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Stosowane skroty i akronimy

amf B — (ang. Amphotericin B) — Amfoterycyna B

AMP — (ang. Aminopropylmorpholine) — N-(3-aminopropylo)morfolina

BZP — (ang. Benzylpiperazine) — benzylopiperazyna

CAT — (ang. Catalase) — gen kodujacy katalaze

CD95 — (ang. Cluser of Differentiation 95) — receptor $mierci

CLSI — (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute) — Instytut Standardéw Klinicznych
i Laboratoryjnych

COSY - (ang. Correlation Spectroscopy) — spektroskopia korelacyjna

CPX — (ang. Ciclopiroxolamin) — cyklopiroks

DFO - (ang. Deferoxamine) — deferoksamina

DMSO - (ang. Dimethyl Sulfoxide) — dimetylosulfotlenek

EGFR — kinaza tyrozynowa EGFR

EMCDDA (ang. European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction) — Europejskie
Centrum Monitorowania Narkotykow i Narkomanii

EPR — (ang. Electron Paramagnetic Resonance) — spektroskopia elektronowego rezonansu
paramagnetycznego

FTC — (ang. Flucytosine) — Flucytozyna

GPX — (ang. Glutathione Peroxidase) — peroksydaza glutationowa

H1 — receptor histaminowy H1

HAMP — (ang. Hepcidin Antimicrobial Peptide) — gen kodujacy hormon peptydowy —
hepcydyne

HBA — (ang. Hydrogen Bond Acceptor) — liczbg akceptorow wigzania wodorowego

HBD - (ang. Hydrogen Bond Donor) — liczbe donoroéw wigzania wodorowego

HMQC - (ang. Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) — heterojadrowa korelacja
z detekcja przejs¢ wielokwantowych

5-HT1A — receptor serotoninowy 1A

ICso — (ang. The half maximal Inhibitory Concentration) — potowa maksymalnego stezenia
hamujacego

INH — (ang. Isoniazid) — Izoniazyd

mCPP — (ang. m-chlorophenylpiperazine) — 1-(3-chlorofenylo)piperazyna

MIC — (ang. Minimum Inhibitory Concentration) — minimalne st¢zenie hamujace

99mTc — metastabilny izomer izotopu *Tc

10


https://www.google.pl/search?rlz=1C1AVFB_enPL764PL764&q=ciclopiroxolamin&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiz7Oq09OfZAhWEB5oKHWYRA2gQBQglKAA

MW — (ang. Molecular Weight) — masa czgsteczkowa

NCCLS - (ang. National Committee for Clinical Laboratory Standards) — Krajowy Komitet
Norm Klinicznych

NMR — (ang. Nuclear Magnetic Resonance) — spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego

PMS — (ang. phenazine methosulfate) — metosiarczan fenazyny

PS — (ang. Privileged Structures/Substructures) — uprzywilejowane struktury/podstruktury

QSAR - (ang. Quantitative Structure-Activity Relationship) — metoda projektowania
molekularnego, stuzgca znalezieniu nowych lekow

ROS — (ang. Reactive Oxygen Species) — reaktywne formy tlenu

RR — (ang. Ribonucleotide Reductase) — reduktaza rybonukleotydowa

SOD - (ang. Superoxide Dismutase) — dysmutaza ponadtlenkowa

Tf — (ang. Transferrin) — transferryna

TFMPP — (ang. 3-trifluoromethylphenylpiperazine) — 1-[3-(trifluorometylo)fenylo]piperazyna

TfR1 — (ang. Transferrin receptor 1) — receptor transferryny 1

TLC — (ang. Thin Layer Chromatography) — chromatografia cienkowarstwowa

tPSA — (ang. Topological Polar Surface Area) — wielko$¢ powierzchni polarnej czasteczki

TSC — (ang. Thiosemicarbazone) — tiosemikarbazon
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1. CEL i ZAKRES PRACY

Celem pracy byto projektowanie i synteza nowych tiosemikarbazondéw 0 potencjalnych
wilasciwosciach przeciwnowotworowych, przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych.
Analiza aktywnosci poszczegélnych zsyntezowanych zwigzkéw pozwolita okresli¢ relacje
miedzy budowa, a aktywnoscig otrzymanych zwigzkow.

W  szczegolnosci  przeanalizowalam  struktury oparte na 3-aminopirydyno-2-
karbaldehydzie, ktory jest podstawowym blokiem budulcowym wykorzystywanym w syntezie
Triapiny. Poniewaz jednak w literaturze panuje przekonanie, ze aktywno$¢ TSCs zwigzana
jest z ich lipofilowos$cig zaprojektowatam nowe pochodne, charakteryzujace si¢ obecnoscia
rozbudowanych podstawnikow aromatycznych. Zwigzki takie syntezowatam w poszukiwaniu
cech charakterystycznych dla wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowe;j.

Wspdlczesne metody projektowania lekéw wcigz nie sg wystarczajaco efektywne.
Jedng z przyczyn jest relatywnie niewielka dostepno$¢ danych dotyczacych szerokiego
spektrum  wlasciwoséci  biologicznych potencjalnych lekéw. Aktywnos$¢ biologiczna
tiosemikarbazonow jest szeroka. Zwiazki obejmujace funkcje TSCs badane byly w konteksScie
wielu potencjalnych aplikacji farmakologicznych. W tym kontekscie otrzymane zwiazki
poddano takze badaniu szerokiego spektrum aktywnosci biologiczne;.

Otrzymano zwigzki oparte na aldehydzie 5-bromosalicylowym, aldehydzie
salicylowym, 2-chinolinokarbaldehydzie, 2-chlorotioksantonie, 2,5-difluorobenzaldehydzie,
2,6-difluorobenzaldehydzie, dihydroksyacetonie, 2,4-dihydroksybenzaldehydzie,
2-fluorobenzaldehydzie, glikozydzie aldehydu salicylowego, 4-hydroksybenzaldehydzie,
8-hydroksychinolino-2-karbaldehydzie,  4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydzie,  ketonie
dipirydylowym, 2-nitrobenzaldehydzie, 4-nitrobenzaldehydzie, 3-pentanonie,

2-pirydynokarbaldehydzie, 2,4,6-trihydroksybenzaldehydzie.
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R =Glicyna R, = 2-nitrobenzyliden R,=H
Morfolina 4-nitrobenzyliden
Tiomorfolina 2-fluorobenzyliden
I-fenylopiperazyna 2-pirydylometyliden
4-fenylopiperydyna 2-chinolinometyliden
4-cyjanopiperydyna 2-hydroksybenzyliden
1-(2-pirydylo)piperazyna 4-hydroksybenzyliden
4-cykloheksylopiperazyna 2,5-difluorobenzyliden
1-(2-pirazynylo)piperazyna 2,6-difluorobenzyliden
1-[2-pirymidylo]piperazyna 2,4-dihydroksybenzyliden
1-(4-nitrofenylo)piperazyna 2,4,6-trihydroksybenzyliden
1-(4-fluorofenylo)piperazyna 2-(3-aminopirydylo)metyliden
1-(4-chlorofenylo)piperaz yna 8-hydroksychinolinometyliden
1-(4-bromofenylo)piperazyna S-bromo-2-hydroksybenzyliden
1-(4-cyjanofenylo)piperazyna 4-hydroksy-3-metoksybenzyliden
1-(difenylometylo)piperazyna 2-[(3,4,5-trihydroksy-6-hydroksymetylo)tetrahydropiran-2-yloksy] benzyliden
1-(4-metoksyfenylo)piperazyna
1-(3 4-dichlorofenylo)piperazyna R;; R, = 2-chlorotioksantyliden
1-piperazynokarboksylan tert-butylu L,3-dihydroksypropan-2-yliden
1-(d-trifluo rometylofenylo)piperazyna di(2-pirydylo)metyliden
1-(5-trifluo rometylo-2-pir vydynylo)piperazyna 3-pentyliden

1-]2-nitro-4-(trifluorometylo)fenylo] piperazyna
1-[3-chloro-5-(trifluorometylo)-2-pirvdylolpiperazvna
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2. CZESC LITERATUROWA

2.1. Wstep

Tiosemikarbazony (TSCs) od dtuzszego czasu badane sa pod katem ich wlasciwosci
biologicznych. Pierwsze doniesienia pochodza z poczatkéw XX wieku, a raporty dotyczace
ich zastosowan medycznych zaczely pojawiaé sie juz w latach 40-tych [1]. W 1946 roku
Domagk wraz ze wspotpracownikami opisat wlasciwosci przeciwbakteryjne TSC przeciwko
Mycobacterium tuberculosis (pratki gruzlicy) [2]. Tiosemikarbazonem szeroko stosowanym
W leczeniu gruzlicy w Afryce 1 Ameryce Potudniowej jest tiosemikarbazon
p-acetamidobenzaldehydowy, dostepny komercyjnie jako tioacetazon [3].

Pierwsze informacje o0 aktywnosci przeciwnowotworowej TSCs dotyczyly
tiosemikarbazonu 2-formylopirydynowego i jego aktywno$ci wobec biataczki, a pochodzity
21956 r. od Brockmana i wspotpracownikow [4]. Natomiast w latach 60-tych odkryto
wlasciwosci przeciwwirusowe tej klasy zwigzkoéw i po wielu badaniach doprowadzono do
komercjalizacji metisazonu (Marboran®) w leczeniu ospy [5]. w 1965 roku French
I wspolpracownicy sformutowali hipotezy dotyczace dzialania «o-(N)-heterocyklicznych
tiosemikarbazonow — stwierdzili oni, ze aktywne czasteczki sg skutecznymi chelatorami
metali. Maja one charakter tridentny, a lepszg aktywno$¢ mozna uzyskaé wprowadzajac do
struktur zwigzkow pierScienie aromatyczne [6]. Od czasu opisania przez Domagka
wilasciwosci TSCs, badano inne biologiczne wiasciwosci tych zwigzkow. Dziatanie
przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze tiosemikarbazonow lgczono ze zdolnoScig
chelatowania metali, ktore mikroorganizmy potrzebuja do prawidtowego funkcjonowania
i metabolizmu [7].

Obecnie obszary, w ktorych badane sa tiosemikarbazony to wielokierunkowe dziatanie
przeciwnowotworowe [8], przeciwbakteryjne [9],  przeciwutleniajace [10],
przeciwpierwotniakowe  [11],  przeciwdrgawkowe  [12],  przeciwzapalne  [13]
I przeciwwirusowe (rowniez przeciwko HIV) [14] — we wszystkich tych przypadkach ich
dziatanie zwigzane jest z interakcjg z jonami metali. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa TSCs
jest bardzo zroéznicowana i zalezy od typologii komoérek nowotworowych. Ta cecha jest
interesujgca, poniewaz wptywa na selektywno$¢. Niemniej jednak, obecno$¢ jonu metalu
w chelacie niemal zawsze zwigksza aktywnos$¢ biologiczng lub przyczynia si¢ do tagodzenia

skutkow ubocznych ich dziatania [6].
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Niestety wigkszos¢ tiosemikarbazonow i ich komplekséw jest silnie hydrofobowa,
aich niska rozpuszczalno$¢ w wodzie powoduje zasadnicze ograniczenia w potencjalnych

aplikacjach w farmacji, czy nawet badaniach biologicznych [15].

2.2. Rola zelaza w organizmie ludzkim

2.2.1. Homeostaza zelaza

Ludzki organizm do prawidlowego funkcjonowania potrzebuje odpowiedniej ilosci
makro- i mikroelementow. Jednym z niezbednych mikroelementow jest zelazo (stanowi
ok. 0.008% masy ludzkiego ciata), ktore podobnie jak inne §ladowe sktadniki mineralne musi
byé dostarczone do organizmu wraz z pozywieniem (norma — 18 mg/dobe). Zelazo to
wystepuje W dwoch formach: hemowej — w produktach pochodzenia zwierzecego np.
czerwonym migsie czy watrobie oraz niehemowej — w produktach pochodzenia roslinnego np.
roslinach stragczkowych, orzechach oraz w zoéltkach jaj [16]. Zelazo jest potrzebne
w przebiegu wielu bardzo zlozonych proceséw, ktore zachodza w organizmie na poziomie
molekularnym i sg niezbedne dla zycia ludzkiego np. produkcji krwinek czerwonych (proces
zwany krwiopatig), ale jest takze czeScig hemoglobiny (pigment krwinek czerwonych)
zwigzanej z transportem tlenu z pluc, przez tetnice, do wszystkich komorek ciata [17]. Jest
ono réwniez kluczowym sktadnikiem wielu enzymow, natomiast cze$¢ zelaza magazynowana
jest w watrobie, $ledzionie, nerkach, surowicy krwi oraz w szpiku kostnym w postaci
ferrytyny [16].

Stezenie zelaza w tkankach ciata musi by¢ regulowane precyzyjnie, poniewaz
nadmierna ilos¢ zelaza prowadzi do uszkadzania komorek w wyniku powstawania wolnych
rodnikdw. Zaburzenia metabolizmu Zelaza naleza do najczestszych probleméw zdrowotnych
ludzi i obejmuja szerokie spektrum chorob 0 réznym przebiegu klinicznym, poczawszy od
anemii, przez przecigzenie zelazem, az do choréb neurodegeneracyjnych. Molekularne
znaczenie regulacji zelaza w organizmie jest decydujace w identyfikacji przyczyn lezacych
U podstaw kazdej choroby oraz W zapewnieniu wiasciwej diagnostyki i leczenia [18].

