(0,159 g). Wydajnos¢: 75%; t.t. 149-150°C (metanol); IR (KBr): 3484, 3368 (v N-H);
3058, 2923 (v C-H); 1614 (v C=N); 1561, 1532 (& N-H); 1463, 1439 (v C=C); 742, 690
(y C-H) ecm™; "TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 2,30 (s, 3H, CH3); 6,80 (szs, 2H, NH>);
7,10-7,16 (m, 2H, ArH); 7,20 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J»=3 Hz); 7,40 (d, 1H, ArH,
J=9 Hz); 7,55-7,58 (m, 3H, ArH); 7,65-7,67 (m, 2H, ArH); 7,83 (s, 1H, pirydyna); 7,88
(d, 1H, ArH, J=3 Hz); 8,35 (d, 1H, ArH, J=6 Hz); 8,42 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 11,48
(s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C22Hi9NsS (385,14) wartosci obliczone:
C, 68,55; H, 4,97; N, 18,17; wartosci zmierzone: C, 68,55; H, 5,02; N, 18,21.

N’-[1-(1H-Indol-3-ylo)etylideno]-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamid (107)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g)
z 3-acetyloindolem (0,159 g). Wydajnos¢: 96%; t.t. 257-259°C (metanol-woda 1:1); IR
(KBr): 3484, 3354 (v N-H); 2921, 2853 (v C-H); 1601 (v C=N); 1592 (& N-H); 1534,
1459 (v C=C); 749 (y C-H) cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,97-1,98 (m, 4H,
CH>); 2,50 (s, 3H, CHs3); 3,32-3,33 (m, 4H, CH>); 6,54-6,58 (m, 3H, pirydyna+2NH);
7,11-7,17 (m, 2H, indol); 7,39-7,40 (m, 2H, indol); 7,87 (s, 1H, pirydyna); 8,15 (d, 1H,
indol, J=6 Hz); 8,40 (d, 1H, pirydyna, J=8 Hz); 11,45 (s, 1H, NH) ppm; Analiza
elementarna dla C0H22Ne (346,19) wartosci obliczone: C, 69,34; H, 6,40; N, 24,26;
wartosci zmierzone: C, 69,29; H, 6,34; N, 24,02.

N’-[1-(1H-Indol-3-ylo)etylideno]-4-morfolinopikolinohydrazonamid (108)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) z 3-acetyloindolem
(0,159 g). Wydajnosé: 71%; t.t. 134-136°C (metanol-woda 1:1); IR (KBr): 3156 (v N-H);
3043 (v Car-H); 2981, 2928 (v C-H); 1613 (v C=N); 1577, 1524 (6 N-H); 1492, 1439
(v C=C); 1242, 1177 (§ C-H); 941, 754, 607 (y C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 02,49 (s, 3H, CH3); 3,33-3,37 (m, 4H, CH»); 3,75-3,76 (m, 4H, CH»); 6,25 (szs, 1H,
NH); 6,76 (szs, 1H, NH); 6,96 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz); 7,10-7,17 (m, 2H, indol); 7,40
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(d, 1H, indol, J=8 Hz); 7,73 (s, 1H, pirydyna); 7,88 (s, 1H, indol); 8,26 (d, 1H, pirydyna,
J=6 Hz); 8,39 (d, 1H, indol, J=8 Hz); 11,46 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla
C20H22N60 (362,19) wartosci obliczone: C, 66,28; H, 6,12; N, 23,19; wartosci zmierzone:
C, 66,22; H, 6,08; N, 23,15.

4-Fenoksy-N'-[1-(tiofen-2-ylo)etylideno]pikolinohydrazonamid (109)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazonamidu 25 (0,228 g) z 2-acetylotiofenem
(0,107 ml). Wydajnos¢: 48%; t.t. 87-88°C (metanol); IR (KBr): 3494, 3376 (v N-H); 3073
(v Car-H); 1661 (v C=N); 1616, 1563 (5 N-H); 1415 (v C=C); 1273, 1244, 1201 (6 C-H);
941 (y C-H) cm™!; "H NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 2,43 (s, 3H, CH3); 6,85 (s, 1H, NH);
7,04-7,08 (m, 2H, NH+tiofen); 7,26-7,30 (m, 3H, pirydyna+2tiofen); 7,42 (t, 1H, ArH,
J=7 Hz); 7,52-7,59 (m, 4H, ArH); 7,84 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 8,56 (d, 1H, pirydyna,
J=6 Hz) ppm; Analiza elementarna dla CisHisN4SO (336,10) wartosci obliczone:
C,64,27; H, 4,79; N, 16,65; warto$ci zmierzone: C, 64,23; H, 4,88; N, 16,62.

4-Fenylotio-N'-[ I-(tiofen-2-ylo)etylideno[pikolinohydrazonamid (110)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazonamidu 26 (0,244 g) z 2-acetylotiofenem
(0,107 ml). Wydajnos¢: 49%; t.t. 166-168°C (faza ruchoma aceton-chloroform 1:1); IR
(KBr): 3496, 3377 (v N-H); 3055 (v Car-H); 2922 (v C-H); 1614, 1565 (6 N-H); 1466,
1425 (v C=C); 1023 (& C-H); 750, 691 (y C-H) cm'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dj):
02,26 (s, 3H, CH3); 6,50 (szs, 1H, NH); 6,90 (szs, 1H, NH); 7,09 (dd, 1H, tiofen, J1=1Hz,
J=4Hz); 7,22 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,47-7,48 (m, 1H, tiofen); 7,56-7,58
(m, 4H, 3ArH+tiofen); 7,64-7,65 (m, 2H, ArH); 7,80 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 8,42
(d, 1H, pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla CisH1sN4S2 (352,08) wartos$ci
obliczone: C, 61,34; H, 4,58; N, 15,90; wartosSci zmierzone: C, 61,23; H, 4,54; N, 15,78.

4-Pirolidyn-ylo-N’-[I-(tiofen-2-ylo)etylideno | pikolinohydrazonamid (111)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazonamidu 27 (0,205 g)
z 2-acetylotiofenem (0,107 ml). Wydajnos¢: 87%; t.t. 150-151°C (metanol); IR (KBr):
3467, 3324 (v N-H); 2962, 2854 (v C-H); 1595, 1572 (8 N-H); 1492, 1460 (v C=C); 1004
(8 C-H); 700 (y C-H) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dp): § 1,96-1,97 (m, 4H, CH>);
2,45 (s, 3H, CH3); 3,31-3,33 (m, 4H, CH); 6,36 (szs, 1H, NH); 6,56 (d, 1H, pirydyna,
J=3 Hz); 6,95 (szs, 1H, NH); 7,09 (t, 1H, tiofen, J=4 Hz); 7,35 (s, 1H, pirydyna); 7,47
(d, 1H, tiofen, J=3 Hz); 7,54 (d, 1H, tiofen, J=4 Hz); 8,13 (d, 1H, pirydyna, J= 6 Hz) ppm;
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Analiza elementarna dla CisHi9NsS (313,14) wartosci obliczone: C, 61,31; H, 6,11;
N, 22,34; wartosci zmierzone: C, 61,21; H, 6,07; N, 22,30.

4-Morfolino-N’-[1-(tiofen-2-ylo)etylideno]pikolinohydrazonamid (112)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazonamidu 28 (0,221 g) z 2-acetylotiofenem
(0,107 ml). Wydajnos¢: 67%; t.t. 115-116°C (faza ruchoma aceton-chloroform 1:1); IR
(KBr) 3437, 3398 (v N-H); 2923, 2857 (v C-H); 1632 (v C=N) 1588 (& N-H); 1470, 1446
(v C=C); 1255 (v C-O-C); 1128 (& C-H); 993 (y C-H) cm’'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 0 2,46-2,50 (m, 4H, CH»); 3,39 (t, 4H, CH», J=5 Hz); 3,75 (s, 3H, CHs); 6,32 (s, 1H,
NH); 6,75 (s, 1H, NH); 6,98 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J»=3 Hz); 7,10-7,12 (m, 1H,
tiofen); 7,49 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 7,55-7,56 (m, 1H, tiofen); 7,70 (d, 1H, tiofen, J=3
Hz); 8,26 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz) ppm; Analiza elementarna dla C1sHi9NsOS (329,13)
wartosci obliczone: C, 58,34; H, 5,81; N, 21,26; wartosci zmierzone: C, 58,05; H, 5,79;
N, 21,37.

5.1.12. Ogolna metoda syntezy 4-podstawionych pikolinianow metylu 113-116

Do 5 mmoli odpowiedniego nitrylu (1-4) dodano 40 ml metanolu i 1 ml (6,7
mmola) DBU. Mieszaning ogrzewano 4 h w temperaturze wrzenia. Po tym czasie
odparowano cz¢$¢ metanolu i dodano 15 ml rozcienczonego kwasu solnego (1:1). Catos¢
mieszano w temperaturze pokojowej przez 20 min. Po tym czasie roztwor zobojetniono
10% roztworem NaHCOs. Nastepnie przeprowadzono trzykrotng ekstrakcje chlorkiem
metylenu (3x10 ml). Otrzymany po ekstrakcji roztwor chlorku metylenu suszono MgSOs.
Rozpuszczalnik odparowano i dodano wody destylowanej. Wytracony osad odsgczono,

suszono 1 poddano rekrystalizacji.
4-Fenoksypikolinian metylu (113)

Reakcja 4-fenoksypikolinonitrylu 1 (0,980 g). Wydajnos¢: 99%,; t.t. 35-36°C
(etanol); IR (KBr) 1745 (v C=0) 1490, 1440 (v C=C); 1299 (v C-O-C); 1227, 1186 (5 C-
H); 803, 700 (y C-H) cm™; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 3,84 (s, 3H, CHs); 7,20
(dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,24 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,35 (t, 1H, ArH, J=7
Hz); 7,43 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 7,53 (t, 2H, ArH, J=7 Hz); 8,59 (d, 1H, pirydyna,
J=6 Hz) ppm; Analiza elementarna dla C13H11NO3 (229,07) wartosci obliczone: C, 68,11;
H, 4,84; N, 6,11; warto$ci zmierzone: C, 68,10; H, 4,84; N, 6,08.
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4-Fenylotiopikolinian metylu (114)

Reakcja 4-fenylotiopikolinonitrylu 2 (1,060 g). Wydajnos$¢: 62%; t.t. 47-48°C
(etanol); IR (KBr) 1717 (v C=0) 1572, 1434 (v C=C); 1298 (v C-O-C); 1140 (6 C-H);
752, 688 (y C-H) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 3,82 (s, 3H, CH3); 7,28 (dd,
1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,58-7,64 (m, 6H, 5ArH+pirydyna); 8,49 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla Ci;3H11NO2S (245,05) wartosci
obliczone: C, 63,65; H, 4,52; N, 5,71; warto$ci zmierzone: C, 63,62; H, 4,46; N, 6,02.

4-(Pirolidyn-1-ylo)pikolinian metylu (115)

Reakcja 4-pirolidynopikolinonitrylu 3 (0,865 g). Wydajnosc¢: 21%; t.t. 126-127°C
(etanol); IR (KBr) 2979, 2927 (v C-H); 1602 (v C=0) 1500, 1461, 1400 (v C=C); 1012
(8 C-H); 830 (y C-H) cm™!; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dp): § 1,94-1,96 (m, 4H, CH>);
3,29 (t, 4H, CHz, J=7 Hz); 3,83 (s, 3H, CH3); 6,98 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J>=3 Hz);
7,06 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 8,15 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz) ppm; Analiza elementarna
dla C11H14N202 (206,11) wartosci obliczone: C, 64,06; H, 6,84; N, 13,58; wartosci
zmierzone: C, 64,04; H, 6,80; N, 13,49.

4-Morfolinopikolinian metylu (116)

Reakcja 4-morfolinopikolinonitrylu 4 (0,945 g). Wydajnos¢: 21%; t.t. 105-106°C
(etanol); IR (KBr) 2969, 2848 (v C-H); 1735 (v C=0) 1596, 1445 (v C=C); 1308, 1121,
1106 (5 C-H); 992, 782 (y C-H) cm’!; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dp): § 3,38 (t, 4H,
CHa, J=6 Hz); 3,68-3,72 (m, 4H, CH>); 3,83 (s, 3H, CH3); 7,06 (dd, 1H, pirydyna, J;=2
Hz, J,=3 Hz); 7,45 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 8,25-8,29 (m, 1H, pirydyna) ppm; Analiza
elementarna dla C11H14N2O3 (222,10) wartosci obliczone: C, 59,45; H, 6,35; N, 12,60;
wartos$ci zmierzone: C, 59,52; H, 6,53; N, 12,58.

5.1.13. Ogolna metoda syntezy 4-podstawionych pikolinohydrazydow 117-120

5 mmoli estru metylowego odpowiedniego kwasu pikolinowego (113-116)
rozpuszczono w 5 ml etanolu, po czym dodano 1 ml (1,03 g, 20 mmola) 80% wodzianu
hydrazyny. Mieszaning reakcyjng ogrzewano 1 hw temperaturze wrzenia. Po
ochtodzeniu oddzielit si¢ osad, ktory odsaczono, suszono i rekrystalizowano

z odpowiedniego rozpuszczalnika.
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4-Fenoksypikolinohydrazyd (117)

Reakcja 4-fenoksypikolinianu metylu 113 (1,145 g). Wydajnos¢: 69%; t.t. 110-
111°C (etanol); IR (KBr) 3277 (v N-H); 1661 (v C=0) 1602, 1562 (5 N-H); 1524, 1489
(v C=C); 1245 (v C-O-C); 1205 (5 C-H); 927, 802, 694 (y C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 4,55 (s, 2H, NH>»); 7,13 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,22 (d, 2H,
ArH, J=7 Hz); 7,33-7,36 (m, 2H, ArH); 7,51-7,54 (m, 2H, ArH+pirydyna); 8,50 (d, 1H,
pirydyna, J=6 Hz); 9,91 (s, |H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C12H11N302 (229,09)
wartosci obliczone: C, 62,87; H, 4,84; N, 18,33; wartoSci zmierzone: C, 62,78; H, 4,84;
N, 18,31.

4-Fenylotiopikolinohydrazyd (118)

Reakcja 4-fenylotiopikolinianu metylu 114 (1,225 g). Wydajno$é: 56%; t.t. 99-
100°C (etanol); IR (KBr) 3302, 3197 (v N-H); 1665 (v C=0) 1574 (5 N-H); 1499, 1440
(v C=C); 1118 (8 C-H); 752, 687 (y C-H) cm™!; "H NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 4,53
(s, 2H, NH»); 7,22 (dd, 1H, pirydyna, J;=3 Hz, J,=2 Hz); 7,52-7,63 (m, 6H,
5ArH+pirydyna); 8,39 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 9,88 (s, 1H, NH) ppm; Analiza
elementarna dla C12H11N30S (245,06) wartosci obliczone: C, 58,76; H, 4,52; N, 17,13;
wartosci zmierzone: C, 58.,78; H, 4,62; N, 17,26.

4-(Pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazyd (119)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinianu metylu 115 (1,030 g). Wydajnos¢: 76%;
t.t. 149-150°C (etanol); IR (KBr) 3312, 3274 (v N-H); 2943, 2862 (v C-H); 1661 (v C=0)
1607, 1538 (5 N-H); 1508, 1482 (v C=C); 985, 940 (y C-H) cm™!; '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): 6 1,94-1,96 (m, 4H, CH>); 3,28-3,30 (t, 4H, CH», J=7 Hz); 4,50 (s, 2H, NH>);
7,09 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=3 Hz); 7,56 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 8,15 (d, 1H,
pirydyna, J=6 Hz); 9,66 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C10H14N4O (206,12)
wartosci obliczone: C, 58,24; H, 6,84; N, 27,17; wartosci zmierzone: C, 57,96; H, 6,79;
N, 27,25.

4-Morfolinopikolinohydrazyd (120)

Reakcja 4-morfolinopikolinianu metylu 116 (1,110 g). Wydajnos¢: 87%; t.t. 157-
158°C (etanol); IR (KBr) 3302, 3196 (v N-H); 1665 (v C=0) 1575 (6 N-H); 1499, 1474
(v C=C); 751, 687 (y C-H) cm™'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 3,32-3,34 (m, 4H,
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CHb»); 3,72 (t,4H, CHa, J=5 Hz); 4,51 (s, 2H, NH>); 6,96 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3
Hz); 7,41 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 8,20 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 9,67 (s, 1H, NH)
ppm; Analiza elementarna dla C10H14N4O> (222,11) wartos$ci obliczone: C, 54,04; H,
6,35; N, 25,21; wartos$ci zmierzone: C, 54,03; H, 6,32; N, 25,32.

5.1.14. Ogoélna metoda otrzymywania hydrazydowych pochodnych iminowych 121-
135

1 mmol hydrazydu (117-120), 1 mmol aldehydu heterocyklicznego oraz 10 ml
metanolu ogrzewano w temperaturze wrzenia przez 30 min. Mieszaning reakcyjng
ochtodzono i dodano eteru dietylowego. Odsaczono, a nastgpnie suszono wytragcony osad.

Produkt rekrystalizowano z odpowiedniego rozpuszczalnika.
"-Benzylideno-4-fenoksypikolinohydrazyd (121)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazydu 117 (0,229 g) z aldehydem benzoesowym
(0,106 ml). Wydajnos¢: 78%; t.t. 127-128°C (metanol-woda 1:1); IR (KBr): 3294, 3239
(v N-H); 3065 (v C-Har); 1678 (v C=0); 1573 (6 N-H); 1522, 1488 (v C=C); 1285 (6 C-
H); 757, 693 (y C-H) cm’!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 7,21 (dd, 1H, pirydyna,
1=3 Hz, J,=3 Hz); 7,26 (d, 2H, ArH); 7,36 (t, 1H, ArH, J=8 Hz); 7,43-7,48 (m, 4H, ArH);
7,54 (t, 2H, ArH, J=7 Hz); 7,68-7,70 (m, 2H, ArH+pirydyna); 8,59 (d, 1H, pirydyna, J=5
Hz); 8,64 (s, 1H, CH); 12,15 (s, 1H, NH) ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-dy):
6 110,32; 115,31; 121,46 (2C); 126,54; 127,66 (2C); 129,33 (2C); 130,70; 131,13 (2C);
134,72; 149,95; 151,08; 152,36; 153,67; 160,30; 166,11 ppm; Analiza elementarna dla
Ci9H15N302 (317,12) wartosci obliczone: C, 71,91; H, 4,76; N, 13,24; wartosci
zmierzone: C, 72,02; H, 4,79; N, 13,16.

N’-Benzylideno-4-fenylotiopikolinohydrazyd (122)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazydu 118 (0,245 g) z aldehydem benzoesowym
(0,106 ml). Wydajnos¢: 60%; t.t. 142-143°C (metanol); IR (KBr): 3262 (v N-H); 3053
(v C-Har); 1681 (v C=0); 1577 (8 N-H); 1529, 1489 (v C=C); 754, 691 (y C-H) cm™'; 'H
NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 7,30 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,44-7,45
(m, 3H, ArH); 7,58-7,59 (m, 3H, 2ArH+pirydyna); 7,64-7,69 (m, SH, ArH); 8,48 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz); 8,62 (s, 1H, CH); 12,11 (s, 1H, NH) ppm; 3C NMR (175 MHz,
DMSO-ds): 6 119,07; 123,49; 127,63 (2C); 128,35; 129,33 (2C); 130,70; 130,87; 130,95
(2C); 134,72; 135,64 (2C); 148,92; 149,88; 150,18; 152,22; 160,35 ppm; Analiza
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elementarna dla C19H15sN3SO (333,09) wartosci obliczone: C, 68,45; H, 4,53; N, 12,60;
wartosci zmierzone: C, 68,14; H, 4,38; N, 12,36.

N’-Benzylideno-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazyd (123)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazydu 119 (0,206 g) z aldehydem
benzoesowym (0,106 ml). Wydajnosé: 31%; t.t. >300°C (etanol); IR (KBr): 3271, 3248
(v N-H); 2999, 2965, 2855 (v C-H); 1668 (v C=0); 1602 (6 N-H); 1522, 1491 (v C=C);
980, 652 (y C-H) cm™'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,97 (t, 4H, CH,, J=6 Hz);
3,33-3,36 (m, 4H, CH>); 6,66 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=3 Hz); 7,18 (d, 1 H, pirydyna,
J=2 Hz); 7,45-7,46 (m, 3H, ArH); 7,69-7,71 (m, 2H, ArH); 8,20 (d, 1H, pirydyna, J=6
Hz); 8,61 (s, 1H, CH); 11,94 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C;7HisN4O
(294,15) wartos$ci obliczone: C, 69,37; H, 6,16; N, 19,03; wartosci zmierzone: C, 68,99;
H, 6,16; N, 18,93.

N’-Benzylideno-4-morfolinopikolinohydrazyd (124)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazydu 120 (0,222 g) z aldehydem benzoesowym
(0,106 ml). Wydajnos¢: 44%; t.t. 264-265°C (metanol); IR (KBr): 3264 (v N-H); 2920,
2892 (v C-H); 1669 (v C=0); 1597 (6 N-H); 1522, 1490, 1446 (v C=C); 1270 (v C-O-C);
11130 (& C-H); 992, 919, 767 (y C-H) cm™’; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 3,38
(t, 4H, CHz, J=5 Hz); 3,74 (t, 4H, CH», J=5 Hz); 7,06 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=3
Hz); 7,45-7,47 (m, 3H, ArH); 7,53 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 7,71 (t, 2H, ArH, J=6 Hz);
8,30 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,62 (s, 1H, CH) ppm; Analiza elementarna dla
Ci17H1sN4O> (310,14) wartosci obliczone: C, 65,79; H, 5,85; N, 18,05; wartosci
zmierzone: C, 65,80; H, 5,85; N, 18,00.

4-Fenoksy-N -(4-nitrobenzylideno)pikolinohydrazyd (125)

Reakcja  4-fenoksypikolinohydrazydu 117 (0,229 g) =z aldehydem
4-nitrobenzoesowym (0,151 g). Wydajnos¢: 63%; t.t. >300°C (dioksan); IR (KBr): 3282
(v N-H); 1693 (v C=0); 1567 (6 N-H); 1525 (vas NOz); 1342 (vs NO2); 884 (y C-H) cm’
I TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 7,24-7,27 (m, 3H, pirydyna+2ArH); 7,37 (t, 1H,
ArH, J=7 Hz); 7,50-7,56 (m, 3H, pirydyna+2ArH); 7,96 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 8,29
(d, 2H, ArH, J=8 Hz); 8,61 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,76 (s, I1H, CH); 12,45 (s, 1H,
NH) ppm; Analiza elementarna dla Ci19H14N4O4 (362,10) wartosci obliczone: C, 62,98;
H, 3,89; N, 15,46; wartoSci zmierzone: C, 62,60; H, 4,10; N, 15,07.
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4-Fenylotio-N-(4-nitrobenzylideno)pikolinohydrazyd (126)

Reakcja  4-fenylotiopikolinohydrazydu 118 (0,245 g) =z aldehydem
4-nitrobenzoesowym (0,151 g). Wydajnos¢: 37%; t.t. 236-238°C (dioksan); IR (KBr):
3307, 3261 (v N-H); 1665 (v C=0); 1580 (6 N-H); 1515 (vas NO2); 1346 (vs NO»); 753,
690 (y C-H) cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 7,33 (dd, 1H, pirydyna, J;=2 Hz,
J»=3 Hz); 7,58-7,61 (m, 3H, ArH); 7,66-7,68 (m, 3H, 2ArH+pirydyna); 7,95 (d, 2H, ArH,
J=9 Hz); 8,30 (d, 2H, ArH, J=9 Hz); 8,52 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 8,74 (s, 1H, CH);
12,44 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla Ci9Hi4N4O3S (378,08) warto$ci
obliczone: C, 60,31; H, 3,73; N, 14,81; wartosSci zmierzone: C, 60,15; H, 3,69; N, 14,53.