Gdy organizm nie otrzymuje odpowiedniej ilosci zelaza, nie wytwarza odpowiedniej
ilosci hemoglobiny koniecznej dla zaspokojenia zapotrzebowania organizmu na tlen, co
skutkuje wystgpieniem stanu niedokrwistosci (anemii). Najczestszymi objawami sg:
zmeczenie, stabo$¢, blados¢ dioni i powiek. Leczenie polega na uzupehlianiu niedoboru
odpowiednimi suplementami diety [16]. Niedobor zelaza moze znaczaco wplywaé na
metabolizm komorkowy, zmieniajac ekspresje i/lub funkcje bialek, ktore sa kluczowe do

regulacji metabolizmu i oddychania komorkowego [19]. Zdarza si¢ rowniez sytuacja
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odwrotna — nadmiar zelaza W organizmie, czyli hemochromatoza, ktéra moze doprowadzi¢ do
marskosci watroby, cukrzycy, niewydolnosci serca, bolow brzucha 1 zapalenia stawow.
Leczenie polega na usuwaniu nadmiaru zelaza (a doktadnie krwi) z organizmu [16].
Hemochromatoza jest rowniez jedng z chorob zwigzanych z nowotworami wywolanymi
nadmiarem zelaza W organizmie. Trwate uszkodzenia hepatocytow zmniejszajg wytwarzanie
genu HAMP (gen kodujacy hormon peptydowy - hepcydyne), co sprzyja wchtanianiu zelaza
I osadzaniu si¢ go W watrobie. U pacjentow z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby
rowniez wystepuje zwigkszona ilo§¢ Fe w watrobie, co moze skutkowa¢ nowotworami
komorek watroby [20].

Regulacja ilosci zelaza odbywa si¢ za posrednictwem ferrytyny — biatka, ktore uwalnia

zelazo, gdy jest go niewiele we krwi oraz przechwytuje, gdy jest go nadmiar [16].

2.2.2. Hemoglobina i transport tlenu

Podstawowa funkcja hemoglobiny jest transport tlenu. Poniewaz tlen nie jest dobrze
rozpuszczalny w wodzie, ktora jest glownym sktadnikiem krwi, niezbgdne jest uzycie biatka
transportujacego tlen, aby umozliwi¢ jego ,,rozpuszczalno$¢”. Zelazo jest centralnym atomem
grupy hemowej — kompleksu metalicznego, ktory wiaze tlen czgsteczkowy w plucach
I przenosi go do wszystkich innych komodrek w organizmie, ktére potrzebuja go do
prawidtowego funkcjonowania np. komorek mig§niowych.

Gdy oddychamy, tlen z ptuc przechodzi przez cienko$cienne naczynia krwionosne
i dostaje si¢ do krwinek czerwonych, gdzie wigze si¢ z hemoglobing, przeksztalcajac ja
w oksyhemoglobing. Krew nastgpnie przechodzi przez ciato, az dotrze do komorek i tkanek,
ktore wymagaja tlenu do utrzymania ich procesow zyciowych. Komorki te sa bogate
w dwutlenek wegla, ktéry jest produktem ubocznym tych procesow. CO, zastgpuje stabo
zwigzany tlen i tworzy karbaminohemoglobine, ktora przemieszcza si¢ do krwioobiegu,
a nastgpnie Z powrotem do phuc, skad dwutlenek wegla jest usuwany i ponownie zastgpowany
przez tlen. O, i CO; wiazg si¢ odwracalnie z hemoglobing, natomiast niektore inne czasteczki
np. CO czy HCN sa wystarczajaco mate, aby zmiesci¢ si¢ W szczelinach biatka, tworzac
mocne wigzania z zelazem, co jest procesem nieodwracalnym, a jednoczes$nie zaburzajagcym
oddychanie i mogacym skutkowac $miercig organizmu.

Hemoglobina sktada si¢ z czterech jednostek mioglobiny potaczonych ze sobg
(tfancuchow polipeptydowych), z ktorych kazda zawiera jedna grupe hemu i jeden tancuch
biatkowy. Zelazo jest miejscem wigzania tlenu, a kazde moze wigzaé tylko jedna czasteczke

0O,, zatem kazda czgsteczka hemoglobiny jest zdolna do wigzania si¢ W sumie z czterema
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czgsteczkami tlenu, a jej struktura pozwala na petne obsadzenie tlenem w ptucach i stopniowe
rozprowadzanie go do tkanek [17].

Hem sktada si¢ z plaskiego, organicznego pierscienia otaczajacego atom zelaza.
Organiczng czgscig jest pierScien porfirynowy (pierscien tetrapirolowy) i jest podstawa wielu
innych istotnych czgstek biologicznych tj. chlorofil czy cytochrom [21]. Pier$cien zawiera
duza liczbe sprzezonych wigzan podwojnych, co pozwala czasteczce absorbowad $wiatto
w widzialnej czeSci widma. Atom Zzelaza i dotgczony tancuch biatkowy wptywajg na dlugosé
fali absorpcji i nadaja hemoglobinie charakterystyczny kolor. Oksygenowana hemoglobina
(plynagca W tetnicach) jest jasnoczerwona, natomiast bez obecnosci tlenu (ptyngca w zytach)
ma barwe¢ ciemnoczerwong [22]. Atom zelaza w hemie wigze si¢ z czterema atomami azotu
w $rodku pierécienia porfirynowego, ale pozostawia dwa wolne miejsca wigzania, po jednym
po obu stronach plaszczyzny hemu. Grupa hemu zlokalizowana jest w szczelinie czasteczki
mioglobiny i otoczona jest przez reszty niepolarne, z wyjatkiem dwoch polarnych histydyn
[23]. Jedno z wolnych miejsc wigzania zelaza ¥3czy si¢ Z jedng z tych histydyn, pozostawiajac
puste koncowe miejsce wigzania po drugiej stronie pierscienia dostepne do wigzania tlenu.
Druga histydyna sluzy do kilku celow — zmienia ksztalt szczelin tak, aby mate czasteczki
mogly wej$¢ W reakcje z atomem zelaza, a takze przyczynia si¢ do odwrdcenia reakcji, aby
tlen mogt zosta¢ uwolniony, gdy jest to wymagane [17].

Nie tylko hemoglobina, lecz réwniez inne biatka zawierajg grupy hemowe np.
mioglobina, ktora pobiera tlen z hemoglobiny i dostarcza go do komorek migsniowych, czy
cytochromy, ktére biorg udzial w transporcie elektronéw wzdluz tancucha oddechowego
(oddychanie komorkowe w mitochondriach). Réwniez biatka biorgce udziat w syntezie DNA
I podziale komdorkowym potrzebuja zelaza do ich prawidlowego funkcjonowania. Ponadto Fe
wykorzystywane jest do wytwarzania tkanek tacznych w ludzkim organizmie, niektorych
neuroprzekaznikbw W modzgu oraz jest niezbedne do prawidlowego utrzymania ukladu

odpornosciowego [16].

2.2.3. Enzymy zalezne od zZelaza

Ok. 70 % zelaza w organizmie zwigzane jest z hemoglobing w erytrocytach. Reszta
zZwigzana jest zZ innymi biatkami np. transferryng we krwi i ferrytyng w szpiku kostnym lub
jest przechowywana w innych tkankach ciata. Transferryna to beta-globulina regulujgca
stezenie jonow zelaza w o0soczu Krwi i transportujaca je do tkanek. Jedna czasteczka
transportuje dwa skompleksowane jony Fe**. Natomiast ferrytyna to biatko, ktore uwalnia

zelazo, gdy jest go niewiele we krwi oraz przechwytuje, gdy krew i tkanki majg zbyt wysokie
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jego stezenie [17]. Ferrytyna ma ksztalt wydrazonej kulki i w swojej sferze przechowuje
w minerale krystalicznym jony w stanie utlenienia Fe**, natomiast gdy organizm potrzebuje
zelaza, jest ono redukowane do stanu utlenienia Fe®*, solwatowane i uwalniane do krwi [16].
Ferrytyna zyje kilka dni — ciggla degradacja i ponowna synteza daje nowe, tatwo dostepne
w jej strukturze miejsca wychwytujace zelazo [24].

Kiedy czerwone krwinki obumieraja, ich Zelazo jest uwalniane i przenoszone przez
transferryng do szpiku kostnego 1 innych narzadow tj. watroba czy $ledziona. W szpiku
kostnym zelazo jest przechowywane i wykorzystywane do wytwarzania nowych krwinek
czerwonych.

Zelazo jest roéwniez zaangazowane W konwersje cukru we krwi do energii.
Metaboliczna energia ma kluczowe znaczenie dla sportowcow, poniewaz pozwala migsniom
na optymalne dziatanie podczas ¢wiczen lub wspdlzawodnictwa. Produkcja niektorych
enzymOw odgrywajacych istotng role przy produkcji nowych komorek, aminokwasow,
hormonow czy neuroprzekaznikdéw rowniez zalezy od zelaza.

Istniejg takze zalezne od obecnosci zelaza biatka magazynujace tlen — np. mioglobina,
ktora ma budowg¢ podobng do hemoglobiny, ale zawiera jedna jednostk¢ hemu i jeden tancuch
globinowy. Enzymy zawierajace zelazo — cytochromy, rowniez maja jedng grupe hemowa
I jeden tancuch globiny. Dziataja one jako no$niki elektronow w komorce, a ich struktury nie
pozwalajg na odwracalne taczenie si¢ i transport tlenu. Ich rolg w metabolizmie utleniajgcym
jest przenoszenie energii wewnatrz komorki, a konkretnie w mitochondriach. Inne kluczowe
funkcje enzymow zawierajacych zelazo (np. cytochrom P450) obejmuja syntez¢ hormondéw
steroidowych i kwasoéw zotciowych, detoksykacj¢ obcych substancji w watrobie oraz kontrole

sygnalow niektorych neuroprzekaznikow np. uktad dopaminy i serotoniny w moézgu [17].

2.3. Budowa tiosemikarbazonow

Pochodne semikarbazondéw 1 tiosemikarbazonow czgsto opisywane sg w literaturze
jako ligandy. W tym konteksécie ich wysoka aktywnos$¢ taczy si¢ z obecno$cig w ich
strukturach atomoéw azotu i tlenu lub siarki [25]. Zwlaszcza tiosemikarbazony uznawane sg za
wazng grupe ligandow donorowych atomow siarki dla jonow metali przejSciowych ze
wzgledu na ich mieszany twardo - migkki donorowy charakter i wszechstronne wiasciwosci
koordynacyjne. Kompleksy metali przejsciowych ztiosemikarbazonami  wzbudzaja
szczegblne zainteresowanie ze wzgledu na ich wlasciwosci farmakologiczne, ktére czgsto sa
znacznie wyzsze niz wolnych ligandow. Obserwacja ta zacheca do szczegdlowych badan

chemii koordynacyjnej TSCs [26].
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Chemia tiosemikarbazonéw budzi zainteresowanie ze wzgledu na ich roéznorodne
sposoby wigzania, obiecujgce whasciwosci biologiczne, roznorodno$é strukturalng i zdolnosé
do wykrywania jonow [27]. Aktywno$¢ tych zwigzkow jest silnie zalezna od rodzaju
pierscienia heteroatomowego i miejsca przytaczenia podstawnikow do pier§cienia, atakze
postaci ugrupowania tiosemikarbazonu [28]. Zainteresowanie budzi w szczegdlnosci
elastycznos¢ 1 selektywnos$é, ktore zaleza od centralnego atomu metalu oraz strukturalnego
podobienstwa do naturalnych substancji biologicznych. W tym kontekscie istotna rolg
odgrywa obecno$¢ grupy iminowej (-N=CH-), ktora czesto warunkuje aktywno$¢ biologiczng
potaczen [29].

Chelatacja metali przez tiosemikarbazony odbywa si¢ zwykle poprzez dysocjacje
kwasnego protonu, powodujac powstanie pigciocztonowego pierscienia chelatowego. Badania
nad tiosemikarbazonami in vitro, jak i in vivo, zaczely si¢ rozwija¢ wraz z odkryciem
istotnych  wiasciwoséci  antybakteryjnych, przeciwwirusowych, przeciwmalarycznych,
przeciwtradowych, a przede wszystkim przeciwnowotworowych tych ligandéw i niektorych
ich komplekséw metali [25].

Gdy  wstrukturze  tiosemikarbazonu

obecne jest dodatkowe miejsce donorowe D = |
(tj. -PR2, -NHp, -OH Iub —SH [30]), potaczone z O NN
Me
karbonylowym atomem wegla za pomoca N
S NH,

jednego lub dwoéch atoméw, zwykle nastepuje

koordynacja tridentna przez uktad DNS (Rys. 1.). Rys. 1. Prayidadowa struktura kompleksu DN
Takie systemy donorowe sg w stanie tworzy¢ nowe wlasciwosci stereochemiczne,
elektrochemiczne i elektroniczne otrzymanych kompleksow [31]. Oprocz chelatacji przez
tridentny uktad DNS, tiosemikarbazony mogg takze tworzy¢ mostek dla drugiego jonu metalu
poprzez atom siarki [32]. Np. tiosemikarbazon aldehydu salicylowego, pomimo obecnosci
tlenu fenolowego jako potencjalnego trzeciego donora, koordynuje si¢ jako ligand
dwukleszczowy NS — tworzacy raczej nietypowy czterokleszczowy pierscien chelatu [33].
Ten rodzaj wigzania wykazuja rowniez inne tiosemikarbazony. Tworzenie takiego pierscienia
chelatowego, pozostawia niewykorzystane, potencjalne miejsca donorowe, ktore
z powodzeniem moga =zosta¢ wykorzystane w syntezie interesujacych kompleksow
wielopierscieniowych [13,34]. Podczas gdy N-heterocykliczne tiosemikarbazony zwykle

koordynuja poprzez NNS donorowy uktad (Rys. 2.) [35], niektore tiosemikarbazony bedace
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heterocyklicznymi  lub  arylokarbonylowymi
pochodnymi koordynujg z metalami Cu (I), Cu
(1), Ru (1) i Pd (I1) poprzez azometinowy atom
azotu lub atom siarki [36,37].

Zaobserwowano, ze W kompleksie dodatni

tadunek metalu jest czeSciowo dzielony
z donorowymi atomami obecnymi w ligandach, ~R¥s- 2. Przykladowa struktura kompleksu NNS.
co moze powodowaé delokalizacj¢ m-elektronowa na caly chelat. Zwigksza to lipofilowy
charakter chelatu metalu i sprzyja jego przenikaniu przez warstwe lipidowa blon
komorkowych. Istnieja réwniez inne czynniki, ktore zwigkszaja aktywnos¢ m.in.
rozpuszczalno$¢ czy przewodnos¢ oraz dtugo$¢ wigzania pomigedzy metalem, a ligandem
[38].