N’-(4-Nitrobenzylideno)-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazyd (127)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazydu 119 (0,206 g) z aldehydem
4-nitrobenzoesowym (0,151 g). Wydajnos¢: 26%; t.t. 215-216°C (metanol-woda 1:1); IR
(KBr): 3423, 3288 (v N-H); 1629 (v C=0); 1596 (& N-H); 1504 (vas NO2); 1326 (vs NO2);
919, 839, 750 (y C-H) cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,97 (t, 4H, CHz, J=6 Hz);
3,32-3,34 (m, 4H, CH>); 6,66 (dd, 1H, pirydyna, J,=2 Hz, Jo=3Hz); 7,18 (d, 1H, pirydyna,
J=2 Hz); 7,95 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 8,19 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,30 (d, 2H, ArH,
J=8 Hz); 8,73 (s, 1H, CH); 12,25 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C17H17NsO3
(339,13) wartosci obliczone: C, 60,17; H, 5,05; N, 20,64; wartosci zmierzone: C, 59,81;
H, 5,28; N, 20,98.

4-Morfolino-N’-(4-nitrobenzylideno)pikolinohydrazyd (128)

Reakcja  4-morfolinopikolinohydrazydu 120 (0,222 g) =z aldehydem
4-nitrobenzoesowym (0,151 g). Wydajnosé: 70%; t.t. 230-231°C (etanol); IR (KBr): 3447
(v N-H); 1574 (6 N-H); 1557 (vas NO2); 1378 (vs NO2); 1298, 1080 (6 C-H); 752, 544 (y
C-H) cm™'; "TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 2,63-2,65 (m, 4H, CH>); 3,54-3,56 (m, 4H,
CHb»); 7,98 (d, 1H, pirydyna, J=8 Hz); 8,17 (d, 2H, ArH, J=8 Hz); 8,31-8,38 (m, 3H,
2ArH+pirydyna); 8,74 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 8,80 (s, 1H, CH); 12,57 (s, 1H, NH)
ppm; Analiza elementarna dla Ci7H17Ns504 (355,13) warto$ci obliczone: C, 57,46; H,
4,82; N, 19,71; wartosci zmierzone: C, 57,45; H, 4,81; N, 19,53.
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4-Fenoksy-N -[(5-nitrotiofen-2-ylo)metyleno|pikolinohydrazyd (129)

Reakcja  4-fenoksypikolinohydrazydu 117 (0,229 g) z  5-nitro-2-
tiofenokarboksyaldehydem (0,157 g). Wydajnos¢: 72%; t.t. 229-231°C (etanol); IR
(KBr): 3310, 3268 (v N-H); 3105 (v C-Har); 1665 (v C=0); 1595 (8 N-H); 1540 (vas NO»);
1339 (vs NO2) cm; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 7,21-7,26 (m, 3H,
2ArH+pirydyna); 7,34-7,37 (m, 2H, tiofen+ArH); 7,51-7,55 (m, 3H, 2ArH+pirydyna);
8,10 (d, 1H, tiofen, J=4 Hz); 8,59 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 10,02 (s, 1H, CH); 12,61
(s, 1H, NH) ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-ds): § 110,64; 115,52; 121,43 (2C);
126,57; 130,24; 130,92; 131,07; 131,14 (2C); 143,02; 147,01; 151,18; 151,85; 153,62;
160,67; 166,11 ppm; Analiza elementarna dla C17H12N4O4S (368,06) wartosci obliczone:
C, 55,43; H, 3,28; N, 15,21; wartosci zmierzone: C, 55,49; H, 3,26; N, 14,91.

4-Fenylotio-N'-[(5-nitrotiofen-2-ylo)metyleno|pikolinohydrazyd (130)

Reakcja  4-fenylotiopikolinohydrazydu 118 (0,245 g) z  5-nitro-2-
tiofenokarboksyaldehydem (0,157 g). Wydajnos¢: 63%; t.t. 183-184°C (metanol-woda
1:1); IR (KBr): 3421 (v N-H); 3153 (v C-Ha); 2976-2855 (v -H); 1678 (v C=0); 1582
(8 N-H); 1540 (vas NO2); 1503, 1475 (v C=C); 1355 (vs NO3); 753 (y C-H) cm™!; TH NMR
(500 MHz, DMSO-dy): 6 7,32 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, Jo=3 Hz); 7,51 (d, 1H, tiofen,
J=5 Hz); 7,57-7,66 (m, 6H, SArH+pirydyna); 8,10 (d, 1H, tiofen, J=5 Hz); 8,50 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz); 8,80 (s, 1H, CH); 12,58 (s, 1H, NH) ppm; *C NMR (175 MHz,
DMSO-ds): 6 119,22; 123,67, 128,20; 130,15; 130,89 (3C); 135,60 (3C); 142,91; 146,98;
148,92; 149,63; 151,38; 152,33; 160,66 ppm; Analiza elementarna dla Ci7H12N403S>
(384,04) wartos$ci obliczone: C, 53,11; H, 3,15; N, 14,57; wartosci zmierzone: C, 53,25;
H, 3,21; N, 14,24.

N'-[(5-Nitrotiofen-2-yl)metyleno]-4-(pirolidyn-1-yl)pikolinohydrazyd (131)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazydu 119 (0,206 g) z 5-nitro-2-
tiofenokarboksyaldehydem (0,157 g). Wydajnos¢: 65%; t.t. 252-254°C (dioksan); IR
(KBr): 3184, 3084 (v C-Har); 2960, 2869 (v C-H); 1642 (v C=0); 1561 (& N-H); 1485,
1414 (v C=C); 1330 (vs NO») 1212, 1013 (5 C-H); 816, 774 (y C-H) cm™'; 'H NMR (500
MHz, DMSO-ds): & 1,98-1,99 (m, 4H, CH); 3,34-3,35 (m, 4H, CH>); 6,65 (dd, 1H,
pirydyna, J1=2 Hz, J,=4 Hz); 7,16 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 7,48 (d, 1H, tiofen, J=5 Hz);
8,11 (d, 1H, tiofen, J=4 Hz); 8,19 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,81 (s, 1H, CH); 12,41
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(s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla C;sH15N5O3S (345,09) wartosci obliczone:
C, 52,16; H, 4,38; N, 20,28; wartosci zmierzone: C, 51,97; H, 4,28; N, 20,16.

4-Morfolino-N’-[(5-nitrotiofen-2-ylo)metyleno|pikolinohydrazyd (132)

Reakcja  4-morfolinopikolinohydrazydu 120 (0,222 g) =z  5-nitro-2-
tiofenokarboksyaldehydem (0,157 g). Wydajnos¢: 65%; t.t. 214-216°C (metanol); IR
(KBr): 3252 (v N-H); 3086 (v C-Har); 2954 (v C-H); 1689 (v C=0); 1601 (3 N-H); 1516
(as NO2); 1339 (vs NO2) em™!; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 3,37-3,38 (m, 4H,
CH»); 3,72-3,73 (m, 4H, CH»); 7,07 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 7,50 (m, 2H,
tiofen+pirydyna); 8,10 (d, 1H, tiofen, J=4 Hz); 8,29 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 8,81
(s, 1H, CH); 12,49 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla CisHi5sN504S (361,08)
wartosci obliczone: C, 49,85; H, 4,18; N, 19,38; wartosci zmierzone: C, 49,57; H, 4,51;
N, 19,26.

4-Fenoksy-N'"-[(5-nitrofuran-2-yl)metyleno]pikolinohydrazyd (133)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazydu 117 (0,229 g) z 5-nitro-2-furaldehydem
(0,141 g). Wydajnos¢: 31%; t.t. 192-194°C (etanol-woda 1:1); IR (KBr): 3152, 3127 (v C-
Har); 1691 (v C=0); 1601 (8 N-H); 1585 (vas NO2); 1350 (vs NO>) cm™'; 'TH NMR (500
MHz, DMSO-dy): 6 7,25-7,27 (m, 3H, 2ArH+pirydyna); 7,36 (t, 1H, ArH, J=7 Hz); 7,45
(d, 1H, furan, J=4 Hz); 7,78 (d, 1H, furan, J=4 Hz); 7,54 (t, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,82 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz); 8,61-8,62 (m, 1H, pirydyna); 8,72 (s, 1H, CH); 12,67 (s, 1H, NH)
ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-dy): § 110,58; 114,46; 115,03; 115,65; 120,20; 121,38
(2C); 126,52; 131,09 (2C); 137,49; 150,49; 151,19; 151,85; 152,13; 160,71; 166,07 ppm;
Analiza elementarna dla Ci17H12N4Os (352,08) wartosci obliczone: C, 57,96; H, 3,43;
N, 15,90; warto$ci zmierzone: C, 58,01; H, 3,40; N, 15,88.

4-Fenylotio-N'-[(5-nitrofuran-2-ylo)metyleno]pikolinohydrazyd (134)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazydu 118 (0,245 g) z 5-nitro-2-furaldehydem
(0,141 g). Wydajnos¢: 49%; t.t. 219-221°C (dioksan-woda 1:1); IR (KBr): 3174 (v N-H);
1673 (v C=0); 1576 (& N-H); 1537 (vas NO2); 1503, 1471 (v C=C); 1352 (vs NO2); 1247
(v C-O-C); 759 (y C-H) cm™!'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 7,24 (d, 1H, furan, J=4
Hz); 7,33 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,58-7,7,60 (m, 3H, ArH); 7,64-7,67
(m, 3H, 2ArH+pirydyna); 7,77 (d, 1H, furan, J=4 Hz); 8,50 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz);
8,59 (s, 1H, CH); 12,63 (s, 1H, NH) ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-dy): & 115,02;
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115,64; 119,30; 123,74; 128,23; 130,90 (3C); 135,59 (3C); 137,43; 148,94; 149,56;
152,12; 152,35; 160,76 ppm; Analiza elementarna dla Ci7H12N404S (368,06) wartosci
obliczone: C, 55.43; H, 3.28; N, 15,21; wartos$ci zmierzone: C, 55,78; H, 3.42; N, 15,56.

N'-[(5-Nitrofuran-2-ylo)metyleno[-4-(pirolidyn- 1-yl)pikolinohydrazyd (135)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazydu 119 (0,206 g) z 5-nitro-2-
furaldehydem (0,141 g). Wydajnos¢: 42%; t.t. 183-184°C (metanol-woda 1:1); IR (KBr):
3421 (v N-H); 3153 (v C-Har); 2976-2855 (v -H); 1678 (v C=0); 1606 (8 N-H); 1506 (0as
NO2); 1353 (vs NO2); 1020 (5 C-H); 812 (y C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds):
0 1,98 (t, 4H, CH., J=6 Hz); 3,35 (t, 4H, CHz, J=6 Hz); 6,68 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz,
J>=3 Hz); 7,20-7,27 (m, 2H, pirydyna+furan); 7,79 (d, 1H, furan, J=5 Hz); 8,20 (d, 1H,
pirydyna, J=6 Hz), 8,60 (s, 1H, CH); 12,50 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla
Ci1sHi1sNsO4 (329,11) wartosci obliczone: C, 54,71; H, 4,59; N, 21,27; wartosci
zmierzone: C, 54,66; H, 4,94; N, 20,95.