Z prowadzonych badan wynika, ze najkorzystniejsze wilasciwosci wykazujg zwiazki
0 najwyzszej lipofilowosci, a takze te z tridentnymi miejscami wigzacymi NNS lub NNO.
Poniewaz TSCs wykazujace wysoka aktywnosc¢, sa takze dobrymi chelatorami zelaza sgdzi
si¢ powszechnie, ze ich aktywno$¢ zwigzana jest z ich zdolnoscia do wigzania
wewnatrzkomorkowego zelaza [39]. Wigksza lipofilowos¢ utatwia dyfuzje poprzez bogatg
w lipidy $ciang komorkows, zwigkszajac tym samym skuteczno$¢ tiosemikarbazonow.
Modyfikacja struktury TSC np. przez wprowadzenie grupy fenolowej redukuje drastycznie
lipofilowos¢ zwiazku, podobnie zastgpienie grupy hydroksylowej grupa aminowa zmniejsza
rowniez aktywno$¢ [40]. W rzeczywistosci niewiele wiadomo na temat mechanizméw
transportu btonowego chelatorow zelaza w komorkach ssakow. Wykazano, ze lipofilowos¢
liganda odgrywa kluczowa rolg¢ w ich poborze i aktywnosci. Ligandy hydrofilowe, takie jak
deferoksamina, wykazuja powolng absorpcje W Stosunku do chelatorow lipofilowych.
Stwierdzono bezposrednig korelacje miedzy zwigkszong lipofilowoscia, a wigkszg
skutecznos$cia chelatacji zelaza i aktywnos$cig antyproliferacyjng [41].

Tiosemikarbazony by mogty by¢ dobrymi lekami cytotoksycznymi musza spetniac
dwa wymogi. Po pierwsze musza by¢ w stanie przekracza¢c dwuwarstwe lipidowa. Nie
wiadomo dotad jak kompleksy wchtaniaja si¢ do komorek, czy przez prosta dyfuzje, przez
membrany, czy istnieje inny aktywny system transportowy. Zdecydowana wigkszo$¢ TSCs
jest czasteczkami 0 polarnej glowce (cze$¢é tiosemikarbazydowa) i aromatycznej czesci
hydrofobowej. Jesli jest to dyfuzja prosta, koordynacja orientuje ligandy lipofilowymi
I aromatycznymi cze$ciami na zewnatrz uktadu, w kierunku bton nadajac mu cechy niezbgdne

do przejécia prze nie, ponadto po skompleksowaniu kwasowo$¢ liganda wzrasta wraz ze
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stabilizacjg tadunku ujemnego przez jon metalu. Po drugie w komorce TSCs musza
wykazywa¢ cechy niezb¢dne do oddziatywania z niektorymi enzymami, szczegolnie tymi
istotnymi, ktére musza zosta¢ zniszczone. Jon metalu i ligand moga dziata¢ osobno, przy
czym pierwszy poprzez zmiany metalowej homeostazy wewnatrz komorki, a drugi poprzez
interakcje z enzymami.

Tiosemikarbazony wykazuja wysoka selektywnos$¢, przy czym niektére linie
komorkowe nowotwordow sa bardzo wrazliwe, a inne zupeklnie niewrazliwe na ten sam
zwigzek, o moze to by¢ dowodem przeciwko hipotezie o dyfuzji prostej [42].

Ferrari i wspotpracownicy W celu sprawdzenia roli podstawnikow w ligandzie
zsyntezowali  kompleksy — miedzi  (Il) z  N-podstawionymi  pirydoksalowymi
tiosemikarbazonami, mianowicie N1,N1-dimetylopirydoksalowym tiosemikarbazonem (K1),
N1,N2-dimetylopirydoksalowym tiosemikarbazonem (K2) i N1-etylopirydoksalowym
tiosemikarbazonem (K3). Aktywno$¢ biologiczng badano in vitro na liniach komorkowych
ludzkiej biataczki monoblastycznej U937, biataczki limfoblastycznej CEM i przewleklej
biataczki szpikowej K562. Kompleks K1 wykazal staba inhibicje proliferacji wobec
wszystkich trzech linii komorkowych, nie indukowat apoptozy i nie hamowat aktywnoS$ci
telomerazy. Kompleks K2 nie byt skuteczny w niskim st¢zeniu, natomiast W wysokich
dawkach byt toksyczny, a K3 hamowat wzrost komoérek linii CEM silniej niz K1, ale nie
wykazywat zadnego innego efektu biologicznego. Te wyniki wykazaty, ze tiosemikarbazony
dziataja w bardzo selektywny sposob w stosunku do réznych badanych linii komérkowych
[43].

2.4. Mechanizmy aktywnos$ci przeciwnowotworowej tiosemikarbazonéw

Nowotwory sa bardzo zlozonymi chorobami, ktére obejmuja narzady i tkanki
ludzkiego ciata. Ewolucja raka obejmuje liczne zjawiska molekularne i jest wyjatkowa
w przypadku kazdego, indywidualnego pacjenta. Kazdy nowotwor ma niepowtarzalne cechy,
etiologi¢, biologi¢ guza, sposoby progresji | przewidywana odpowiedz na leczenie. Jednak
wszystkie nowotwory maja podobne mechanizmy, ktére kontrolujag wzrost, rozwoj, przerzuty

i ich przezycie [44].
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Obecnie nie jest znany jeden powszechny mechanizm dziatania tiosemikarbazonow.
Cytotoksyczne mechanizmy dziatania tych chelatoréw obejmuja:
e zahamowanie dziatania reduktazy rybonukleotydowej — enzymu zawierajgcego zelazo,
uczestniczacego W etapie ograniczajacym szybkos¢ syntezy DNA,
e tworzenie kompleksow zelaza 0 dzialaniu redoks-aktywnym, ktoére wytwarzaja
reaktywne formy tlenu (ROS);
e ograniczenie ilo$ci zelaza poprzez chelatacje;

e zahamowanie dzialania topoizomerazy II [45].

2.4.1. Hamowanie reduktazy rybonukleotydowej

Inhibitory reduktazy rybonukleotydowej (RR) badane sg od ponad 30 lat zar6wno
w laboratorium jak i klinicznie. Pierwszym z nich byl hydroksymocznik badany w przypadku
nowotworow glowy i szyi oraz nowotworu szyjki macicy. Z biegiem lat wiele grup badato
stosowanie inhibitorow RR jako chemioterapeutykow samodzielnie lub jako dodatek do
powszechnie znanych czasteczek uszkadzajacych DNA, zwlaszcza w nowotworach
hematologicznych [46].

Reduktaza rybonukleotydowa sktada si¢ zdwoch podjednostek biatkowych.
Podjednostka R1 jest homodimerem ulegajacym ekspresji w cytoplazmie i zawiera miejsca
wigzace rybonukleotydy oraz allosteryczne miejsca efektorowe. Podjednostka R2 jest
heterodimerem sktadajacym si¢ z RNR2 i RNR4, ktora po aktywacji migruje z jadra do
cytoplazmy. R2 zawiera kompleks niechemowego zelaza z wolnym rodnikiem tyrozylowym
i ma zasadnicze znaczenie dla jej aktywnosci katalitycznej [47].

Aktywno$¢ reduktazy rybonukleotydowej jest niezbgdna do syntezy DNA przez
komorki 1 przemieszczania si¢ przez faz¢ S cyklu komorkowego, natomiast przedtuzone
narazenie na chelatory zelaza skutkuje zatrzymaniem G1/S [48]. Niedawno odkryto
alternatywna forme¢ podjednostki R2, ktéra stuzy do dostarczania deoksyrybonukleotydéw do
naprawy DNA w odpowiedzi na jego uszkodzenia. Cho¢ ta alternatywna forma jest wyrazona
na poziomie podstawowym w roéznych typach komorek, jej ekspresja jest znacznie
zwickszona przez biatko p53 i nazywa si¢ p53R2 [49]. Stwierdzono, ze p53R2 zawiera
centralny rodnik tyrozynowy stabilizowany przez zZelazo. P53 jest krytycznym regulatorem
cyklu komorkowego, ktory normalnie dziata, aby stymulowaé¢ naprawg DNA, powodowaé
zatrzymanie cyklu komorkowego w G1 /S lub wywoltywac apoptoze [50].

Sartorelli i wspolpracownicy zauwazyli, ze tiosemikarbazony hamowaty inkorporacje

3H tymidyny do DNA i po raz pierwszy zaproponowali inhibicj¢ RR jako prawdopodobny
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mechanizm ich aktywnosci przeciwnowotworowej [51]. Jednak badania prowadzone przez
Thelander’a i wspolpracownikéw udowodnity, ze po wyeksponowaniu RR na dzialanie
tiosemikarbazonow degradacji ulegal wolny rodnik tyrozylowy enzymu. Taki jednak
mechanizm wymaga obecno$ci tlenu i wyklucza role TSCs jako specyficznego chelatora
zelaza [52].

Hipoteza hamowania RR przez TSC pokazuje jedng ze Sciezek potencjalnego
mechanizmu dziatania. Celéw dziatania TSC jest jednak zdecydowanie wigcej. Na przyktad
TSC dzialajg jak silne $rodki chelatujgce jony metali i mogg pozbawia¢ komorki istotnych
jonow [42].

2.4.2. Stres oksydacyjny

W wyniku metabolizmu tlenowego w organizmie stale wytwarzane sg niewielkie
ilosci reaktywnych form tlenu (ROS), w tym rodniki hydroksylowe, aniony ponadtlenkowe,
tlen singlowy czy nadtlenek wodoru [53]. Przeciwutleniacze komorkowe detoksykuja te
czasteczki, jednak gdy rownowaga ta jest zaktocona, powstaje zjawisko stresu oksydacyjnego.
Dhugo utrzymujacy si¢ taki stan prowadzi do uszkodzen krytycznych bioczastek, poczawszy
od zmian sygnatu i ekspresji genéw do mitogenezy, transformacji i mutagenezy, az do $mierci
komorek [54]. Dziatanie wielu enzymatycznych i nieenzymatycznych przeciwutleniaczy ma
za zadanie zapobiegac zaburzeniom zwigzanym z potencjalnymi redoks uszkodzeniami DNA.
Podstawowe mechanizmy polegaja na usuwaniu ROS bezposrednio przez dysmutazg
ponadtlenkowag (SOD), peroksydaze glutationowa (GPX), katalaz¢ (CAT) i reduktaze
tioredoksyny. Wtérne procesy obronne wywolywane sg przez wolne rodniki. Wiele zwigzkow
nalezy do wtornego systemu, sg to m.in. kwas askorbinowy (witamina C), tokoferol
(witamina E), glutation (GSH), B-karoten, witamina A, NADPH i moczan [55].

Waznym problemem jest poznanie potencjalnych genow docelowych procesu
nowotworzenia wywotanego reakcja Fentona, odkryta w 1894 roku. Henry John Horstman
Fenton odkryt, ze siarczan zelaza i nadtlenek wodoru utleniajg kwas winowy, powodujac
powstanie fioletowego zabarwienie po dodaniu tugu. Odkryt w ten sposob reakcje, nazwang
p6ézniej reakcjg Fentona. W reakcji tej wytwarzane sg rodniki hydroksylowe — najbardziej
reaktywne czasteczki chemiczne w systemach biologicznych [56].

Fe(ll) + H,0, — Fe(IIl) + -OH + OH

Znaczenie stresu oksydacyjnego przedstawiono na Rysunku 3 [57].
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Rys. 3. Schemat znaczenia stresu oksydacyjnego [57].

Pierwsze hipotezy sugerowaty, ze nie ma genow docelowych i szlakéw sygnatowych
mutacji wywotanych stresem oksydacyjnym, a genom uszkadzany jest Ww sposob
przypadkowy, jednakze wspotczesne badania zaprzeczajg tej teorii i udowadniajg istnienie
,.delikatnych miejsc” w genomie, ktore sg najbardziej podatne na stres oksydacyjny [58].

Warto zauwazy¢, ze mutacja i trwata aktywacja nowych szlakow sygnatu proliferacji
sg kooperatywne [59]. Wybrane mutacje onkogenow generuja nowe szlaki sygnatu dla cigglej
proliferacji komorek. W konsekwencji zwigkszona proliferacja zwigksza szybko§¢ mutacji.
Inng hipoteza jest ,,fenotyp mutatora”, ich geny sa najsilniejsze 1 pierwsze do namnazania
[60]. Chociaz nie ma zadnych przekonujacych danych dotyczacych wplywu stresu
oksydacyjnego i zmian epigenetycznych, uwaza si¢, ze takie interakcje powinny istniec,
biorgc pod uwage Scisle powigzania stresu oksydacyjnego i rakotwoérczosci z czgstym
udziatem epigenetycznych mechanizmow zamykajacych geny supresorowe guza podczas
procesu nowotworzenia [61].

Dziatanie kompleksow metali jako generatorow ROS znane jest od dawna. Wigkszo$¢
tiosemikarbazonowych komplekséw zawiera jony metali biorgce udziat w reakcjach redoks,
ktore potencjalnie mogg aktywowac czgsteczki tlenu i generowac rodniki hydroksylowe [62].
W tiosemikarbazonach, takich jak Triapina lub tiosemikabazony di(2-pirydylo)ketonu,
zaobserwowano nie tylko indukcje komorkowego pozbawiania Fe, ale takze ich aktywnos¢

redoks w komorkach [63]. Zaproponowano, ze tworzg si¢ redoks-aktywne kompleksy Fe (1),
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ktore wytwarzaja cytotoksyczne wolne rodniki. Zredukowana posta¢ tych kompleksow zelaza
moze reagowac z tlenem obecnym w komorce. Powstate kompleksy Zzelazowe moga nastepnie
oddziatywa¢ z komorkowymi czynnikami redukujacymi. Powoduje to katalityczne
wytwarzanie reaktywnych form tlenu, takich jak rodniki hydroksylowe. W ten sposob odbywa
si¢ cykl redoks pomiedzy stanami utleniania dwuwartoSciowego i trojwartosciowego zelaza
[64].

Ishii i wspolpracownicy wykazali, ze ROS maja dodatkowa rolg w progresji
nowotworow. Wykazali, ze utlenialne uszkodzenia jadrowego DNA mogg prowadzi¢ do
mutagenezy i zaobserwowali przemiang fibroblastow w transformowane komoérki zdolne do

generowania nowotworow [65].

2.4.3. Chelatacja zelaza

Samo zelazo moze utatwi¢ rozwdj nowotworu, stuzac jako sktadnik odzywczy. Fe jest
niezb¢dne do wzrostu i proliferacji komorek, jest skladnikiem biatek, ktore katalizujg
kluczowe reakcje, w tym wykrywanie tlenu, metabolizm energetyczny, oddychanie i syntezg
DNA [66].

Zelazo jest kofaktorem kilku kluczowych enzyméw w oddychaniu komérkowym
i metabolizmie, w tym enzymach cyklu kwasu cytrynowego oraz w reduktazie
rybonukleotydowej, ktora katalizuje redukcje rybonukleotydow do detoksyrybonukleotydow,
co stanowi etap ograniczajacy szybko$¢ syntezy DNA. Zelazo jest rowniez potrzebne do
biosyntezy makromolekut, niezbednych do wzrostu i podziatu komoérek. Ze wzgledu na
szybki wzrost komoérek 1 proliferacje, komorki nowotworowe wykazuja zwigkszone
zapotrzebowanie na zelazo W porownaniu do normalnych nieztosliwych komorek.
Wyeliminowanie Zelaza poprzez chelatacj¢ zostato zbadane jako mozliwy cel terapeutyczny
W roznych nowotworach. Zdolno$¢ zelaza do przejscia migdzy dwoma formami utlenienia
Fe?* i Fe** pozwala mu uczestniczyé w wielu roznych procesach komérkowych [67].

Od dawna wiadomo, ze W komodrce nowotworowej wystepuja roznice W metabolizmie
zelaza W poréwnaniu Z normalng komorka. Komorki ztosliwe wykazuja znacznie zwigkszone
zapotrzebowanie na zelazo wwyniku szybkiego podziatu ich komorek, poniewaz
zwigkszonym wymaganiom syntezy DNA towarzyszy zwigkszona ekspresja RR zaleznej od
zelaza oraz komoérki te majag wyrazne zmiany szlakow przekazywania sygnatow,
umozliwiajgce niekontrolowang proliferacje. Wytwarza to zwigkszone zapotrzebowanie na
zelazo. Aby sprosta¢ temu komodrki nowotworowe zwigkszaja pobdr  zelaza

z mikrosrodowiska [68]. Odbywa si¢ to przede wszystkim poprzez zwigkszenie poziomu
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receptora transferryny 1 (TfR1) na powierzchni komorkowej, ktory odpowiada za pobieranie
Fe z bialka transportujacego zelazo — transferryny (Tf). Ta zwigkszona ekspresja TfR1
koreluje rowniez z oceng stopnia zaawansowania guza i jego stadium. Zaobserwowano
réwniez zmiany W biatkach transportowych w komorkach nowotworowych, w tym ferrytynie
i ferroportynie 1. Wszystkie te zmiany w metabolizmie zelaza nadajg komorkom
nowotworowym fenotyp "wysokiego poziomu wewnatrzkomérkowego Fe". Komorki
nowotworowe moga mie¢ rowniez alternatywne drogi pobierania zelaza — co moze mieé
kluczowe znaczenie w osigganiu zwigkszonego poziomu wewngtrzkomorkowego zelaza [41].

Poniewaz wykazano, ze wyczerpanie zelaza skutkuje zahamowaniem wzrostu guza,
zainteresowanie chelatacjg Fe w leczeniu nowotworow ciagle rosnie. Opracowuje si¢ coraz to
nowsze chelatory i testuje jako potencjalng terapi¢ wspomagajacg [67]. Wyniki in vitro sa
obiecujace dla dziatania antyproliferacyjnego W leczeniu biataczki szpikowej, chtoniaka
nieziarnistego, ale testuje si¢ je réwniez W terapii guzow litych w tym nerwiaka, raka
gruczotu krokowego, raka piersi oraz raka jelita grubego [69]. W wielu badaniach in vitro
oraz W badaniach klinicznych wykazano, ze chelatory s3a skutecznymi $rodkami
antyproliferacyjnymi. Najbardziej znanym chelatorem jest deferoksamina (DFO) [70]. Jednak
jej krotki okres pottrwania i mata skutecznos¢ przy przechodzeniu przez btony ograniczaja jej
aktywnos$¢ antyproliferacyjng. Prawdopodobnym mechanizmem, za pomoca ktérego
chelatory i inne czynniki (np. stres oksydacyjny) powodujg $mier¢ komorek nowotworowych
moze by¢ apoptoza. Jednakze dokladne mechanizmy zwigzane z apoptoza, W ktorej
posredniczy chelator, pozostaja niejasne [71].

Potencjalnie proces usuwania metalu z jego normalnej $ciezki metabolicznej moze by¢
bardzo toksyczny dla organizmu. Zatem kompleksy takich metali moga stuzy¢ jako skuteczne
czynniki cytotoksyczne. Jak wynika z powyzszego, zwiazki 0 strukturze tiosemikarbazonu
mogg charakteryzowac¢ si¢ podwojnym efektem terapeutycznym: pozbawiaja komorki zelaza

I uwalniajg toksyczne dla nowotwordéw metale [72].

2.4.4. Inhibicja topoizomerazy 11

Jednym z mechanizmow dziatania przeciwnowotworowego tiosemikarbazondéw jest
stabilizowanie rozszczepialnych kompleksow utworzonych przez topoizomeraze II i DNA
prowadzacych do apoptozy. Topoizomeraza jest enzymem jagdrowym, ktory dostosowuje stan
topologiczny DNA przez zerwanie i ponowne zamknigcie nici DNA — odpowiada za stopien
skrecenia  podwojnej  helisy. Istnieja dwie glowne kategorie topoizomerazy,

topoizomeraza | i topoizomeraza Il [73].

26



Planarno$¢ wielu kompleksow sugeruje mozliwos¢ interkalacji DNA. Jako mozliwy
cel dzialania proponowano topoizomerazg II. Topoizomeraza II jest to biatko jadrowe
komorek eukariotycznych, ktore reguluje topologiczng strukture DNA przez przejSciowe
zerwanie i taczenie dwuniciowego DNA W sposob zalezny od ATP. Dekatenuje lub roztgcza
ono spirale DNA przechodzac przez jedna helise, aby zapobiec nadzwijaniu podczas
replikacji DNA [74]. Poniewaz do syntezy DNA i podzialu komorkowego potrzebna jest
topoizomeraza II, szybko proliferujace komorki, takie jak guzy, zazwyczaj posiadaja wysoki
poziom tego enzymu, co czyni go interesujgcym celem terapeutycznym w komorkach
nowotworowych. Tiosemikarbazony hamuja aktywnos$¢ topoizomerazy II dzialajac poprzez
stabilizacj¢ formowanych przez nig produktéw [73,75]. Kompleksy tiosemikarbazondéw
Z miedzia wykazuja znacznie wyzsza aktywno$¢ hamowania wzrostu guza niz
nieskompleksowane ligandy i maja nizsze wartosci ICso wobec komoérek nowotworowych niz
inne zgtoszone inhibitory topoizomerazy II [76].

Srodki przeciwnowotworowe hamuja dziatanie topoizomerazy 1l przez stabilizowanie
posrednich form komplekséw enzym - DNA. Efekt stabilizacji wynika gtownie z alkilowania
reszt tiolowych komplekséw topoizomeraza Il — DNA. Denaturujace wiasciwosci biatek tego
kompleksu powoduja jednoniciowe idwuniciowe przerwy w DNA, ktore prowadza do
apoptozy. To wlasnie przez ten proces komorkowy inhibitory topoizomerazy II dzialaja

przeciwnowotworowo [73].

2.4.5. Inne mechanizmy zwiazane Z apoptoza

Tiosemikarbazony indukuja apoptoz¢ niezaleznie od obecnosci szlaku biatka p53
i dlatego sg idealne do leczenia glejakow [77]. Bialko p53, jest waznym supresorem
nowotworowym zaangazowanym W rozne mechanizmy, ktdre zapobiegaja rozwojowi
nowotworu. P53 dziata jak molekularny opiekun cyklu komoérkowego i indukuje zatrzymanie
fazy G1 / S po rozpoczgciu uszkadzania DNA i powoduje odpowiedZ naprawcza, ktora
zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ mutacji [78]. Brak ekspresji p53 w niektérych nowotworach
zapobiega naprawie, wspomaga progresje komorek nowotworowych i sprzyja oporowi na
chemioterapeutyki [79]. Rozwoj srodkow wykazujacych aktywnos¢ przeciwko nowotworom
z lub bez p53 jest niezbedny, szczegdlnie biorge pod uwage wysokg czestos¢ wystepowania
mutacji p53 w zaawansowanym raku [80].

Badania prowadzone przez Kolesar i wspotpracownikow wykazaty, ze po podaniu
Triapiny, w komorkach tworza si¢ kompleksy Cu-Triapina i Fe-Triapina. Autorzy zauwazyli,

ze wychwyt zelaza jest blokowany, prawdopodobnie przez tworzenie ROS przez kompleksy,
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ktore nastepnie uszkadzaja receptor transferryny lub samg transferryne. Badania EPR ukazato
rowniez obecno$¢ zelaza hemowego, co moze sugerowaé, ze ROS moga prowadzi¢ do
apoptozy [81].

W 2006 roku Adsule i  wspolpracownicy przedstawili  aktywno$¢
chinolino-2-karbaldehydowych tiosemikarbazonow i ich kompleksow z miedzig (II) jako
inhibitorow proteasoméw W liniach komoérkowych raka prostaty PC-3 1 LNCaP.
Zaobserwowali oni, ze kompleks Cu-TSC jest najsilniejszym inhibitorem sposréd badanych
zwigzkOw, a obserwowana apoptoza jest wywolana przez zahamowanie szlaku
proteosom-ubikwityna, a nie przez stres oksydacyjny. Jest to kolejny mozliwy mechanizm
dziatania pochodnych tiosemikarbazonéw prowadzacych do apoptozy [82].

Kompleksy TSCs mogg prowadzi¢ do apoptozy komoérek rowniez poprzez obnizenie
poziomu Bcl-2 (biatka regulujace uwalnianie cytochromu z mitochondriow), zmiang
potencjalu blonowego mitochondriow i obnizenie aktywno$ci kaspazy-3 (enzym trawigcy
biatka jadrowe i cytoplazmatyczne, odpowiedzialny za hydroliz¢ biatek cytoszkieletu oraz
bton otaczajacych jadro komodrkowe oraz przeprowadzajacy aktywna proteolize enzymu
degradujacego DNA), niezaleznie od funkcji p53 [42].

Enzymy kaspazy sg czestymi czynnikami wywolujacymi apoptoze. Opisano dwie
kaskady aktywujace kaspaze, ktore reguluja apoptoze — jedna zostaje zainicjowana przez
receptory $mierci (np. CD95), a druga jest wywolana zmianami integralno$ci
mitochondrialnej. Angazowanie receptoréw $mierci przez ich ligandy (np. CD95L) prowadzi
do powstania kompleksow wywotujacych $mier¢. Aktywowane receptory $mierci aktywuja
kaspaze-8, ktora inicjuje kaspazy egzekucyjne, w tym kaspaze-3. W apoptozie zaleznej od
mitochondriow, uwalnianie holocytochromu ¢ (h-cytokiny) do cytozolu powoduje powstanie
apoptosoméw zawierajagcych h-cytazy, biatka Apaf-1 i prokaspaze-9. W apoptosomie
prokaspaza-9 zostaje aktywowana i wywotuje kaspazy egzekucyjne, ktore inicjuja zdarzenia
koncowe zachodzace na siebie z tymi indukowanymi przez szlak receptora $mierci.
Glownymi modulatorami mitochondrialnego szlaku apoptozy sa geny z rodziny Bcl-2 / Bax.
Grupa biatek Bcl-2 znajduje si¢ W zewnetrznej membranie mitochondrialnej i odgrywa role
W jej stabilnos$ci. W przeciwienstwie do tego, biatka Bax sg czasteczkami cytozolowymi,
ktore po odebraniu sygnatu apoptotycznego migruja do wigzania z mitochondriom, az do
porow przenikania przepuszczalnosci. Nierdéwnowaga Bcl-2 1 Bax powoduje utrate
selektywnej przepuszczalnosci jonow, co skutkuje uwalnianiem h-cytazy, ktéra inicjuje

kaskade kaspaz odpowiedzialnych za apoptozg. Jesli chelatory powoduja $mieré¢ komorek
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nowotworowych poprzez wykorzystanie szlaku apoptozy, wowczas indukowanie apoptozy
staje si¢ istotnym celem terapii [83,84].

Podobnie jak w przypadku wszystkich chelatatorow Fe, tiosemikarbazony moga
w pewnym stopniu wigza¢ Zn (II) i Cu (II). Poniewaz wyczerpywanie si¢ innych metali,
takich jak Zn (II), moze rowniez modulowaé¢ apoptoze, nie mozna Wwykluczy¢, ze
zaobserwowang apoptoze moga powodowaé chelatory wigzace wigcej niz jeden typ jonu

metalu. Zdolno$¢ chelatatora do wigzania si¢ Z komdorkowym Fe prowadzi do apoptozy [85].