4-Morfolino-N’-[(5-nitrofuran-2-ylo)metyleno|pikolinohydrazyd (136)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazydu 120 (0,222 g) z 5-nitro-2-furaldehydem
(0,141 g). Wydajnos¢: 41%; t.t. 227-229°C (metanol); IR (KBr): 3264 (v N-H); 1688
(v C=0); 1597 (8 N-H); 1533 (vas NO»); 1471 (v C=C) 1392 (vs NO2); 1263, 1119 (5 C-
H) cm™; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 3,38 (t, 4H, CH,, J=5 Hz); 3,73 (t, 4H, CHa,
J=5 Hz); 7,08 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz); 7,24 (d, 1H, tiofen, J=4 Hz); 7,54
(d, TH, pirydyna, J=2 Hz); 7,79 (d, 1H, tiofen, J=4 Hz); 8,30 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz);
8,60 (s, 1H, CH); NH poza zasiggiem widma; Analiza elementarna dla C;sHi5NsOs
(345,11) wartosci obliczone: C, 52,17; H, 4,38; N, 20,28; wartosci zmierzone: C, 52,11;
H, 4,35; N, 20,17.

5.1.15. Ogolna metoda otrzymywania 1,3,4-oksadiazolo-2(3H)tionow 137-140

4 mmole odpowiedniego hydrazydu (117-120) rozpuszczono w 16 ml etanolu.
Nastepnie 4 mmole (0,240 g) KOH rozpuszczono w 2,5 ml wody destylowanej. Oba
roztwory potaczono i dodano 0,350 ml CS.. Mieszaning ogrzewano w temperaturze
wrzenia przez 4 h. Po uplywie tego czasu odparowano potowe rozpuszczalnika i dodano
25 ml wody destylowanej. Mieszaning poreakcyjng zakwaszono kwasem octowym.
Wytragcony osad odsaczono, suszono na powietrzu 1 poddano rekrystalizacji

z odpowiedniego rozpuszczalnika.
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5-(4-Fenoksypirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tion (137)

Reakcja 4-fenoksypikolinohydrazydu 117 (0,916 g). Wydajnosé: 93%; t.t. 199-
200°C (dioksan-woda 1:1); IR (KBr): 3354 (v N-H); 3045 (v C-Ha); 2861 (v C-H); 1584
(6 N-H); 1510, 1485 (v C=C); 1340 (v C-O-C) 1238 (5 C-H); 943, 764, 688 (y C-H) cm"
; TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 7,17 (dd, 1H, pirydyna, J;=2 Hz, J,=3 Hz); 7,27
(d, 2H, ArH, J=8 Hz); 7,34-7,38 (m, 2H, ArH+pirydyna); 7,54 (t, 2H, ArH, J=8 Hz); 8,63
(d, 1H, pirydyna, J=5 Hz); 14,20 (szs, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla
Ci3HoN302S (271,04) wartosci obliczone: C, 57,55; H, 3,34; N, 15,49; wartoS$ci
zmierzone: C, 57,54; H, 3,35; N, 15,58.

5-(4-Fenylotiopirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tion (138)

Reakcja 4-fenylotiopikolinohydrazydu 118 (0,980 g). Wydajno$¢: 82%; t.t. 228-
229°C (dioksan-woda 1:1); IR (KBr): 3033 (v C-Hay); 2867, 2698, 2593 (v C-H); 1578
(8 N-H); 1337 (v C-O-C) cm™'; "TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 7,24 (dd, 1H, pirydyna,
1i=2 Hz, J»=4 Hz); 7,47 (d, 1H, pirydyna, J=4 Hz); 7,58-7,7,66 (m, 5H, ArH); 8,51 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz); 14,95 (szs, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla Ci3HoN30S>
(287,02) wartosci obliczone: C, 54,34; H, 3,16; N, 14,62; wartosci zmierzone: C, 54,30;
H, 3,02; N, 14,64.

5-[4-(Pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo]-1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tion (139)

Reakcja 4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazydu 119 (0,824 g). Wydajnos¢: 79%;
t.t. 109-110°C (etanol); IR (KBr) 1608, 1565 (6 N-H); 1357 (v C-O-C); 1241 (6 C-H);
799 (y C-H) cm™; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-dj): § 2,02 (t, 4H, CHa, J= 7 Hz); 3,50-
3,52 (m, 4H, CH>); 6,84 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, Jo=4 Hz); 7,36 (d, 1H, pirydyna, J=3
Hz); 8,11 (d, 1H, pirydyna, J=7 Hz) 11,10 (szs, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla
C11H12N4OS (248,07) wartosci obliczone: C, 53,21; H, 4,87; N, 22,56; wartosci
zmierzone: C, 53,00; H, 4,53; N, 22,58 .

5-(4-Morfolinopirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2 (3H)-tion (140)

Reakcja 4-morfolinopikolinohydrazydu 120 (0,888 g). Wydajnos¢: 51%; t.t. 253-
254°C (etanol); IR (KBr) 2952, 2882 (v C-H); 1606 (6 N-H); 1529, 1446 (v C=C); 1351
(v C-O-C); 1114 (8 C-H); 997,947 (y C-H) cm™'; "TH NMR (500 MHz, DMSO-dy): § 3,61-
3,66 (m, 4H, CH»); 3,71-3,75 (m, 4H, CH»); 7,19 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz; J,=5 Hz);,
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7,61 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 8,22 (d, 1 H, pirydyna, J=6 Hz); 10,50 (szs, 1H, NH) ppm;
Analiza elementarna dla C11H12N4O3S (264,07) wartosci obliczone: C, 49,99; H, 4,58;
N, 21,20; wartosci zmierzone: C, 49,97; H, 4,45; N, 21,36 .

5.1.16. Ogolna metoda otrzymywania hydrazydowych pochodnych
cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych 141-156

1 mmol odpowiedniego 1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionu (137-140) rozpuszczono
w 5 ml chlorobenzenu i dodano 1 mmol odpowiedniej aminy cyklicznej. Roztwor
ogrzewano w temperaturze wrzenia od 1 do 4 h. Nastgpnie mieszanin¢ poreakcyjng
ochtodzono i dodano 5 ml eteru dietylowego. Wytragcony osad odsaczono, suszono na

powietrzu i krystalizowano z odpowiedniego rozpuszczalnika.
4-Fenoksy-N - (pirolidyno-1-karbotioylo)pikolinohydrazyd (141)

Reakcja 5-(4-fenoksypirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionu 137 (0,271
g) z pirolidyng (0,080 ml). Czas reakcji: 1 h. Wydajnos¢: 30%; t.t. 145-146°C (etanol);
IR (KBr): 3100 (v N-H), 2962, 2870 (v C-H), 1644 (v C=0), 1577 (8 N-H), 1486, 1462
(v C=C), 1216 (v C-O-C), 875 (6 C-H) cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,71-1,73
(m, 2H, CH»), 1,79-1,82 (m, 2H, CH>), 2,96 (t, 2H, CH>, J=7 Hz), 3,46 (t, 2H, CH, J=7
Hz), 7,08 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=3 Hz), 7,23 (d, 2H, ArH, J=40 Hz), 7,32-7,37
(m, 2H, ArH+pirydyna), 7.52 (t, 2H, ArH, J=5 Hz), 8,10 (szs, 2H, NH) 8,50 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz) ppm; Analiza elementarna dla Ci7H1sN4+O2S (342,12) warto$ci
obliczone: C, 59,63; H, 5,30; N, 16,36; wartoSci zmierzone: C, 59,39; H, 5,33; N, 16,59

4-Fenylotio-N -(pirolidyno- 1-karbotioylo)pikolinohydrazyd (142)

Reakcja 5-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionu 138 (0,287
g) zpirolidyna (0,080 ml). Czas reakcji: 1,5 h. Wydajnos¢: 55%; t.t. 155-157°C
(metanol); IR (KBr): 3434 (v N-H); 3056 (v Car-H); 2967, 2870 (v C-H); 1680 (v C=0);
1578 (8 N-H); 1497 (v C=C); 765, 689 (y C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-dj):
0 1,22-1,24 (m, 4H, CHy); 3,52-3,53 (m, 4H, CH>»); 7,28-7,64 (m, 7H, 2pirydyna+5ArH);
8,46-8,47 (m, 1H, pirydyna); 9,45 (s, 1H, NH); 10,43 (s, 1H, NH) ppm; Analiza
elementarna dla C17H1sN4OS> (358,09) wartosci obliczone: C, 59,96; H, 5,06; N, 15,63;
wartosci zmierzone: C, 56,80; H, 4,80; N, 15,67.
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4-(Pirolidyn-1-ylo)-N -(pirolidyno- I-karbotioylo)pikolinohydrazyd (143)

Reakcja 5-[4-(pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo]-1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionu 139
(0,248 g) z pirolidyna (0,080 ml). Czas reakcji: 4 h. Wydajnos¢: 23%; t.t. 102-105°C
(etanol-eter dietylowy 1:1); IR (KBr): 3481, 3323 (v N-H), 3142 (v C-Ha:), 2977, 2855
(v C-H), 1693 (v C=0), 1611 (5 N-H), 1513, 1398 (v C=C), 1136, 1012 (§ C-H) cm™!; 'H
NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 2,00-2,02 (m, 8H, CH>); 3,39-3,40 (m, 8H, CH>); 6,64
(dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=2Hz); 7,18-7,22 (m, 1H, pirydyna); 8,10-8,14 (m, 1H,
pirydyna); 10,10 (szs, 1H, NH); 10,79 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla
Ci1sH21NsOS (319,15) wartosci obliczone: C, 56,40; H, 6,63; N, 21,93; wartosci
zmierzone: C, 56,28; H, 6,70; N, 21,65.

4-Morfolino-N’-(pirolidyno-1-karbotioylo)pikolinohydrazyd (144)

Reakcja 5-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3 H)-tionu 140 (0,264
g) z pirolidyng 0,080 ml). Czas reakcji: 1 h. Wydajnos¢: 30% (etanol); t.t. 133-135°C; IR
(KBr): 3200 (v N-H), 2967, 2865 (v C-H), 1676 (v C=0), 1589 (6 N-H), 1498, 1447
(v C=C), 1122 (v C-0-C), 914 (6 C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 8 1,89-1,90
(m, 4H, CH>), 3,34-3,39 (m, 4H, CH>), 3,54-3,56 (m, 4H, CH>), 3,72 (t, 4H, CH, J=5
Hz), 7,03 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=3 Hz), 7,43 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz), 8,26
(d, 1H, pirydyna, J=6 Hz), 9,53 (s, 1H, NH), 10,33 (s, |H, NH) ppm; Analiza elementarna
dla Ci5H21NsO2S (335,14) wartosci obliczone: C, 53,71; H, 6,31; N, 20,88; wartosci
zmierzone: C, 53,70; H, 6,28; N, 20,84.