2.5. Triapina

Triapina (3-AP; 3-aminopirydyno-2-karbaldehydowy = NH, s
tiosemikarbazon - Rys. 4.) jest stosunkowo nowym, silnym “ ‘ N J\
inhibitorem reduktazy rybonukleotydowej [86]. W ostatnich N Z ONH - NH,

latach trwaja intensywne badania tego zwiazku jako Rys. 4. Struktura Triapiny.
potencjalnego leku przeciwnowotworowego. Dostarczenie Triapiny do nowotworowych linii
komoérkowych powoduje redukcje jednego lub wiecej trifosforanow
deoksyrybonukleotydowych, co skutkuje zatrzymaniem lub spowolnieniem syntezy DNA
i proliferacji komorkowej. Triaping przebadano na 60 rdéznych liniach komoérkowych
I wykazano aktywnos$¢ 1Csy (stezenie wymagane do zahamowana wzrostu guza 0 50%) na
poziomie 1.6 puM [87]. Mechanizm, w ktérym Triapina hamuje RR jest podobny do
mechanizmu dziatania hydroksymocznika — $rodka wykazujacego kliniczng aktywno$¢
przeciwnowotworowg wobec guzoéw litych jak i nowotworéw hematologicznych [88].
Obydwa $rodki hamujg podjednostke R2 w reduktazie rybonukleotydowej poprzez
wygaszenie wolnego rodnika tyrozynowego. Triapina jest jednak 100-1000 razy silniejsza niz
hydroksymocznik w testach hamowania wzrostu komorek guza, zwtaszcza, gdy jej kompleks
z zelazem jest w stanie utlenionym. Dwie wybrane linie komoérek nowotworowych odpornych
na hydroksymocznik mialy duzg wrazliwos¢ na Triaping W porownaniu do macierzystych linii
komoérkowych, co sugeruje, ze Triapina moze pokona¢ oporno$¢ nowotwordw na
hydroksymocznik, zwigzang z nadekspresja podjednostki R2 [86,87].

Zwigkszona aktywno$¢ Triapiny w porownaniu z hydroksymocznikiem jest
konsekwencja jej zdolnosci do chelatowania zelaza, co jest niezbgdne do regeneracji wolnych
rodnikéw tyrozynowych W podjednostce R2, ktore inicjuja redukcje rybonukleotydow.
Wykazano rowniez, ze kompleks Triapina-Fe powoduje uszkodzenia DNA in vitro poprzez

cykliczny mechanizm redoks w stezeniach klinicznie istotnych [89].
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Badania kliniczne wykazaly rowniez, ze wraz z moczem pacjenci wydalali 1-3%
dziennej dawki, czyli Triapina prawie w catosci jest metabolizowana W organizmie. Jest
mozliwe, ze podczas metabolizmu Triapiny zelazo jest odzyskiwane, Co $wiadczy 0 tym, ze
Wwyzsze st¢zenie Triapiny W 0S0czu moze wplywaé na dzialanie enzyméw zawierajacych
zelazo, a takze biatek np. na hemoglobing i zaktocac transport tlenu [90].

Triapina posiada takze wiasciwosci fluorescencyjne (A =360 nm), co pozwala na
monitorowanie wychwytu i wewnatrzkomorkowego rozmieszczania jej W zywych ludzkich
komorkach nowotworowych za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej [91].

Obecnie wydaje sie, ze Triapina nie niesiec wielkich nadziei jako pojedynczy lek, ale
moze odgrywac zasadniczg role W polaczeniu z innymi chemioterapeutykami, szczegdlnie

w nowotworach hematologicznych jako czynnik nasilajacy dziatanie przeciwnowotworowe

[92].
2.6. Projektowanie farmaceutykow

2.6.1. Regula Lipinskiego

Wigkszo$¢ dopuszczonych do obiegu lekow cechuje si¢ podobnymi wilasciwosciami
molekularnymi. Zebrat i opisat je Chris Lipinski tworzac tzw. regul¢ Lipinskiego, zwang
rowniez regulg "pieciu", ktora podaje wartosci istotnych dla farmakokinetyki leku
wlasciwosci molekularnych. Wtasciwosciami tymi sa: logP - wspolczynnik podziatu
pomigdzy dwie niemieszajace si¢ wzajemnie fazy, ktory nie powinien przekroczy¢ wartosci 5,
MW (ang. Molecular Weight)- masa czasteczkowa, ktora nie powinna by¢ wigksza od 500,
HBD (ang. Hydrogen Bond Donor) - liczbe donoréw wigzania wodorowego, ktdra nie
powinna przekroczy¢é wartosci 5 oraz HBA (ang. Hydrogen Bond Acceptor) - liczbe
akceptorow wigzania wodorowego, ktora nie powinna by¢ wigksza od 10. Zaktada sie, ze gdy
czasteczka nie spetnia jednej z podanych regul, nie wykazuje cech potencjalnego leku,
natomiast przekroczenie dwoch z podanych wartosci drastycznie zmniejsza jej szanse na

zastosowanie jako farmaceutyku [93].

logP <5
MW < 500
HDB <5
HDA <10
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2.6.2. Zasady Vebera

Badania prowadzone przez Daniela F. Vebera sugeruja, ze to nie masa molowa, a liczba
wigzan rotowalnych i wielko$¢ powierzchni polarnej czasteczki tPSA (ang. Topological Polar
Surface Area) sg glownymi czynnikami wplywajacymi na wchtanianie lekow. Wpltyw wigzan
rotowalnych wyjasnia efekt entropowy odpowiedniego utozenia si¢ leku, tak, by wykazywat
on odpowiednio duza powierzchni¢ hydrofobowa przy przej$ciu przez btony komoérkowe.
Liczba wigzan rotowalnych koreluje z masa czasteczkowa, dlatego zasady Lipinskiego
sprawdzaja si¢ W wigkszosci przypadkow, jednak okreslenie Scistych zasad okreslajacych

zachowanie kazdej czasteczki W zywym organizmie jest niemozliwe [94].

MW < 770
HBA + HBD < 12
liczba wigzan ulegajacych rotacji < 10

tPSA < 140

2.6.3. Koncepcja struktur uprzywilejowanych

Koncepcja uprzywilejowanych struktur/podstruktur (PS - ang. Privileged
Structures/Substructures) méwi 0 tym, ze pewne cechy strukturalne czesciej niz inne
wywolujg efekty biologiczne [95]. Koncepcja PS opiera si¢ na badaniu interakcji
biatko-ligand i poszukiwaniu pojedynczych trzonéw molekularnych zdolnych do dostarczania
ligandow do réznych receptorow [96]. Na jej podstawie, podczas projektowania nowych
lekow mozna wykorzysta¢ strukturalne motywy, ktore statystycznie czeSciej generujg
aktywnos¢ Dbiologiczng [95]. Przyktadem moga by¢ podstruktury w pionierskich
chemoterapeutykach - zaprojektowanym przez Ehrlich'a Salwarsanie lub Prontosilu Domagk'a
(Rys. 5.). Oba leki maja struktury podobne do barwnikow azowych, jednak mogto to wynikac
z dostepnosci barwnikow w chemii XIX wieku i na poczatku XX wieku. Wykazywaty one
powinowactwo do tkanek (barwily je), co sugerowalo, ze '"reaguja" z komorkami.
Przytoczone przyklady wskazuja, ze zidentyfikowane podstruktury uprzywilejowane
w duzym stopniu zaleza od badanej przestrzeni chemicznej, wiedzy chemicznej naukowcow

i dostepnosci odczynnikoéw [97].
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Rys. 5. Struktury Salwarsanu i Prontosilu.

Opracowanych jest wiele roznych metod projektowania molekularnego, stuzacych
znalezieniu nowych lekéw. Sposrod nich metoda QSAR (ang. Quantitative Structure-Activity
Relationship) polega na znalezieniu i analizie ilosciowej zaleznosci pomiedzy struktura
chemiczng czasteczki, a jej aktywnoscig biologiczng. Analiza QSAR ma na celu modelowanie
I prognozowanie pewnej warto$ci aktywnosci, czyli minimalnej ilosci okreslonej substancji
wywotujacej okreslong odpowiedz biologiczng dla nowego zwiazku. W ten sposéb mozna
okresli¢, ktore cechy ligandéw maja najistotniejszy wptyw na aktywno$¢. Modelownie QSAR
jest skuteczniejsze, gdy przenikanie przez membrane jest efektem limitujgcym warto$¢
aktywnos$ci. Metoda Hanscha daje prosty model matematyczny, wyprowadzajac rownanie
QSAR, nalezy sprowadzi¢ parametry fizykochemiczne charakteryzujace ligandy do postaci
liczbowej, tworzac tzw. deskryptory. Opisujg one wlasnosci elektronowe, termodynamiczne,
strukturalne, konformacyjne i p6l molekularnych. Wtasnosci elektronowe obejmuja moment
dipolowy, polaryzowalnos¢, tadunek catkowity, energi¢ orbitali HOMO i LUMO, stalg
Hammeta (jest to miara zdolno$ci podstawnika do zwigkszania lub zmniejszania ggstosci
elektronowej w pier§cieniu aromatycznym), efekt rezonansowy i indukcyjny. Inne
praktycznie wykorzystywane wlasciwosci to lipofilowos¢ i refrakcja molowa (ktora wigze
wspolczynnik zatamania Swiatta z objetoscig czasteczki). Wiasnosci strukturalne obejmujg
pole powierzchni, objetos¢, liczbe wigzan rotujacych, parametry Tafta (okreslaja efekt
steryczny dla podstawnikow), hydrofobowos¢ podstawnika i wigzania wodorowe, a pozostate
wlasnosci to m.in. energie réznych konformacji czgsteczki, potencjat elektrostatyczny i van
der Waalsa.

Projektujac lek, wybieramy wtasciwosci ktore podlegaja optymalizacji. Czgsto wprowadzamy
elementy strukturalne, ktore sa typowe dla znanych lekéw. Pomimo, iz niektore wtasciwoscei,
ktore determinujg aktywno$¢ leku wydajg si¢ dosy¢ oczywiste, np. toksycznos¢,
biodostepnos¢ lub dostgpnos¢ syntetyczna, wybdr wiasciwosci lub ich modelowanie jest dos¢
skomplikowanym procesem. W metodach, ktére sa bardziej pragmatyczne, ocenia si¢

podobienstwo zaprojektowanych struktur do prawdziwych lekow [98, 99].
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Lekopodobienstwo (ang. drug likeness) jest koncepcja wywodzacg si¢ z zalozenia, ze
zwigzki lecznicze odrdzniajg si¢ od innych czasteczek swoimi wlasciwosciami fizycznymi.
Zdecydowanie niezbgdne dla biodostepnosci leku wtasciwosci molekularne uwzgledniajace
absorpcje (ang. Absorption), dystrybucje (ang. Distribution), metabolizm (ang. Metabolism),
wydalanie (ang. Excretion) i toksycznos¢ (ang. Toxicity) - ADMET sa szacowane na
podstawie struktur molekularnych, jeszcze przed zracjonalizowaniem syntezy czasteczek.
Mozna to postrzega¢ jako wstepny, bezwzgledny warunek powodzenia leku w badaniach
klinicznych. Deskryptory molekularne mozna tatwo obliczy¢ na podstawie wzordéw
czagsteczkowych, np. liczba donoréw wigzan wodorowych (HBD) lub ich akceptoréw (HBA).
w praktyce nawet te, ktore odnosza si¢ do wlasciwosci molekularnych, mozna oszacowac dla
wirtualnych czasteczek, np. log P [100,101].

Koncepcja struktur uprzywilejowanych zyskata uznanie przy opracowywaniu nowych
lekéw, jednak analiza dostepnych danych pokazuje, ze faktyczne wtasciwosci syntezowanych
zwigzkow W przemysle farmaceutycznym moga réznic si¢ od tych przewidywanych. Jednym
zpowodow moze by¢ fakt, ze wzrost lipofilowosci zwicksza prawdopodobienstwo
zmniejszenia selektywnosci leku, zmniejszajac jednocze$nie prawdopodobienstwo sukcesu
[102]. Metoda badania podobienstwa leku zainspirowato szereg pokrewnych koncepcji m.in.
podobienstwa wiodgcego czy podobienstwa do celow molekularnych lekéw [100].

Zasada podobienstwa mowi, ze podobne strukturalnie zwigzki wykazuja podobng
aktywnos¢ biologiczng. Chociaz twierdzenie takie wydaje si¢ uzasadnione, paradoks
podobienstwa pokazuje, ze nawet niewielkie zmiany W strukturze chemicznej moga
spowodowac istotne zmiany W aktywnosci biologicznej [103]. Pomimo tego paradoksu
metoda badania podobienstwa jest wykorzystywana, nie tylko w projektowaniu
molekularnym, ale takze bardziej ogdlnie - w chemii, gdzie analogia odgrywa role,
szczegolnie, gdy nie rozumiemy jeszcze W petni okreslonego procesu lub efektu. Dlatego
podobienstwo molekularne wciaz lezy u podstaw sztuki projektowania molekularnego [100].

Koncepcja PS opisuje strategie, W ktorej mozna zidentyfikowaé fragmenty
strukruralne, ktore sa wspolne dla szeregu ligandow wiazacych si¢ z poszczegdlnym
receptorem lub z okreslona rodzing receptorow. Liczne fragmenty molekularne zostaty
opisane w czasopismach naukowych jako uprzywilejowane, np. benzazepinon,
difenylometan, benzylopiperydyna, bifenylotetrazol, indol, bifenyl, spiroindolina, sulfonamid
[104], spiroindanylo-piperydyna [105], 1,4-dihydropirydyna [106], 2,6-dichloro-9-tiabicyklo
[3.3.1] nonan [107], benzopiran [108], pirydazyny [109], indole i chinoliny [110].
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Pojedyncza podjednostka strukturalna moze by¢ obecna w wielu réznych
czasteczkach, w tym rowniez w produktach naturalnych, ktore wykazuja bardzo rézne typy
aktywnos$ci farmakologicznej. Od czasu powstania do chwili obecnej, koncepcja PS i jej
definicje ewoluowaty, aby opisa¢ nie tylko te struktury, ktore utatwiajg wigzanie ligandu do
poszczegolnego receptora lub okreslonej rodziny receptoréw. Tak dzieje si¢ np. w przypadku
dwoch heterocyklicznych motywow, mianowicie chinoliny i akrydyny, ktore sa szczegdlnie
czeste W zwigzkach aktywnych przeciwko réznym patologiom [111]. Tego rodzaju
uprzywilejowane fragmenty czgsteczek mozna uzna¢ za motywy lekopodobne. Z drugiej
strony wystepujace szczegOlnie czgsto elementy uprzywilejowane, zostaly réwniez
zidentyfikowane jako tak zwane male elementy wspolne, tj. niektore taczniki, ktore czesto
pojawiajg si¢ w lekach. Struktury uprzywilejowane z powodzeniem stosowano
w projektowaniu celu syntez i bibliotek ligandow 0 powinowactwie do okreslonych celow
molekularnych [100].