4-Fenoksy-N -(morfolino-4-karbotioylo)pikolinohydrazyd (145)

Reakcja 5-(4-fenoksypirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionu 137 (0,271
g) z morfoling (0,087 ml). Czas reakcji: 2 h. Wydajno$¢: 39%; t.t. 203-205°C (etanol); IR
(KBr): 3206 (v N-H), 3069 (v C-Har), 2969, 2856 (v C-H), 1684 (v C=0), 1584 (6 N-H),
1487, 1468 (v C=C), 1214 (v C-O-C), 1112 (5 C-H), 873 (y C-H) cm™!; '"H NMR (500
MHz, DMSO-dy): 6 3,61 (t, 4H, CHa, J=5 Hz), 3,82 (t, 4H, CH>, J=5 Hz), 7,20 (dd, 1H,
pirydyna, J1=3 Hz, J,=3 Hz), 7,25 (d, 2H, ArH, J=21 Hz), 7,35 (t, 1H, ArH, J=7 Hz), 7,39
(d, 1H, pirydyna, J=3 Hz), 7,51-7,54 (m, 2H, ArH), 8,57 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz), 9,98
(s, IH, NH), 10,59 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla Ci7HsN4O3S (358,11)
wartos$ci obliczone: C, 56,97; H, 5,06; N, 15,63; warto$ci zmierzone: C, 57,27; H, 4,89;
N, 15,69.
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4-Fenylotio-N’-(morfolino-4-karbotioylo)pikolinohydrazyd (146)

Reakcja 5-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3 H)-tionu 138 (0,287
g) z morfoling (0,087 ml). Czas reakcji: 1 h. Wydajnos¢: 98%; t.t. 162-163°C (etanol); IR
(KBr): 3167 (v N-H); 3046 (v Car-H); 2922, 2853 (v C-H); 1684 (v C=0); 1579 (6 N-H);
1495 (v C=C); 1311, 1114 (v C-O-C); 759, 693 (y C-H) cm!; 'H NMR (500 MHz,
DMSO-dy): 6 3,61 (t, 4H, CH», J=4 Hz); 3,81 (t, 4H, CH>, J=4 Hz); 7,29-7,30 (m, 1H,
pirydyna); 7,56-7,58 (m, 4H, 3ArH+pirydyna); 7,63-7,65 (m, 2H, ArH); 8,46 (d, 1H,
pirydyna, J=5 Hz); 9,94 (s, 1H, NH); 10,54 (s, 1H, NH) ppm; *C NMR (175 MHz,
DMSO-ds): & 48,84; 66,11 (2C); 118,61 (2C); 123,48; 128,37; 130,84; 130,93 (2C);
135,63 (2C); 149,18; 149,76; 152,11; 161,99; 183,09 ppm; Analiza elementarna dla
C17H18N402S,> (374,09) wartosci obliczone: C, 54,52; H, 4,85; N, 14,96; wartosci
zmierzone: C, 54,77; H, 4,77; N, 14,66.

N’-(Morfolino-4-karbotioylo)-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazyd (147)

Reakcja 5-[4-(pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo]-1,3,4-oksadiazolo-2(3 H)-tionu 139
(0,248 g) z morfoling (0,087 ml). Czas reakcji: 1 h. Wydajnos¢: 58%; t.t. 105-107°C
(metanol); IR (KBr): 2959, 2849 (v C-H), 1642 (v C=0), 1605 (6 N-H), 1505, 1434
(v C=C), 1106 (v C-O-C), 922 (& C-H) cm™'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 1,96
(t, 4H, CH», J=6 Hz), 3,31 (t, 4H, CH», J=7 Hz), 3,62 (t, 4H, CH>, J=5 Hz), 3,82 (t, 4H,
CHa, J=5 Hz), 6,62 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz), 7,09 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz),
8,15 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz), 10,04 (s, 1H, NH), 10,45 (s, 1H, NH) ppm; *C NMR
(175 MHz, DMSO-ds): 6 25,30 (2C), 47,37 (2C), 48,80 (2C), 66,11 (2C), 105,31, 109,46,
148,76, 149,52, 152,55, 162,70, 182,48 ppm; Analiza elementarna dla Ci5sH21NsO2S
(335,14) wartosci obliczone: C, 53,71; H, 6,31; N, 20,88; wartosci zmierzone: C, 53,59;
H, 6,29; N, 20,73.

N’-(Morfolino-4-karbotioylo)-4-morfolinopikolinohydrazyd (148)

Reakcja 5-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3 H)-tionu 140 (0,264
g) z morfoling (0,087 ml). Czas reakcji: 2 h. Wydajnos¢: 76% (metanol); t.t. 188-190°C;
IR (KBr): 3266, 3232 (v N-H), 2964, 2920, 2854 (v C-H), 1684 (v C=0), 1601 (6 N-H),
1527, 1449 (v C=C), 1257 (§ C-H), 1120 (v C-O-C), 992, 895 (y C-H) cm™’; '"H NMR
(500 MHz, DMSO-dp): 6 3,63 (t, 4H, CHz, J=5 Hz); 3,72-3,74 (m, 8H, CH>); 3,82-3,83
(m, 4H, CH»); 7,03-7,04 (m, 1H, pirydyna); 7,44 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz); 8,27 (d, 1H,
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pirydyna, J=6 Hz); 10,03 (s, 1H, NH); 10,46 (s, IH, NH) ppm; Analiza elementarna dla
Ci1sH21NsO3S (351,14) wartosci obliczone: C, 51,27; H, 6,02; N, 19,93; wartosci
zmierzone: C, 51,19; H, 5,97; N, 19,80.

4-Fenoksy-N -(piperydyno-I-karbotioylo)pikolinohydrazyd (149)

Reakcja 5-(4-fenoksypirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionu 137 (0,271
g) z piperydyna (0,098 ml). Czas reakcji: 3 h. Wydajnos¢: 50%; t.t. 132-133°C (toluen);
IR (KBr): 3051, 3009 (v C-Har), 2932, 2849 (v C-H), 1629 (v C=0), 1581, 1562 (5 N-H),
1498, 1465 (v C=C), 1818 (v C-O-C), 872 (6 C-H) cm’'; 'H NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 0 1,41-1,42 (m, 2H, CH>), 1,51-1,58 (m, 4H, CH>»), 2,92 (t, 2H, CH, J=6 Hz), 3,64
(t, 2H, CHz, J=6 Hz), 7,05 (dd, 1H, pirydyna, J1=2 Hz, J,=3 Hz), 7,23 (d, 2H, ArH, J=8
Hz), 7,33-7,35 (m, 2H, ArH+pirydyna), 7,52 (t, 2H, ArH, J=8 Hz), 8,48 (d, 1H, pirydyna,
J=5 Hz), 9,40 (szs, 2H, NH) ppm; Analiza elementarna dla CisH20N4O.S (356,13)
wartosci obliczone: C, 60,65; H, 5,66; N, 15,72; wartoSci zmierzone: C, 60,29; H, 5,63;
N, 15,61.

4-Fenylotio-N -(piperydyno-1-karbonotioylo)pikolinohydrazyd (150)

Reakcja 5-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3 H)-tionu 138 (0,287
g) z piperydyng (0,098 ml). Czas reakcji: 1 h. Wydajnosé: 13%; t.t.°C (metanol-woda
1:1); IR (KBr): 2935, 2854 (v C-H); 1672 (v C=0); 1575 (§ N-H); 1494 (v C=C) cm';
"H NMR (500 MHz, DMSO-dj): & 1,50-1,60 (m, 6H, CH>); 3,78-3,79 (m, 4H, CH>); 7,28
(d, 1H, pirydyna, J=4 Hz); 7,56-7,65 (m, 6H, 5SArH+pirydyna); 8,45 (d, 1H, pirydyna,
J=5Hz);9,78 (s, 1H, NH); 10,53 (s, IH, NH) ppm; Analiza elementarna dla Ci1sH20N4OS>
(372,11) wartos$ci obliczone: C, 58,04; H, 5,41; N, 15,04; wartosci zmierzone: C, 57,86;
H, 5,45; N, 14,94.

N’-(Piperydyno-1-karbotioylo)-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazyd (151)

Reakcja 5-[4-(pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo]-1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionu 139
(0,248 g) z piperydyna (0,098 ml). Czas reakcji: 1 h. Wydajnos¢: 41%; t.t. 156-157°C
(metanol); IR (KBr): 2927, 2842 (v C-H), 1635 (v C=0), 1603 (6 N-H), 1504, 1455
(v C=C), 1343, 1247 (5 C-H) cm™!; "TH NMR (500 MHz, DMSO-d): § 1,52-1,62 (m, 6H,
CH); 1,97-1,99 (m, 4H, CH»); 3,32-3,48 (m, 4H, CH»); 3,81-3,84 (m, 4H, CH>); 6,62
(d, 1H, pirydyna, J=3 Hz); 7,10 (s, 1H, pirydyna); 8,15 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz); 9,82
(s, 1H, NH); 10,40 (s, 1H, NH) ppm; Analiza elementarna dla CisH23Ns0S (333,16)
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wartosci obliczone: C, 57,63; H, 6,95; N, 21,00; warto$ci zmierzone: C, 57,56; H, 6,84;
N, 21,16.

4-Morfolino-N’-(piperydyno- 1-karbotioylo)pikolinohydrazyd (152)

Reakcja 5-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3 H)-tionu 140 (0,264
g) z piperydyna (0,098 ml). Czas reakcji: 2 h. Wydajno$¢: 69% (toluen); t.t. 108-110°C;
IR (KBr): 3497, 3388 (v N-H), 3185 (v C-Har), 2936, 2854 (v C-H), 1677 (v C=0), 1603
(8 N-H), 1497, 1443 (v C=C), 1263 (5 C-H), 1123 (v C-O-C), 992, 913 (y C-H) cm™'; 'H
NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6 1,52-1,62 (m, 6H, CH>), 3,33-3,35 (m, 4H, CH>), 3,72
(t, 4H, CHz, J=5 Hz), 3,81 (t, 4H, CH>, J=5 Hz), 7,02 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=3
Hz), 7,43 (d, 1H, CHa, pirydyna, J=1 Hz), 8,26 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz), 9,80 (szs, 1 H,
NH), 10,41 (s, 1H. NH) ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-ds): & 24,29; 25,75 (2C);
46,02 (2C); 49,56 (20C); 66,13 (2C); 106,23; 110,70; 149,49; 150,27; 156,24; 162,54;
181,51 ppm; Analiza elementarna dla CisH23Ns02S (349,16) wartosci obliczone:
C, 54,99; H, 6,63; N, 20,04; warto$ci zmierzone: C, 55,15; H, 6,94; N, 20,42.

4-Fenoksy-N-(4-fenylopiperazyno-1-karbotioylo)pikolinohydrazyd (153)

Reakcja 5-(4-fenoksypirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3H)-tionu 137 (0,271
g) z N-fenylopiperazyng (0,151 ml). Czas reakcji: 2 h. Wydajno$¢: 99%; t.t. 219-221°C
(etanol); IR (KBr): 2830 (v C-H), 1658 (v C=0), 1599, 1581 (6 N-H), 1488, 1443
(v C=C), 1215 (v C-O-C), 758, 691 (y C-H) cm™'; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 2,95-
2,96 (m, 2H, CHb»), 3,08-3,12 (m, 4H, CH>»), 3,77 (t, 2H, CH>, J=5 Hz), 6,78 (k, 1H, ArH,
J1=7 Hz, J,=8 Hz), 6,91-6,95 (m, 3H, ArH), 7,06 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=3 Hz),
7,18-7,24 (m, 4H, ArH), 7,33 (t, 1H, ArH, J=7 Hz), 7,37 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz), 7,52
(t, 1H, ArH, J=7 Hz), 8,50 (d, 1H, pirydyna, J=5 Hz), 2NH poza zasiegiem widma; '*C
NMR (175 MHz, DMSO-ds): 6 45,07, 47,13, 48,44, 48,83, 109,03, 113,75, 115,95,
116,02 (2C), 119,29, 119,59, 121,46, 126,29, 129,41 (2C), 131,06, 150,84, 151,54,
153,88, 154,55, 156,49, 165,86, 175,35 ppm; Analiza elementarna dla C23H23N502S
(433,16) wartosci obliczone: C, 63,72; H, 5,35; N, 16,15; wartosci zmierzone: C, 63,35;
H, 5,04; N, 16,44.