Oprocz zalet teoretycznych koncepcji PS jest tez wazny aspekt praktyczny. Kazdy
nowy lek musi spelnia¢ surowe wymagania regulatorow farmaceutycznych. Aby spetnié takie
standardy i wprowadzi¢ nowy lek na rynek, wygodnie jest wybra¢ strukture znanego leku lub
dowolnego zwiazku, ktory juz spenit niektore wymagania jako punkt wyjsciowy. Taka
metoda projektowania lekow jest pewng odmiang metody PS i nosi nazwe projektowania
woparciu 0 znane analogi (ang. analogue based design). Innym uwarunkowaniem
projektowania lekow jest czynnik ekonomiczny oraz kwestie odpowiedzialnoéci prawne;.
Wykorzystanie struktur znanych juz farmaceutykéw w opracowywaniu nowych lekow moze
znacznie obnizy¢ koszty innowacji farmaceutycznych i dlatego sg one atrakcyjne dla
przemyshu, obnizaja w/w ryzyko [112]. Omawiane metody w jaki$ sposob zainspirowaty
odkrywanie nowych, odmiennych metod projektowania jako zrodta strukturalnie
wyrozniajacych si¢ zwigzkéw 0 pozadanych dziataniach farmakologicznych, np. koncepcja
Scaffold - Hopping. W przeciwienstwie do motywow uprzywilejowanych, gtownym celem tej
techniki jest znalezienie strukturalnie nowych zwiazkow przez modyfikacje centralnej
struktury rdzenia czasteczki, ale zachowujac grupy wiagzace si¢ z tym samym celem
molekularnym [113].

Identyfikacja czgsci czasteczki jako uprzywilejowanej wymaga jej fragmentacji,
a poniewaz fragmenty mogg przyczynia¢ si¢ addytywnie do efektéw chemicznych lub
biologicznych, stanowig one teoretyczng podstawe wielu metod.

Fragmentacja czasteczki nie jest oczywista i jednoznaczna. Chociaz fragmenty mozna

wycinaé¢, zachowujac pierscienie i trzon molekularny, mozna réwniez zdefiniowaé fragment
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jako konkretny tancuch lub nawet atom wegla. Sposdb ten wynika ze stosowania regut
tamania i dlatego mozemy rozumie¢ fragmenty jako dowolne zespoty atomowe [114].
Koncepcja PS ewoluowata od pragmatycznej tendencji do upraszczania ztozonos$ci
projektowania lekow poprzez fragmentacje. Rozdzielanie czgsteczek na fragmenty jest dobrze
znang procedurg W chemii, np. organicznej, gdzie rozpatruje si¢ reaktywno$¢ molekularng
w kategoriach grup funkcyjnych, szczegolnie matych czgéciach czasteczek 0 okreslonej
reaktywnosci, podczas gdy analiza retrosyntetyczna dzieli czgsteczki na syntony, ktore sg
uzyteczne W syntezie docelowych zwigzkow. Podobnie metody Hammetta, Hanscha lub
Free-Wilsona mozna rozumie¢ jako fragmentaryczne podejscie do reaktywnosci molekularne;j

lub aktywnosci biologicznej [100].

2.7. Zastosowanie motywu piperazyny w znanych farmaceutykach

Heterocykle zawierajace azot W znacznym stopniu przyciagnely uwage badaczy
w ciggu ostatnich kilku dekad, ze wzgledu na ich wysokie warto$ci terapeutyczne.
Niezaleznie od tego, czy sa one naturalne czy syntetyczne, dzigki ich interesujagcym
wlasciwosciom oraz analogiom strukturalnym z ukladami naturalnymi bardzo czesto
uczestniczg one w wielu procesach biologicznych. Wiele z nich znalazto zastosowanie jako
leki fitochemiczne, np. chinina, eliptycyna, teofilina, emetyna, papaweryna, prokaina, kodeina
i morfina. Zwigzki heterocykliczne zawierajagce azot, znajdujgce si¢ W naturalnych
produktach, odgrywaja znaczng rolg W czgsci procesow biochemicznych w zywych
komorkach, a takze wystepuja W wickszosci enzymow jako gtéwne sktadniki, wchodza takze
w sktad wiekszosci koenzymow i niektorych waznych witamin [115].

Piperazyna jest stabg zasada z pKa 4.19, dobrze rozpuszczalng w wodzie i glikolu
etylenowym, ale nierozpuszczalng w eterze dietylowym.
Polarne atomy azotu w pierécieniu piperazyny nadaja

bioaktywnos$¢ czasteczkom 1 zwigkszajg korzystne ich

oddziatywanie z innymi makroczasteczkami. Piperazyna O\/:

| podstawione piperazyny sa waznymi farmakoforami, w4 /} ><
ktére mozna znalez¢ W wielu lekach dostepnych na rynku, | k/N

takich jak np. Indynawir (Crixivan) (Rys. 6.), ktory jest (;Q """ o

silnym i selektywnym inhibitorem proteazy ludzkiego N\”/

niedoboru  odpornosci  typu 1 (HIV-1) szeroko
stosowanym w terapil przeciwretrowirusowe] w celu Rys. 6. Struktura Indynawiru.
zahamowania dziatania wirusa HIV [116].
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Na poczatku 1900 r. piperazyny stosowano w leczeniu dny moczanowej. Pierwsze
udane zastosowanie w leczeniu zakazen wywotato szerokie zastosowanie jej jako srodka
przeciwpasozytniczego u ludzi i zwierzat. Przez ponad 50 lat lek stosowany byt w leczeniu
zakazen spowodowanych przez gliste ludzka i owsiki ludzkie, a niektore jego zwigzki zostaty
zbadane pod katem leczenia choroby popromiennej i dtawicy piersiowej [115].

Piperazyna jest zwigzkiem heterocyklicznym stosowanym jako glowny skladnik
srodkdw przeciwpasozytniczych, ktoéry zmieniajac przepuszczalno$¢ blony komorkowej
powoduje jej hiperpolaryzacj¢. PierScien piperazynowy I pochodne piperazyny sg waznymi
cyklicznymi sktadnikami w branzy przemystowej, stosowane jako surowce do utwardzania
zywic epoksydowych, inhibitory Kkorozji, $rodki owadobojcze, akceleratory do gumy,
katalizatory uretanowe i przeciwutleniacze [117].

Piperazyna jest tanim i tatwo dostepnym s$rodkiem 0 bardzo szerokim indeksie
terapeutycznym. Wykazuje ona niespecyficzng aktywno$¢ zwiotczajaca niezawierajace
naczyn krwionos$nych migsnie gladkie, spowodowang jej zdolno$cig do bezposredniego
rozluzniania mig$ni gladkich. Sugerowano, ze piperazyna moze mie¢ dziatanie podobne do
chinidyny, a zatem moze mie¢ wlasciwos$ci przeciwarytmiczne i w badaniach prowadzonych
przez Qnuaguluchi‘ego i wspotpracownikéw udowodniono, ze cytrynian piperazyny wykazuje
dziatanie antyarytmiczne, poniewaz zmniejsza Czgsto$¢ akcji serca szczura, POprzez znaczne
wydluzanie czasu trwania odstepéw P-R, Q-T iS-T. Te zmiany EKG byly identyczne
Z cechami lekow antyarytmicznych klasy trzeciej zgodnie 2z klasyfikacja lekéw
antyarytmicznych Vaughana Williamsa [118].

Szkielet piperazynowy zostal uznany za obiecujacy heterocykl do projektowania
czynnikow wplywajacych na osrodkowy uktad nerwowy (OUN). Wiele badan sugeruje, ze
pochodne piperazyny maja dobrg aktywno$¢ przeciwdrgawkowa i antydepresyjng U zwierzat

laboratoryjnych. Ugrupowanie piperonylopiperazyny
O
zastosowano do opracowania silnych srodkow aktywnych dla < D/\IG\] X
OUN, na przyktad Pirybedyl (Rys. 7.), jest skutecznym lekiem © \O
N~

I wykazuje szeroki zakres aktywnosci OUN, m.in. przeciwko
Parkinsonowi, a takze przeciwko drgawkom i depresji [119]. Rys. 7. Struktura Pirybedylu.
Arylopiperazyny stanowia jedng Zz najwazniejszych klas ligandow receptorow
serotoninowych 5-HT1A. Najczesciej badanymi srodkami sg Buspiron, Gepiron, NAN-190,
Flesinoksan, WAY-100135 i WAY-100635 (Rys.8.). WAY-100635 (N-(2-(4-(2-
metoksyfenylo)-1-piperazynylo)etylo)-N-(2-pirydylo)-cykloheksanokarboksyamid) zostat

opisany w literaturze jako jeden z pierwszych silnych i selektywnych antagonistow serotoniny
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5-HT1A. Ugrupowanie piperazyny zostalo umiejscowione tak, aby mialo wysokie
powinowactwo do receptoréw 5-HT1A i stanowi dobry punkt wyjsciowy do opracowywania
potencjalnych znacznikdw promieniotworczych. Aromatyczny uktad pier§cieniowy
i zasadowy atom azotu zawarty w piperazynie czyni go podstawowym szkieletem

rozpoznawczym dla miejsc wigzania receptora 5S-HT1A.

J_f \_ %\ N%\:}

N
L @f )
\O
@’N NAN-190 Flesinoksan \_S
HO
op

| ~
=
WAY WAY-100635
100135

Rys. 8. Struktury lekow wykazujacych silne powinowactwo do receptorow
serotoninowych 5-HT1A.

Niraj Sungh wraz ze wspolpracownikami zsyntetyzowali bis-pochodna kwasu
pentetynowego, stosujac dlugotancuchowa arylopiperazyne, ktoéra zapewnia tworzenie
stabilnego termodynamicznie i kinetycznie obojetnego kompleksu z radiofarmaceutykiem -
99mTec. Ta istotna strategia znakowania 99mTc moze by¢ skuteczng metoda przygotowania
komplekséw 99mTc z dwiema czasteczkami tworzacymi dwuwarto$ciowe ligandy, do

obrazowania receptorow 5-HT1A [120].

2.7.1. Wlasciwosci antyhistaminowe CH,
Cyklizyna (1-benzhydrylo-4-metylopiperazyna) ,\ll

przedstawiona na Rysunku 9 jest pochodng piperazyny, ktora [ j

znalazta zastosowanie jako lek antyhistaminowy 0 aktywnosci N

antymuskarynowej. Stosuje si¢ go jako $rodek przeciwwymiotny

w leczeniu nudnosci | wymiotow spowodowanych chorobg O O

37 Rys. 9. Struktura Cyklizyny.



lokomocyjng, operacjami, radioterapia oraz nicktorymi lekami. Cyklizyne stosuje sie do
objawowego leczenia zawrotow glowy spowodowanych chorobg Meniere'a i innymi
zaburzeniami przedsionkowymi. Wykazuje ona takze takie wiasciwosci farmakologiczne, jak
dziatanie przeciwzapalne i przeciwalergiczne, aktywno$¢ przeciwplytkowg i tlumienie
wybuchu tlenowego fagocytow [121].

Histamina jest waznym mediatorem chemicznym, ktory moze wywotywaé stan
zapalny, rozszerzanie naczyn krwionos$nych, zwigkszona przepuszczalno$¢ naczyn,
zmniejszenie oporu obwodowego, skurcz mies$ni gladkich drog oddechowych i swedzenie
receptordw nerwowych. Wprowadzenie do struktury Cyklizyny grup metylowych
i izopropylowych w pierscieniach fenylowych z wysoka dawka elektronow, a takze
zastgpienie grupy metylowej grupg etylowa i 3,4-dichlorofenylo-piperazynowa w nowo
syntetyzowanych lekach, daje zauwazalne efekty w zmniejszaniu ostrego stanu zapalnego. Te
efekty nowych lekow moga by¢ zwigzane ze zmniejszeniem przepuszczalnosci naczyn lub

bardziej antagonistycznym dzialaniem na receptory histaminowe H1 [122].

2.7.2. Whasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze

W poszukiwaniu skutecznych $rodkow przeciwdrobnoustrojowych badano rozne
zwigzki heterocykliczne, a wsrod nich pochodne piperazyny, ktore wykazaty szerokie
spektrum  aktywno$ci farmakologicznych, takich jak dziatanie przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybiczne, przeciwgruzlicze, przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe,
przeciwmalaryczne, czy przeciwutleniajace.

Leczenie zakazen drobnoustrojami, w tym bakteriami, grzybami i pratkami gruzlicy,
staje si¢ trudne z powodu wiecznego problemu opornosci drobnoustrojow na antybiotyki,
dlatego stale poszukuje si¢ nowych generacji srodkow przeciwinfekcyjnych. W ostatnich
latach chemicy zajmujacy si¢ lekami odniesli wielki sukces w przeksztatcaniu rusztowan
wczesniej znanych antybiotykow, zardwno naturalnych, jak i syntetycznych, w ktérych jadro
heterocykliczne stanowi cze$¢ farmakoforu niezbednego dla okreslonej aktywnosci
farmakologicznej. Piperazyna jest medycznie waznym heterocyklicznym jadrem, ktére sktada
si¢ Z szeSciocztonowego pierécienia zawierajacego dwa atomy azotu w przeciwnych
potozeniach w pierscieniu. Jadro piperazyny zostalo sklasyfikowane jako struktura
uprzywilejowana i czesto wystepuje W biologicznie aktywnych zwigzkach w wielu r6znych

obszarach terapeutycznych [123].
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Dimery cyprofloksacyny zawierajgce piperazyne opisane sg jako silne S$rodki
przeciwbakteryjne przeciwko szczepom opornym, $rodki przeciwmalaryczne i potencjalne
srodki przeciwpsychotyczne.