N’-(4-Fenylopiperazyno- I-karbonotionylo)-4-fenylotiopikolinohydrazyd (154)

Reakcja 5-(4-fenylotiopirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3 H)-tionu 138 (0,287
g) z N-fenylopiperazyng (0,151 ml). Czas reakcji: 1 h. Wydajno$¢: 95%; t.t. 125-127°C
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(metanol); IR (KBr): 3054 (v C-Har); 2827 (v C-H); 1644 (v C=0); 1598, 1573 (6 N-H);
1496, 1439 (v C=C); 1223 (5 C-H); 758, 691 (y C-H) cm™'; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 6 3,05 (t, 2H, CHa, J=5 Hz); 3,12 (t, 2H, CH>, J=5 Hz); 3,18 (t, 2H, CH», J=5 Hz);,
3,82 (t, 2H, CH», J=5 Hz); 6,75-6,82 (m, 1H, pirydyna); 6,93-6,95 (m, 3H, ArH); 7,17-
7,24 (m, 4H, ArH); 7,56-7,64 (m, 4H, 3ArH+pirydyna); 8,42 (d, 1H, pirydyna); 2NH
poza zasiegiem widma; ppm; *C NMR (175 MHz, DMSO-dy): & 44,29; 47,36 (2C);
48,66; 115,92; 116,23 (2C); 118,21; 119,99; 122,36; 128,68; 129,38; 129,49 (20);
130,67; 130,84; 135,53; 148,92; 151,06; 151,45; 151,57; 157,79; 177,16 ppm; Analiza
elementarna dla C23H23N4OS> (449,13) wartosci obliczone: C, 61,44; H, 5,16; N, 15,58;
wartosci zmierzone: C, 61,12; H, 5,29; N, 15,21.

N’-(4-Fenylopiperazyno- I-karbotioylo)-4-(pirolidyn-1-ylo)pikolinohydrazyd (155)

Reakcja 5-[4-(pirolidyn-1-ylo)pirydyn-2-ylo]-1,3,4-oksadiazolo-2(3 H)-tionu 139
(0,248 g) z N-fenylopiperazyng (0,151 ml). Czas reakcji: 1 h. Wydajnos¢: 52%; t.t. 214-
215°C (dioksan); IR (KBr): 3155 (v N-H), 2977, 2854 (v C-H), 1642 (v C=0), 1604 (5 N-
H), 1505, 1429 (v C=C), 1220 (§ C-H) cm’!; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & 1,08
(t, 4H, CHa, J=7 Hz), 3,19 (t, 4H, CH», J=6 Hz), 3,31-3,32 (m, 4H, CH»), 3,93 (t, 4H,
CHa, J=5 Hz), 6,59 (dd, 1H, pirydyna, J1=3 Hz, J,=3 Hz), 6,79 (t, 1H, ArH, J=7 Hz), 6,95
(d, 2H, ArH, J=8 Hz), 7,09 (d, 1H, pirydyna, J=2 Hz), 7.22 (t, 2H, ArH, J=8 Hz), 8,14
(d, IH, pirydyna, J=6 Hz), 10,00 (szs, 1H, NH), 10,75 (s, 1H, NH) ppm; Analiza
elementarna dla C21H26N6OS (410,19) wartosci obliczone: C, 61,44; H, 6,38; N, 20,47;
wartosci zmierzone: C, 61,23; H, 6,32; N, 20,29.

N’-(4-Fenylopiperazyno-I-karbotioylo)-4-morfolinopikolinohydrazyd (156)

Reakcja 5-(4-morfolinopirydyn-2-ylo)-1,3,4-oksadiazolo-2(3 H)-tionu 140 (0,264
g) z N-fenylopiperazyna (0,151 ml). Czas reakcji: 4 h. Wydajnosé: 99% (etanol); t.t. 197-
198°C; IR (KBr): 3309, 3192 (v N-H), 2961-2845 (v C-H), 1672 (v C=0), 1601 (3 N-H),
1499 (v C=C), 992 (§ C-H), 762 (y C-H) cm™!; 'TH NMR (500 MHz, DMSO-ds): § 3,22
(t, 4H, CH», J=5Hz), 3,34 (t, 4H, CH», J=5 Hz), 3,72 (t, 4H, CHa, J=5 Hz), 3,99 (t, 4H,
CHa, J=5 Hz), 6.80 (t, 1H, ArH, J=7 Hz), 6,97 (d, 2H, ArH, J=8 Hz), 7.03 (dd, 1H,
pirydyna, J1=3 Hz, J»=3 Hz), 7,23 (t, 2H, ArH, J=7 Hz), 7,44 (d, 1H, pirydyna, J=3 Hz),
8,26 (d, 1H, pirydyna, J=6 Hz), 10,04 (s, 1H, NH), 10,49 (s, 1H, NH) ppm; *C NMR
(175 MHz, DMSO-dy): 6 46,02 (2C), 48,09 (2C), 48,15 (2C), 66,13 (2C), 106,28, 110,72,
115,92 (2C), 119,59, 129,46 (2C), 149,50, 150,30, 150,93, 156,24, 162,57, 182,18 ppm;
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Analiza elementarna dla C21H26NsO2S (426,18) wartosci obliczone: C, 59,13; H, 6,14;
N, 19,70; wartosci zmierzone: C, 59,22; H, 6,03; N, 19,88.

5.2. Aktywnos¢ biologiczna

5.2.1. Aktywnos¢ przeciwgruzlicza

Zwiazki 9-24, 33-88, 93-112 oraz 141-156 zostaly przebadane klasyczng metoda
probowkowa polegajaca na sukcesywnym rozcienczaniu w modyfikacji Proskauera
i Becka na podtozu plynnym Youmansa z dodatkiem 10% surowicy bydlecej [148,149].
Zawiesiny bakteryjne przygotowano z 14-dniowych kultur wolno rosnacych szczepow
1z 48-godzinnych kultur szczepéw saprofitycznych [150]. Otrzymane zwigzki byty
rozpuszczane w glikolu etylenowym w stezeniu 10 mg/ml. Nastepnie przygotowywano
rozcienczenia w postgpie geometrycznym w pozywcee Youmansa. Inkubacje prowadzono
w temperaturze 37°C przez 21 dni. Warto$ci minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC)
okreslono jako minimalne st¢zenie, ktore hamuje wzrost badanych szczepow gruzlicy.
Jako probe kontrolng stosowano pozywke niezawierajaca testowanych zwigzkow.

Natomiast zwigzki 121-136 zostaty przebadane metoda mikrorozcienczen w 96
dotkowych plytkach mikrolitrowych stosujac bulion Middlebrook 7H9 wzbogacony
0 10% OADC (Oleic Albumin Dextrose Catalase) [151]. Roztwér podstawowy badanego
zwigzku byl przygotowywany w DMSO, a nastgpnie rozcienczany czterokrotnie
w bulionie Middlebrook 7H9 wzbogaconym o 10% OADC. Zwiazki rozcienczono
seryjnie w sterylnych 96-studzienkowych ptytkach do mikromiareczkowania, stosujac
100 pl pozywki bulionowej Middlebrook 7H9 z OADC. Testowane zwiazki byly badane
w stezeniach od 512 pg/ml do 0,0625 pg/ml. Na kazdej plytce zostaly takze
przygotowane proby kontrolne pozbawione substancji hamujacej wzrost oraz bez
inokulacji. Inkubacje prowadzono analogicznie jak we wcze$niejszej] metodzie
w temperaturze 37°C przez 21 dni. Po okresie inkubacji do kazdej studzienki dodano
30 pl roztworu blekitu Alamar, a nastgpnie inkubowano ptytke¢ ponownie przez 24 h.
Wzrost byt wskazywany przez zmiang¢ koloru z niebieskiego na r6zowy, a najnizsze
stezenie zwigzku, ktore zapobiegto zmianie koloru, odnotowano jako jego MIC
[152,153]. Do poréwnania zastosowano izoniazyd (INH) jako lek referencyjny (Hz7Rv
MIC=0,125 pg/ml; Spec. 210 MIC= 8 pg/ml).

Zastosowanie dwoch réznych metod bylo spowodowane zmiang procedury

badawczej w Instytucie Gruzlicy i Chorob Pluc w Warszawie.
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5.2.2. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa

Zwiazki zostaly przebadane metoda mikrorozcienczen z uzyciem bulionu
Mueller-Hintona oraz Mueller-Hintona z 5% lizowana krwia owcza w przypadku bakterii
wybrednych oraz niewybrednych lub bulionu Mueller-Hintona z 2% glukozy do wzrostu
grzybow. W pierwszym etapie rozpuszczone w DMSO zwigzki rozcienczano do stezenia
1000 pg/ml w podtozu odpowiednim dla bakterii lub grzyboéw. Nastepnie stosujac to
samo podtoze, wykonano seryjne dwukrotne rozcienczenia w celu uzyskania koncowych
stezen testowanych zwigzkow w zakresie od 0,98 do 1000 pg/ml. W sterylnych 96-
studzienkowych ptytkach mikrotitracyjnych umieszczono 200 pl odpowiedniego
rozcienczenia badanych pochodnych w pozywce bulionowej. Inokulg przygotowano ze
swiezymi hodowlami drobnoustrojéw w sterylnym 0,85% NaCl w celu dostosowania do
zmetnienia 0,5 wzorca McFarlanda, a nast¢pnie dodano 2 pl do studzienek, aby uzyskac
koncowa gestosé 1,5x10° jednostek tworzacych kolonie (CFU)/ml dla bakterii i 5x10*
CFU dla drozdzy. Plytki ze szczepami bakteryjnymi inkubowano w 35°C przez
24 h natomiast ze szczepami drozdzy w 30°C przez 48 h. MIC oceniano wizualnie jako
najnizsze stezenie wykazujace catkowite zahamowanie wzrostu szczepow
referencyjnych. Na kazdej mikroptytce umieszczono takze kontrolg DMSO: kontrolg
pozytywna (zawierajacg inokulum bez substancji testowanych) oraz kontrol¢ ujemna
(zawierajaca badane pochodne bez inokulum). Aby wyznaczy¢ minimalne stgzenie
bakteriobdjcze (MBC) badz minimalne st¢zenie grzybobdjcze (MFC) pobierano 10 ul
kultury drobnoustroju z kazdej studzienki, ktora wykazywata hamowanie wzrostu
1 nanoszono na ptytki agarowe. Plytki inkubowano w 35°C przez 24 h. MBC/MFC
okreslano jako najnizsze st¢zenie badanych zwigzkow, przy ktérym nie zaobserwowano
wzrostu mikroorganizmow. Ciprofloksacyna, wankomycyna oraz nystatyna byly

stosowane jako leki referencyjne.

5.2.3. Aktywnos¢ cytotoksyczna

Zwiazki byly rozpuszczane w DMSO do stezenia 20 mg/ml, a nastepnie
rozcienczane woda dejonizowanag w celu osiagniecia nastepujacych stezen 1, 5, 20 oraz
100 pg/ml. Askorbylofosforan magnezu (MAP) oraz czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF) byly stosowane jako kontrola pozytywna. Woda dejonizowana byta stosowana
jako kontrola negatywna. Ludzkie fibroblasty skorne (ATCC PCS-201-010) i mysie
komorki czerniaka B16-F10 (ATCC CRL-6475, Manassas, VA) wysiano w ilosci 6000
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komorek/studzienke na 96-studzienkowej plytce z wolnym od fenolu DMEM
uzupelionym 10% ptodowa surowicg bydlgca (FBS) 1 pozywka CnT-57 (Zen-Bio),
a nastgpnie dodano probki zwigzkoéw w trzech powtorzeniach. Kulture inkubowano przez
72 h. MTT (bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy, Sigma, St.
Louis, MO) dodano do hodowli komoérkowych pod koniec 72-godzinnego okresu
inkubacji. Inkubacj¢ prowadzono przez dodatkowe 2,5 h. Pozywki hodowlane nast¢pnie
odrzucono, a wewnatrzkomoérkowy produkt redukcji MTT, formazan, rozpuszczono
w izopropanolu. Sygnat kolorymetryczny proporcjonalny do liczby komoérek mierzono

spektrofotometrem BioRadmicroplate 3550-UV przy 550 nm.
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6. WNIOSKI

W ramach pracy doktorskiej otrzymano 156 pochodnych pikolinonitrylu, z czego
142 nie zostaly dotychczas opisane w literaturze. Struktury zwiazkéw zostaly
potwierdzone za pomocg spektroskopii IR, 'H NMR oraz analizy elementarnej. Dla
wybranych zwigzkéw analiza strukturalna zostata poszerzona o spektroskopie 1°C NMR.
Ponadto dla 3 zwigzkow wykonano analize¢ rentgenograficzng. Struktura zwigzku 12
zostata takze zbadana za pomocg temperaturowej spektroskopii 'H NMR.