Sulfonamidy nalezg do najpowszechniej stosowanych $rodkow przeciwbakteryjnych
ze wzgledu na ich niskg toksyczno$¢ 1 doskonatg aktywno$¢ przeciwko chorobom
bakteryjnym. Pochodne N-sulfonamidu 1-[bis(4-fluorofenylo)metylo]piperazyny wykazywaty
silne dziatanie przeciwbakteryjne przeciwko szczepom Escherichia coli, Proteus vulgaris
i Salmonella typhi. Wigkszo$¢ lekéw  chinolinowych, takich jak norfloksacyna
i cyprofloksacyna z rdzeniem piperazyny, wykazuje szerokie spektrum dziatania na drogi
oddechowe, uktad moczowy, przewod pokarmowy, zakazenia skory i tkanek migkkich
wywolane przez bakterie Gram-ujemne lub Gram-dodatnie. Roézne cyjanopochodne
piperazyny znane s3 ze swoich zastosowan W syntezie potproduktéw farmaceutycznych,
analogow peptydow i lekow przeciwbakteryjnych. Pochodne cyjanowe N-alkilowych
i N-arylowych podstawionych piperazyn wykazuja silng aktywno$¢ przeciwko Pseudomonas

aeruginosa [124].

2.7.3. Wlasciwosci przeciwnowotworowe
Kompleksowy przeglad literatury pokazuje, ze zwigzki zawierajace piperazyne maja
wysoki potencjal przeciwnowotworowy. Niektore opisane inhibitory kinazy EGFR zawieraja
piperazyn¢ np. Nintedanib czy Olmutinib (Rys. 10.). Niestety, zgtaszana jest oporno$é¢
przeciwko tym zwigzkom, dlatego naukowcy opracowuja coraz to nowsze zwigzkKi
0 potencjalnych wtasciwosciach przeciwnowotworowych.
o]
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Rys. 10. Struktura Nintedanibu i Olmutinibu.
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Okazuje sie, ze pochodne piperazyn, takie jak piperazyno-benzotiazole
i-piperazyno-1-karbotiohydrazyny hamuja wzrost linii komoérkowych raka okreznicy

HCT-116. Stwierdzono, ze adamantany podstawione piperazyna hamuja rozwoj raka jelita
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grubego i trzustki, a piperazynowe metanony hamujg wzrost linii komorkowej ludzkiego

gruczolakoraka piersi MCF-7 1 mysiej embrionalnej linii

komorkowej fibroblastow NIH3T3. Kilka pochodnych )Nl\i
piperazyny zostalo opatentowanych pod katem ich HN 2H3 : |N
zastosowania jako $rodkow do chemioterapii raka phuc
[125]. HN

Lekiem, ktory znalazt zastosowanie jako $rodek © (\N/CHS
przeciwnowotworowy jest Imatynib  (N-(4-metylo-3- N
{[4-(pirydyn-3-ylo)pirymidyn-2-ylo]amino}fenylo)-4- Rys. 11. Struktura Imantynibu.

[(4-metylopiperazyn-1-ylo)metylo]benzamid (Rys. 11.), ktéry wykazuje silng aktywno$¢

przeciwbiataczkows. [126].

2.7.4. Inne znane leki zawierajace piperazyne

Amoksapina - lek przeciwdepresyjnym stosowany w leczeniu nie tylko depresji, ale
takze niepokoju lub pobudzenia zwigzanego z depresja.

Trimetazydyna - $rodek  przeciw niedokrwieniu, wolny od efektow
hemodynamicznych, zmniejsza wewnatrzkomorkowa kwasicg 1 zaburzenia
elektrolitowe.

Bifeprunoksem - lek przeciwpsychotycznym.

Ropizina - lek przeciwdrgawkowy.

Prazosin - lek przeciwnadcisnieniowy, selektywny antagonista receptoréw a-
adrenergicznych stosowanych w leczeniu nadcis$nienia i tagodnego rozrostu gruczotu
krokowego.

Flunaryzyna - bloker kanalu wapniowego, skutecznym w profilaktyce migreny,
okluzji obwodowej w chorobie naczyniowe;j.

Oxatomide - lek przeciwhistaminowy.

Ranolazyna - nowy s$rodek przeciw dusznicy bolesnej, zatwierdzonym do leczenia
przewlektej stabilnej dtawicy piersiowej w stosowaniu jako terapia skojarzona, gdy
dtawica piersiowa nie jest odpowiednio kontrolowana innymi farmaceutykami.

Cyprofloksacyna - farmaceutyk uzyteczny w leczeniu wielu infekcji bakteryjnych.

Przedstawiono tylko kilka z wielu przyktadéw, w ktorych rdzen piperazynowy byt

stosowany jako rusztowanie do generowania aktywnych biologicznie czasteczek. Wydaje si¢

zatem, ze rdzen piperazynowy dziata jako uprzywilejowany element strukturalny do budowy
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bioaktywnych czasteczek. Piperazyny sg niezwykle zmienne ze wzgledu na rézne rodzaje
podstawien W swojej podstawowej strukturze, ktore moga wpltywaé na ich biologiczna
aktywnos$¢é. Wtlasciwosci farmakologiczne, jak roOwniez zastosowania terapeutyczne

piperazyny zalezg od Sposobu podstawienia pier$cienia piperazynowego [115].

2.7.5. Piperazyny w srodkach psychoaktywnych

Na europejskim rynku narkotykowym stale pojawiaja si¢ nowe srodki psychoaktywne,
a od kilku lat sg to rowniez piperazyny. Kluczowymi czlonkami tej grupy, ktore zostaly
wykorzystywane do celéw innych niz medyczne, sg to przede wszystkim: BZP
(Benzylopiperazyna, A2, Frenzy, Nemesis), TFMPP
(1-[3-(trifluorometylo)fenylo]piperazyna), mCPP (meta-chlorofenylopiperazyna,
1-(3-chlorofenylo)piperazyna) przedstawione na Rysunku 12. Te piperazyny sg zwykle
mieszane z kofeing i Szeregiem roznych witamin i spoiw, aby przygotowaé "imprezowe"
tabletki. Pomimo tego, ze czesto sg sprzedawane jako "naturalne" lub '"ziotowe", te

chemikalia sg czysto syntetyczne.

BZP TFMPP mCPP
Cl

Rys. 12. Struktury piperazyn stosowanych w dopalaczach.

Piperazyny sa $rodkami psychoaktywnymi i ich stosowanie nie jest pozbawione
ryzyka. Dzigki efektom pobudzajacym poréwnywalnym z dziataniem amfetaminy, ale
0 nizszej sile 1 zréznicowanym globalnym zasiegu, sprzedawano je jako domniemang legalng
alternatywe dla ecstasy (Rys. 13.). Srodki obejmujace w swojej strukturze piperazyne
sprzedawane jako tabletki "imprezowe", moga by¢ jakas alternatywa dla groznych dopalaczy
w poszukiwaniu bezpieczniejszych i czystszych alternatyw dla nielegalnych narkotykow,
ktore nie niosg ze sobg ryzyka powiktan. Pigutki zawierajg zazwyczaj mieszanke stymulujace;j
benzylopiperazyny (BZP - Rys. 12.) i inne stabsze zwigzki chemiczne z rodziny piperazyn.
Staja si¢ coraz bardziej popularne jako legalna alternatywa dla aktywnego sktadnika ecstasy,
MDMA, gtéownie dlatego, Zze uzytkownicy twierdza, ze dziataja.
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NH, 0O NH\CH
3

CH3 < CH;
Amfetamina Ecstasy

Rys. 13. Struktury popularnych narkotykow.

BZP zostal pierwotnie zsyntetyzowany w 1944 r. z rosliny pieprzu jako potencjalny
srodek przeciwpasozytniczy do stosowania u zwierzat hodowlanych. W latach
siedemdziesiatych zostat przebadany jako potencjalny lek przeciwdepresyjny, ale odrzucono
go, gdy badania potwierdzity, ze BZP ma dziatanie podobne do amfetaminy i powoduje
uzaleznienie. BZP jest czesto reklamowany jako "suplement diety", aby unikng¢ zaostrzenia
przepisow dotyczacych lekéw, mimo ze BZP nie ma wartosci odzywczej. Niektorzy detalisci
twierdza, ze BZP jest "naturalnym" produktem, opisujac go jako "ekstrakt z pieprzu™ lub
ziolo". W rzeczywistos$ci $rodek ten jest catkowicie syntetyczny 1 nie stwierdzono, aby
wystepowal naturalnie.

W zwigzku z faktem, Ze na rynku narkotykowym zaczgly pojawia¢ si¢ nowe
substancje, wcze$niej nieznane mieszaniny substancji oraz substancje zawierajagce wysokie
stezenia wczesniej znanych lekow, systemy wczesnego ostrzegania zostaty ustanowione pod
auspicjami Europejskiego Centrum Monitorowania Narkotykow i Narkomanii (ang. European
Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction, EMCDDA), aby odpowiednio reagowac

na nowe zwiazki i zjawiska na rynku narkotykow i ocenia¢ zwigzane z nimi ryzyko [117].
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3. BADANIA WLASNE
3.1. Projektowanie nowych TSCs

W niniejszej pracy podstawg projektowania wyznaczaja metody podobienstwa
liganda. W szczegolnosci wykorzystatam techniki struktur uprzywilejowanych (PS). Jako PS
potraktowatam m.in. piperazyne (Rys. 14.). Jej wprowadzenie do struktury nowych lekow
moze by¢ takze korzystne ze wzgledow omawianych w rozdzialach 2.7 - 2.7.4 czeSci
literaturowej. Gtéwne miejsca modyfikacji przedstawitam na rysunku ponizej. Taki schemat
projektowania umozliwil praktyczng realizacje pracy, ktora poza czgécia chemiczng
obejmowac takze musiata wiele badan biologicznych. Czas realizacji czg¢sto uniemozliwiat

synchronizacje badan syntetycznych i biologicznych.

NH,
= ‘ S
N N
N Za Y

Rys. 14. Przyktadowa struktura ogolna wprowadzenia piperazyny do tiosemikarbazonu.

3.2. Trzy podstawowe metody syntezy tiosemikarbazonéow [127]

Ponizej krotko omowilam podstawowe metody syntezy tytulowych zwigzkow.

1) Metoda dwuetapowa, w ktorej pierwszy etap polega na reakcji hydrazyny
z izotiocyjanianem, natomiast w drugim etapie otrzymany produkt kondensuje sie¢
Z odpowiednim oksozwigzkiem tj. aldehydem lub ketonem, w wyniku czego otrzymuje si¢

produkt koncowy — tiosemikarbazon.

Ro
o)
N—R¢y  H,N—NH /U\ Rs
2
— N—NH
s=/ NH Rz Rs
HN—NH, — ——> g o — NH
1
s R,

43



2) Jest to rowniez proces dwuetapowy, podobny do pierwszej metody, poniewaz stosowane sg
takie same odczynniki, jednak dodawane w odwrotnej kolejnosci. Najpierw hydrazyna ulega

reakcji z oksozwiazkiem, a nastepnie dodaje si¢ izotiocyjanian.

0
) N W
Ry "Ry Rs‘<\N S

3) Metoda czteroetapowa, w ktorej w pierwszym etapie hydrazyna reaguje z disiarczkiem
wegla, a nastepnie otrzymany produkt poddaje si¢ reakcji z jodkiem metylu. Trzeci etap
polega na reakcji otrzymanego produktu z nukleofilowo-podstawionymi aminami,

a w ostatnim etapie nastepuje kondensacja z odpowiednim oksozwigzkiem.

S
H,N—NH HoN—NH
S—/ 2 HsC—I <
H;N—NH, —— SH  — » \
s S CHj

R34<\N—NH R24/< H,N—NH
. .

3.3. Zastosowana metody syntezy

W praktyce tiosemikarbazydy otrzymatam zgodnie z procedura otrzymywania
tiomocznika opisang w literaturze przez Katritzky’ego [128], ktéry wykorzystywat pochodne
bis(benzotriazolilo)tiomocznika do otrzymania N-podstawionych tiosemikarbazydow. Metoda
ta zostata zmodyfikowana przez dr Macieja Serde [129], poprzez zastgpienie pochodnej
benzotriazolilowej 1,1°-tiokarbonylodiimidazolem. Otrzymany potprodukt kondensowatam
Z N-podstawiona pochodng piperazyny, piperydyny, morfoling, tiomorfoling lub glicyna,

nastepnie ogrzewatam z wodzianem hydrazyny, tworzac ostatecznie tiosemikarbazyd.

W wyniku przeprowadzonych reakcji otrzymatam szereg nowych tiosemikarbazonéw
opisanych w rozdziatach 5.4.1 - 5.4.102 Czgsci Eksperymentalnej niniejszej pracy na drodze

kondensacji podstawionych tiosemikarbazydéw z aldehydami lub ketonami w $rodowisku
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kwasnym. W syntezie wykorzystalam promieniowanie mikrofalowe, ktore przyspiesza
reakcje 1 zwigksza jej wydajno$¢. Promieniowanie mikrofalowe jako niekonwencjonalne
zrédlo energii wykorzystywane jest m.in. w syntezie organicznej, w ktorej reakcje chemiczne
sg przyspieszane ze wzgledu na selektywng absorpcj¢ energii promieniowania mikrofalowego

przez polarne czasteczki.

Promieniowanie mikrofalowe powoduje wydajny wewnetrzny transport ciepta
(ogrzewanie in situ), w wyniku czego ogrzewanie jest jednolite i catkowite. Niewatpliwymi
zaletami stosowania promieniowania mikrofalowego sg:

e ograniczenie zuzycia rozpuszczalnikow organicznych,
e wyzsza wydajnosc,
e czystsze produkty,
o krotki czas reakc;i,
e uproszczona obrobka produktow.
Wydajnosci reakcji wahaty si¢ od 19% do 97% (Tabela 1.). Otrzymane preparaty

oczyszczatam poprzez krystalizacje z bezwodnego metanolu.