Sposrdod otrzymanych zwigzkow 121 zostato przebadanych pod katem aktywnos$ci
przeciwgruzliczej na dwoéch szczepach M. tuberculosis. Badania
przeciwdrobnoustrojowe poszerzone o bakterie G(+), G(-) oraz drozdze zostaty
wykonane dla 28 pochodnych. Aktywnos$¢ cytotoksyczna zostala przebadana dla 16
amidrazonowych  pochodnych  cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych.  Dzigki
niniejszej pracy mozliwe bylto przeprowadzenie analizy zaleznosci struktura aktywnos¢
1 wylonienie elementéw strukturalnych kluczowych dla wystgpowania dziatania
tuberkulostatycznego.

W oparciu o uzyskane rezultaty sformuowano nastepujace wnioski:

1. Reakcja 4-podstawionych pirydynometyloiminoestrow (5-8) z cykloalkiloamino-
karbotiohydrazydami prowadzi do otrzymania pochodnych
cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych (9-24). Na podstawie analizy budowy
strukturalnej pochodnej 12 mozna stwierdzi¢, ze przyjmuje ona dwie formy
tautomeryczne, w ktérych proton moze wystgpowac przy atomie azotu N-2 badz
N-3. Proton ten tworzy wigzania wodorowe z atomem azotu N-2 obecnym
w uktadzie heterocyklicznym oraz atomem siarki S-1, co prowadzi do utworzenia
formy planarnej. Ponadto w krysztale zwiazek przyjmuje budowe¢ zwiterrionowg
gromadzac tadunek ujemny na atomie siarki S-1 oraz tadunek dodatni na atomie
azotu N-3.

2. W wyniku reakcji metyloiminoestrow (5-8) z hydrazyng lub metylohydrazyna
powstaja amidrazony (25-32). Analiza widma '"H NMR oraz energia calkowita
wyznaczona metodami chemii obliczeniowej $wiadcza, iz pochodna 25 przyjmuje
forme tautomeryczng imidu hydrazydowego.

3. Rekcja kondensacji amidrazondéw (25-32) z izotiocyjanianami doprowadzita do
syntezy pochodnych tiosemikarbazydowych (33-64) posiadajacych atom azotu

niebedacy elementem uktadu cyklicznego.

152



4. Stwierdzono, iz reakcja kondensacji amidrazonow (25-28) oraz hydrazydow
(117-120) z aldehydami zachodzi bez koniecznosci dodatku katalizatora
kwasowego. W wyniku tej reakcji powstaja zwiazki posiadajagce ugrupowanie
azometinowe (65-80, 121-136). Analiza rentgenograficzna wykazata, ze dzigki
wewnatrzczasteczkowym wigzaniom wodorowym pomiedzy protonami grupy
aminowej, a atomem azotu pier§cienia pirydyny i atomem azotu N-1 zwigzek 67
przyjmuje konformacje planarng.

5. Ortomroéwczan trietylu reaguje z amidrazonami (25-32) ulegajac cyklizacji do
pochodnych 1,2,4-triazolu (81-88). Pochodne triazolowe (93-96) powstaja takze
w wyniku dwuetapowej reakcji amidrazonéw (25-28) z metyloiminoestrami.
W pierwszym etapie zachodzi reakcja kondensacji z utworzeniem amido-azyny
(89-92), a nastepnie pod wplywem kwasu octowego dochodzi do zamknigcia
1utworzenia struktury cyklicznej. Wbrew zatozeniom, amidrazony (25-28)
w reakcji z heterocyklicznymi metyloketonami nie ulegaja reakcji cyklizacji,
a jedynie reakcji kondensacji tworzac zwigzki o budowie tancuchowej (97-112).
Strukture tych zwigzkow definitywnie potwierdzono analizg rentgenograficzng
wykonang dla zwigzku 102.

6. Reakcja hydrazydow (117-120) z trietyloaming (TEA), disiarczkiem wegla oraz
jodkiem metylu prowadzi do otrzymania pochodnej dimetylowej, a nie jak
oczekiwano pochodnej monometylowej. W zwigzku z tym zastosowano,
alternatywng metode syntezy cykloalkiloaminotiosemikarbazydow (141-156).
Odpowiednie hydrazydy poddano cyklizacji do oksadiazolotionow (137-140)
w wyniku reakcji z disiarczkiem wegla wobec wodorotlenku potasu
w mieszaninie wody i etanolu. Nastepnie pier§cien cykliczny zostal ponownie
otwarty w wyniku reakcji z aming cykliczna, dajac produkt koncowy o budowie
fancuchowe;.

7. Najwyzsza aktywnos$¢ tuberkulostatyczng wykazaty pochodne
cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe (9-24). Obecnos¢ pierScienia pirolidyny
oraz morfoliny przy tancuchu tiosemikarbazydowym pozytywnie wptywa na
wzrost aktywnos$ci przeciwpratkowej. Podstawnik fenylopiperazynowy nie jest
korzystny dla aktywnosci tuberkulostatycznej. Potwierdza to fakt, iz pochodne
posiadajace fenylopiperazyng¢ w swojej strukturze wykazywaly najnizsza
aktywno$¢. Stwierdzono, ze =zamiana aminy cyklicznej przy ‘lancuchu

tiosemikarbazydowym na alkiloaming powoduje spadek aktywnosci.
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10.

1.

12.

Podstawienie protonu grupy NH zwigzkow tiosemikarbazydowych grupa
metylowg rowniez powoduje znaczny spadek aktywno$¢, a wrecz jej zanik. Na
podstawie obliczen kwantowo-chemicznych stwierdzono, i1z w grupie
pochodnych tiosemikarbazydowych wraz ze wzrostem logP spada zdolnos¢ do
hamowania wzrostu pratkéw. Ponadto zwigzki posiadajace wysoki moment
dipolowy, wykazywaly wyzsza aktywnos$¢ tuberkulostatyczng. Zamiana grupy
aminowej na grup¢ karbonylowg skutkowala obnizeniem aktywnosci nawet 31

razy.

. Amidrazonowe oraz hydrazydowe pochodne iminowe wykazaly nizsza

aktywno$¢ niz pochodne cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe, co $wiadczy
o0 istotnym znaczeniu grupy tioamidowej na dziatanie przeciwgruzlicze. Wzrost
aktywnosci nastapit w przypadku obecno$ci ugrupowania S-nitrofurylowego oraz
pierscienia tiofenowego.

Cyklizacja z utworzeniem 1,2,4-triazolowych pochodnych pikolinonitrylu
spowodowata znaczny spadek aktywnosci.

Zwiazek 9 wykazal najwyzsza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg wobec
wybranego do badan panelu bakterii G(+), G(-) oraz drozdzy. Wykazat on takze
najwyzsza aktywno$¢ przeciwgruzlicza. A zatem stwierdzono, iz zwigzek 9 nie
wykazuje selektywnego dziatania wobec M. tuberculosis. Pochodne 15 oraz 16,
o bardzo dobrej aktywnos$ci przeciwgruzliczej, charakteryzowaly si¢ nizsza
aktywnos$cig hamujacg wzrost bakterii G(+) niz pratkéw gruzlicy. Stwierdzono,
iz badane zwigzki wykazywaly niska lub brak aktywnos$ci hamujacej wzrost
bakterii G(-) oraz drozdzy. Swiadczy to o duzej selektywnosci tych pochodnych.
Zaobserwowano, podobnie jak w przypadku aktywno$ci przeciwgruzliczej,
nizsza aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa pochodnych hydrazydowych niz ich
analogéw amidrazonowych.

Stwierdzono, ze pochodne o budowie 1,2,4-triazolu nie wykazujg aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wobec testowanych szczepow bakterii G(+), G(-),
drozdzy oraz M. tuberculosis.

Pochodne cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe o najwyzszej aktywnosci
tuberkulostatycznej 9, 13, 14, 15 1 16 wykazaly znikomg aktywno$¢
cytotoksyczng wobec linii komérkowej HDF oraz znaczaco silniej hamowaty

wzrost komorek nowotworowych niz nie zmienionych nowotworowo.
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13. Stwierdzono, ze zwigzek 15, ze wzgledu na bardzo dobra aktywno$¢
tuberkulostatyczng, znaczaco mniejszg aktywno$¢ wobec innych testowanych
drobnoustrojéw oraz dobry profil cytotoksyczny i1 brak zmian morfologicznych
w komorkach fibroblastow, wyrdznia si¢ na tle pozostatych zwiazkéw 1 jest

dobrym kandydatem do dalszych badan nad rozwojem lekow przeciwgruzliczych.
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7. STRESZCZENIE

Poszukiwanie nowych lekow przeciwgruzliczych jest nadal aktualnym tematem
badawczym ze wzgledu na rosnacg oporno$¢ Mycobacterium tuberculosis, pojawienie si¢
szczepow wielolekoopornych (MDR-TB) oraz szczepoéw o rozszerzonej opornosci
(XDR-TB). Co wigcej, nasilajace si¢ zjawisko migracji ludnos$ci skutkuje problemami nie
tylko w sektorze politycznym, spolecznym czy ekonomicznych, ale takze w sektorze
medycznym. Masowe przemieszczanie si¢ ludnosci tworzy realne zagrozenie
bezpieczenstwa epidemiologicznego wynikajgce m.in. z innej wirulentnosci oraz innych
wzorcoOw opornosci szczepéw bakteryjnych obecnych w krajach migrantow. Duzy
potencjal biologiczny polegajacy na hamowaniu wzrostu pratkéw gruzlicy
zaobserwowano w grupie pochodnych tiosemikarbazydowych oraz pochodnych
pirydyny. Analogiczng tendencje potwierdzit zespot badawczy Katedry 1 Zaktadu Chemii
Organicznej GUMed.

W czgsci teoretycznej scharakteryzowano izoniazyd i jego pochodne, a takze
zaprezentowano zwigzki o aktywnosci tuberkulostatycznej testowane w roznych fazach
badan klinicznych. Ponadto dokonano przegladu literaturowego na temat aktywnosci
przeciwpratkowe] zwigzkdéw posiadajgcych w swojej strukturze pierscien pirydyny oraz
fragment hydrazynokarbotioamidowy.

W niniejszej pracy doktorskiej zaprojektowano syntez¢ nowych pochodnych
pikolinonitrylu. Wséréd zaprojektowanych zwigzkéw znajdowaty si¢ pochodne o budowie
tiosemikarbazydowej, iminowej oraz 1,2,4-triazolu.

4-Chloropikolinonitryl posiadajagcy w swojej strukturze pierscien pirydyny
stanowit substrat wyjsciowy do zaprojektowanych syntez. W pierwszym etapie atom
chloru w pozycji C-4 pierscienia pirydyny zostat poddany reakcji podstawienia (1-4).
Podstawione pochodne pikolinonitrylu przeprowadzono w metyloiminoestry (5-8)
w obecnosci metanolu 1 DBU, badZ metanolu 1 sodu metalicznego. Nastgpnie w wyniku
reakcji  metyloiminoestrow z  cykloalkiloaminokarbotiohydrazynami  otrzymano
pochodne cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe (9-24) posiadajace  fragment
amidrazonowy. W celu otrzymania pozostalych pochodnych o budowie
tiosemikarbazydowej, metyloiminoestry w reakcji z hydrazyng lub metylohydrazyna
zostaly przeprowadzone w amidrazony (25-32), ktore nastepnie poddano reakcji
z odpowiednimi izotiocyjanianami (33-64). Kolejng seri¢ zwigzkow stanowity pochodne

iminowe (65-80), ktére otrzymano w wyniku kondensacji amidrazondéw z aldehydami.
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Zaprojektowano takze reakcje cyklizacji amidrazondéw lub metyloamidrazondéw
z ortomrowczanem trietylu, metyloiminoestrami oraz heterocyklicznymi
metyloketonami. Reakcje te mialy doprowadzi¢ do otrzymania pochodnych 1,2,4-
triazolu. Cyklizacja zudzialem ortomrowczanu trietylu oraz metyloiminoestrem
przebiegla zgodnie z zatozeniami (81-88, 93-96). Natomiast nie udalo si¢ otrzymac
produktéow o budowie cyklicznej w wyniku reakcji amidrazonéw z metyloketonami.
Efektem tej reakcji byly pochodne o budowie tancuchowej posiadajace ugrupowanie
azometinowe (97-112).

W celu otrzymania hydrazydowych analogéw pochodnych iminowych oraz
cykloalkiloaminotiosemikarbazydowych, iminoestry poddano kwasowej hydrolizie
przeksztalcajac je w estry (113-116). Nastepnie estry poddano reakcji z hydrazyna,
otrzymujac hydrazydy (117-120). Hydrazydy stanowity punkt wyjsciowy do pozostatych
syntez. W wyniku ich kondensacji z aldehydami otrzymano zwiazki o budowie iminowe;j
(121-136) bedace analogami uprzednio otrzymanych pochodnych iminowych, w ktorych
grupa aminowa jest zastapiona grupa karbonylowa. Ponadto hydrazydy zostaty poddane
reakcji cyklizacji z CS; w obecnosci KOH, tworzac odpowiednie oksadiazolotiony (137-
140). W wyniku ich reakcji z odpowiednig aming cykliczng pierscien heterocykliczny
ulegl otwarciu tworzac pochodne cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe posiadajace
w swojej strukturze grupe karbonylowa (141-156).

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono synteze 156 zwigzkoéw. Struktura
otrzymanych pochodnych zostata potwierdzona za pomoca spektroskopii IR, '"H NMR
oraz analizy elementarnej. Dla wybranych zwigzkéw analiza strukturalna zostala
poszerzona o spektroskopie '’C NMR, analize rentgenograficzng oraz widmo
temperaturowe 'H NMR.

Produkty koncowe zostaty poddane ocenie aktywnos$ci biologicznej pod katem
dziatania tuberkulostatycznego. Badanie zostalo przeprowadzone na dwoch szczepach
Mycobacterium tuberculosis: standardowym H37Rv oraz szczepie klinicznym
izolowanym od pacjentéw Spec. 210, ktory wykazat oporno$¢ wobec izoniazydu,
rifampicyny, etambutolu oraz kwasu p-aminosalicylowego. Amidrazonowe pochodne
cykloalkiloaminotiosemikarbazydowe wykazywaty najwyzsza aktywnos$¢
przeciwpratkowa. Pie¢ sposrod badanych zwigzkow wykazywato zdolno$¢ do
hamowania wzrostu bakterii (MIC 0,4-3,1 pg/ml) wyzsza lub poréwnywalng z lekiem

referencyjnym, jakim byt izoniazyd. Zaobserwowano, iz w tej grupie zwigzkow obecnos¢
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pierscienia morfoliny lub pirolidyny przy tancuchu tiosemikarbazydowym ma znaczny
wplyw na wzrost aktywnosci.

Dla amidrazonowych 1 hydrazydowych pochodnych cykloalkiloamino-
tiosemikarbazydowych wykonano réwniez poszerzone badania mikrobiologiczne wobec
panelu bakterii G(+), G(-) oraz drozdzy w celu sprawdzenia selektywnos$ci dzialania.
Cykloalkiloaminotiosemikarbazydy o budowie amidrazonowej zostaty takze przebadane
pod katem dziatania cytotoksycznego na linii komoérkowej fibroblastow ludzkiego
naskorka (HDF) oraz czerniaka mysiego (B16-F10).

Otrzymane wyniki pozwolity przeprowadzi¢ jakos$ciowa analiz¢ zaleznosci
struktura aktywnos$¢, okresli¢ elementy strukturalne odpowiedzialne za wystepowanie

aktywno$ci oraz wybra¢ grupe zwiazkow o najwyzszym potencjale tuberkulostatycznym.
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SUMMARY

The search for new antitubercular drugs is still a current research topic due to the
increasing resistance of Mycobacterium tuberculosis, the emergence of multidrug
resistant strains (MDR-TB) and extensively drug resistant strains (XDR-TB). Moreover,
the growing phenomenon of human migration results in problems not only in the political,
social or economical sector but also in the medical one. The mass movement of people
creates a real threat for epidemiological safety resulting from other virulence and
resistance patterns of bacterial strains present in migrant countries. In the group of
thiosemicarbazide and pyridine derivatives the high biological potential of inhibiting
growth of Mycobacterium tuberculosis was observed. The similar trend was confirmed
by the research team from the Department of Organic Chemistry at the Medical
University of Gdansk.

In the theoretical part isoniazid and its derivatives were characterized. Compounds
with tuberculostatic activity tested in various phases of clinical trials were also presented.
In addition, a literature review about antimycobacterial activity of compounds with
pyridine and hydrazinecarbothioamide moiety was conducted.

In the presented dissertation the synthesis of novel picolinonitrile derivatives was
designed. Derivatives with thiosemicarbazide, imine and 1,2,4-triazole structures
occurred among the designed compounds.

4-Chloropicolinonitrile possessing pyridine ring in its structure was a starting
substrate to designed syntheses. In the first step the chlorine atom at the C-4 position of
the pyridine ring underwent the substitution reaction (1-4). Substituted picolinonitrile
derivatives were converted into methyliminoesters (5-8) in the presence of methanol and
DBU or methanol and metallic sodium. Subsequently the
cycloalkylaminethiosemicarbazide derivatives (9-24) with amidrazone moiety were
obtained in the reaction between methyliminoesters and cycloalkylamino-1-
carbothiohydrazides. In order to obtain remaining compounds with thiosemicarbazide
moiety, methyliminoesters were converted in the reaction with hydrazine or
methylhydrazine to the amidrazones (25-32), which then reacted with appropriate
isothiocyanates (33-64). The next series of compounds were imine derivatives (65-80)
which were obtained by condensation of amidrazones with aldehydes.

The cyclization reactions of amidrazones or methylamidrazones with triethyl

orthoformate, methyliminoesters and heterocyclic methylketones were also designed.
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These reactions led to obtain the 1,2,4-triazole derivatives. Cyclization with triethyl
orthoformate and methyliminoester proceeded as predicted (81-88, 93-96). However, the
products with cyclic structure in the reaction between amidrazones and methylketones
were not obtained. The effect of these reactions were derivatives of chain structure
possessing an azomethine group (97-112).

In order to obtain hydrazide analogues of imine  and
cycloalkylaminethiosemicarbazide derivatives iminoesters were subjected to the acidic
hydrolysis reactions. These reactions transformed iminoesters into esters (113-116). Then
hydrazides (117-120) were received in the reaction between hydrazine and appropriate
esters. The hydrazides were the starting point for further syntheses. As the results of their
condensation with aldehydes compounds with imine structure (121-136) were obtained.
The compounds were analogues of previously obtained imine derivatives, in which the
amino group was replaced with a carbonyl group. Moreover, hydrazides were subjected
to the cyclization reactions with CS; in the presence of KOH to form oxadiazolothiones
(137-140). As a result of their reactions with the cyclic amines the heterocyclic rings were
opened to form cycloalkylaminethiosemicarbazide derivatives with a carbonyl group in
their structure (141-156).

As a part of this dissertation 156 compounds were synthesized. The structure of
obtained compounds were confirmed by IR, 'H NMR spectroscopy and elemental
analysis. For selected compounds the structural analysis was extended by *C NMR
spectroscopy, X-ray analysis and 'H NMR temperature spectra.

The final products have been evaluated for their antitubercular activity. The study
was conducted on two Mycobacterium tuberculosis strains: standard H37Rv and “wild-
type” strain isolated from patients Spec. 210, which is resistant against isoniazid,
rifampicin, ethambutol and p-aminosalicylic acid.

Amidrazone derivatives of cycloalkylaminethiosemicarbazide exhibited the
highest antimycobacterial activity. Five of the tested compounds have the ability to inhibit
mycobacterial growth (MIC 0,4-3,1 pg/mL) higher or comparable to the reference drug
isoniazid. It was observed that the presence of morpholine or pyrrolidine ring at the end
of thiosemicarbazide chain have substantial influence on the increase of antitubercular
activity of this group of compounds.

Extended microbiological assays against on bacteria G(+), G(-) and yeasts were
performed for amidrazone and hydrazide derivatives of

cycloalkylaminethiosemicarbazide to check their selectivity.
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Cycloalkylaminethiosemicarbazides with amidrazone moiety were also tested for their
cytotoxic activity on human dermal fibroblasts (HDF) and mouse melanoma cell line
(B16-F10).

Received results allowed to conduct the qualitative analysis of structure activity
relationship, determine the structural element significant for tuberculostatic activity and

select a group of compounds with the highest antitubercular potential.
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8. WYKAZ SKROTOW

ATCC - ang. American Type Culture Collection

B16-F10 - linia komorkowa czerniaka mysiego

CADD - komputerowo wspomagane projektowanie lekow

CIP - ciprofloksacyna

CRISPR - ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CSD — ang. Cambridge Structural Database

DBU - 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en

DMSO - dimetylosulfotlenek

DOTS - ang. directly observed treatment short-course

DprE1 - dekaprenylofosforylo-f-D-rybozo-20-epimeraza

ethA - gen kodujacy monoksygenaze

FAS 1II - syntaza kwasu thuszczowego 11

HDF - linia komodrkowa fibroblastéw ludzkiego naskorka

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci

ICso - stezenie hamujace w 50% wzrost komorek lub aktywno$¢ procesow
biologicznych

InhA - reduktaza enoilo-ACP

IRIS - zapalny zespo6t rekonstrukcji immunologiczne;j

IR - spektroskopia w podczerwieni

KatG - katalazo-peroksydaza

MBC - minimalne st¢zenie bakteriobojcze

MDR-TB — ang. multidrug resistant tuberculosis

MIC - minimalne st¢zenie hamujace

MmpL3 - mykobakteryjne biatko btonowe

MOTT — ang. mycobacteria other than tuberculosis

NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego

NYT - nystatyna

ORTEP - ang. Oak Ridge Thermal Elipsoid Plot, program komputerowy do
wykonywania rysunkow struktur krystalicznych

Ptp - biatka nalezace do fosfataz tyrozynowych

QcrB - podjednostka cytochromu bel

STAND - badanie kliniczne, ang. Shortening Treatments by Advancing Novel Drugs
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TEA - trietyloamina

TLC - cienkowarstwowa chromatografia cieczowa
VAN - wankomycyna

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia

XDR-TB - ang. extensively drug resistant tuberculosis
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