Nr | Wydajno$¢ | LogP | T.top. [C] Nr Wydajnos¢ | LogP T.top. [C]
la 70% 1.92 | 210-211C 12a 59% 3.56 173-174
1b 59% 1.64 195-196 12b 75% 4.53 111-112
1c 83% 1.84 189-190 12c 87% 1.95 176-177
1d 74% 1.71 209-210 12d 81% 2.62 180-181
le 51% 0.97 195-196 12e 46% 1.07 192-193
1f 47% 2.57 232-233 13 61% 4.42 178-179
19 38% 0.92 210-211 1l4a 87% 5.60 177-178
1h 56% 3.56 221-222 14b 76% 3.40 146-147
1i 20% 1.26 193-194 1l4c 81% 4.95 148-149
1j 5% 4.12 179-180 5.4.12 51% 0.55 245-246
1k 39% 1.28 198-199 5.4.26 70% 2.56 198-199
1l 49% 3.18 198-199 | 5.4.34 35% 3.43 207-208
1m 83% 2.57 206-207 5.4.35 85% 4.96 171-172
1n 64% 3.97 199-200 | 5.4.36 80% 2.11 199-200
1o 36% 0.46 191-192 5.4.37 67% 1.31 167-168
1p 70% 0.48 217-218 5.4.38 71% 3.41 213-214
2a 36% 1.44 161-162 | 5.4.39 87% 4.03 199-200
2b 43% 1.72 162-163 5.4.40 82% 1.39 245-246
2C 73% 2.08 213-214 5.4.54 63% 3.03 167-168
3a 70% 1.87 202-203 5.4.57 96% 2.54 143-144
3b 34% 2.13 198-199 5.4.59 52% 2.79 183-184
3c 83% 4.24 207-208 5.4.61 43% 2.34 134-135
3d 68% 3.72 202-203 5.4.64 29% 2.43 171-172
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4 78% 3.23 204-205 | 5.4.65 28% 1.48 79-80
5a 48% 3.73 159-160 | 5.4.67 63% 2.69 199-200
5b 44% 1.26 194-195 | 5.4.70 65% 2.90 175-176
5C 86% 1.31 223-224 | 54.71 74% 2.81 167-168
5d 33% 2.05 186-187 5.4.75 85% 2.97 180-181
6a 73% 2.56 215-216 | 5.4.76 87% 2.95 163-164
6b 80% 3.93 234-235 | 5.4.77 30% 2.67 168-169
6c 74% 3.42 228-229 | 5.4.78 64% 3.31 182-183

7 49% -211 | 188-189 | 5.4.79 62% 1.94 162-163
8a 97% 3.73 203-204 | 5.4.80 81% 3.60 225-226
8b 76% 4.01 205-206 | 5.4.81 19% 3.61 159-160
8c 76% 4.67 197-198 | 5.4.82 56% 2.74 177-178
8d 78% 4.37 224-225 | 5.4.84 95% 2.86 173-174
8e 77% 3.77 218-219 | 5.4.85 51% 1.12 171-172
8f 51% 2.15 197-198 | 5.4.86 37% 3.63 178-179
89 72% 3.89 188-189 | 5.4.87 29% 1.44 187-188
8h 71% 5.14 218-219 | 5.4.88 34% 2.26 150-151
8i 57% 4.62 221-222 5.4.89 41% 2.99 162-163
8j 82% 4.66 215-216 | 5.4.90 56% 2.92 177-178
8k 2% 5.45 207-208 | 5.4.91 58% 3.50 186-187
8l 64% 2.97 199-200 | 5.4.92 50% 3.05 168-169

9 7% 2.92 184-185 | 5.4.93 58% 2.85 186-187
10 57% 2.54 205-206 | 5.4.94 48% 3.13 176-177

1la 2% 2.15 174-175 | 5.4.96 87% 3.86 151-152
11b 64% 3.90 164-165 | 5.4.98 82% 5.15 141-142
11c 63% 4.06 212-213 | 5.4.99 68% 5.23 142-143
11d 38% 0.60 169-170 | 5.4.101 22% 1.70 187-188
1le 54% 1.43 120-121 | 4.4.102 25% -0.05 130-131

Tabela 1. Wydajnosci, wartosci lipofilowosci (LogP - obliczone przy uzyciu programu ACD/ChemSketch
wersja 12.01) oraz temperatury topnienia otrzymanych tiosemikarbazonoéw. Struktury zwigzkow la-14c
przedstawione sg w Tabeli 2, natomiast pozostatych TSCs w odpowiednich rozdziatach Czgséci
Eksperymentalnej.

Najwyzsze wydajnosci uzyskatam kondensujac  otrzymane tiosemikarbazydy
z aldehydem 5-bromosalicylowym i wszystkie podjete proby syntezy zakonczyly sig
otrzymaniem czystego produktu (8a-8e). Stosunkowo dobre wydajnosci uzyskatam
syntezujac pochodne Triapiny - zwiazki 1a - 1p (wyjatkiem sg zwigzki 1g, 1i, 1k i 10), jednak
podczas prob syntezy nie udatlo mi si¢ otrzymaé zwigzkow zawierajagcych w swoich
strukturach  1-(4-nitrofenylo)piperazyng,  1-cykloheksylopiperazyne oraz  morfoling.
Otrzymatam  kilka  pochodnych  2-chinolinokarbaldehydu,  8-hydroksychinolino-2-
karbaldehydu i aldehydu salicylowego z zadowalajagcymi wydajno$ciami oraz trzy zwigzki
oparte na 2-pirydynokarbaldehydzie (2a-2c), ktore ciezko byto oczysci¢ i dopiero po
kilkakrotnej krystalizacji udatlo mi si¢ je otrzymaé w czystej formie. Zadowalajace

wydajnosci uzyskantam syntezujac zwiagzki oparte na aldehydzie salicylowym (6a - c oraz
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5.4.34 - 5.4.40), jednak stosowanie innych mono- (9), di- (10) i trihydroksybenzaldehydow
(5.4.57) pozwolito mi uzyska¢ niewiele pochodnych (mimo wysokiej wydajnosci), poniewaz
pojawiatly si¢ znaczne problemy z wyizolowaniem produktu z mieszaniny reakcyjnej. Zwigzki
oparte  na  2-nitrobenzalehydzie,  4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydzie oraz  2-
chlorotioksantonie uzyskalam =z zadowalajagcymi wydajnosciami. Ciekawg zalezno$¢
zaobserwowatam w  przypadku  pochodnych  2-fluorobenzaldenydu oraz  2,5-
difluorobenzaldehydu i 2,6-difluorobenzaldehydu - zwiagzki oparte na mono- pochodnej
wykazywaly znacznie wyzsza wydajnos¢ niz dipodstawione benzaldehydy, natomiast wsrod
nich najtrudniej byto otrzyma¢ pochodne 2,6-difluoro.

Probowatam otrzymac takze tiosemikarbazony oparte m.in. na kwasie askorbinowym,
D-galaktozie, 2-butanonie, 4-bromobenzaldehydzie, difenylomoczniku i propanalu, jednak nie
udato si¢ otrzymac czystych produktow pomimo kilku powtorzen syntez.

Wigkszo$¢ znanych TSCs jest silnie hydrofobowa (zwlaszcza struktury w ktorych
wystepuje wiele pierscieni aromatycznych), a ich niska rozpuszczalnos¢ w wodzie powoduje
ograniczenia ich stosowania. Dlatego w swoich badaniach poszukiwatam zwiazkéw, ktore
spelniaty okreslone kryteria tj. stosowatam aldehydy/ketony zwierajace w swojej strukturze
grupy hydrofilowe np. hydroksylowa czy aminowa, ktére powoduja zwickszenie
rozpuszczalnosci tiosemikarbazondéw w wodzie. Podobne znaczenie ma obecnos¢ grupy
cukrowej w strukturze TSCs. W wyniku prowadzonych badan udato mi si¢ otrzymaé
tiosemikarbazon oparty na glukozydzie aldehydu salicylowego (7), ktory wykazuje
stosunkowo wysoka rozpuszczalno$¢ w wodzie, co sugeruje koniecznos$¢ dalszych badan nad
tym zwigzkiem.

W Tabeli 2 przedstawiono struktury tiosemikarbazonéw wykazujacych wysoka

aktywnos$¢ biologiczna.
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Tabela 2. Struktury zaprojektowanych i zsyntezowanych tiosemikarbazonéw wykazujacych
aktywnos$¢ biologiczna.

3.4. Projektowanie tiosemikarbazonoéw zawierajacych piperazyne opartych na szkielecie
Triapiny

Zaprojektowatam i otrzymatam Seri¢ nowych tiosemikarbazonow, ktore formalnie sg
pochodnymi Triapiny (la-1p), obejmuja jednak w swojej strukturze piperazyng w taki
sposob, aby azot w potozeniu (N4) byt podwdjnie podstawiony. Warunek taki okazat si¢
kluczowy dla wysokiej aktywno$ci wczesniej otrzymanych zwigzkow nalezacych do TSCs -
DpC i Dp44mT. Badane ligandy sg obojetne w fizjologicznym pH, co pozwala im przenikac¢

przez btony komodrkowe iwigzaé komorkowe zelazo tatwiej niz mniej rozpuszczalnym
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w lipidach ligandom, np. DFO. W zwigzku z tym badania zaleznosci struktura - aktywnos¢
sugeruja, ze polaczenie piperazyny z Triaping pozwala na uzyskanie silnych i selektywnych
chelatorow przeciwnowotworowych, ktore wymagaja dalszych badan in vivo.

Poprzez wlaczenie pierScienia piperazyny jako obiecujgcej nowej  grupy
farmakoforowej, ktory zast¢puje N-koncowg grupe aminowsg otrzymatam analogi Triapiny
(Rys. 15.). Oile wiadomo, ze schemat podstawienia na atomie N4 tiosemikarbazonu ma
kluczowe znaczenie dla aktywnosci Dp44mT, nie byto przeprowadzonych podobnych badan
dla Triapiny [130]. W literaturze jest tylko kilka opisanych TSCs zawierajgcych piperazyng,
dlatego wprowadzitam jg zamiast grupy aminowej, poniewaz moze to modulowa¢ aktywno$¢
antyproliferacyjng nowych analogow, z tego wzgledu, ze piperazynowy heterocykl wystepuje
w wielu roznych biologicznie czynnych zwigzkach, z ktorych niektore sg obecnie stosowane
w terapii Klinicznej [131]. W szczegolno$ci, nowe pochodne mogg w znaczacy sposob
zmienia¢ farmakokinetyke i farmakodynamike, podczas gdy zastgpienie niepodstawionej
grupy NH, fragmentem piperazyny zwigksza ich lipofilowos¢. Modyfikacja struktury poprzez
inkorporacj¢ piperazyny jako PS jest standardowym schematem projektowania lekow, ktory
czesto skutkuje zwigkszonym potencjatem leczniczym otrzymanych analogow [132].

Fragmentacja czasteczek organicznych na mniejsze struktury jest wazng metodg
W analizie retrosyntetycznej 1 zainspirowala metody, ktore okresli¢ mozna jako
pseudo-retrosyntetyczne [133]. Pozwolito to zidentyfikowaé fragmenty, ktoére mogg byc
uzyteczne w projektowaniu lekéw. Na przyktad, wiaczono motyw di-2-pirydylowy [134],
chinolinylowy [135], piperazynylowy [136], morfolinylowy [137] i chinoksalinylowy [138]
ktore sa powszechnymi fragmentami w innych czynnikach przeciwnowotworowych do

projektu nowych TSCs.
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Rys. 15. Nowe struktury tiosemikarbazonow oparte na szkielecie Triapiny

3.4.1. Chelatujace wlasciwosci zapojektowanych analogéw Triapiny

3.4.1.1. Stale protonacji otrzymanych ligandow

Wiele aspektow aktywno$ci biologicznej TSCs wigzano z ich potencjatem
kompleksotworczym. Oznaczenia stalych protonacji i krzywych izozbestycznych zostaty
wykonane we wspoélpracy z dr Monika Pyrkosz - Bulska w Zaktadzie Chemii Organicznej
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

W celu wyznaczenia zakresu pH, w ktorym chelator wystepowat w neutralnej postaci,
wykonano miareczkowanie spektrofotometryczne - znajomo$¢ tych wartosci jest wazna dla
zrozumienia przejscia czasteczki przez blony komoérkowe, poniewaz naladowane chelatory
posiadajg ograniczong zdolno$¢ do przenikania przez blony [139]. Badania te
przeprowadzono w 80% (w/w) mieszaninie rozpuszczalnikow MeOH / H,O ze wzgledu na
niskg rozpuszczalno$¢ tych zwigzkow w czystej wodzie. W pelni sprotonowane formy
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ligandow majg cztery lub pie¢ protonéw dysocjujacych, jeden w grupie hydrazanowej
tiosemikarbazonu, jeden w pierscieniu pirydyny i dwa w ugrupowaniu piperazyny. Piaty
proton pochodzi z dodatkowego pierscienia pirydynowego, pirymidynowego lub
pirazynowego. Otrzymane state protonowania podano w Tabeli 3, a schemat rozmieszczenia

postaci sprotonowanych wybranego liganda (L?) przedstawiono na Rysunku 16.

logsr logs s logs & logs # logk; logK, logKs; logK,
L1 9.67(1) 16.17(1)  19.49(1) 9.67 650 3.32
|2 9.73 (1) 15.40 (2)  18.70(2) 973 577 3.20
L3 9.25(1) 15.83(2)  19.05(2) 925 658  3.22
L 9.58(1) 13.35(2) 19.76(3) 9.58 6.77 341
5 9.47(1) 15.15(2)  18.31(2) 947 568  3.16
Lo 9.43(1) 15.65(1)  18.91(1) 943 622 3.6
L7 9.94(1) 16.93(2)  20.21(3) 9.94 699 3.28
L8 9.96(1) 17.34(1)  22.07(3) 2539(3) 996  7.38 473  3.32
L9 9.70 (1) 17.26 (2)  22.41(4) 2558(4) 970 756 515  3.17
10 9.66 (1) 17.23(1)  22.74(2) 2596(3) 966 757 551  3.22
L1t 9.55(1) 15.93 (2) 19.33(2) 9.55 6.38  3.40
L12 9.63 (1) 16.37 (2)  19.60(2) 9.63 674 3.23
Triapine 1064 14.12(1) 10.64  3.48
Tﬂ"’}f%)i]ne 10.86 (1)  14.65 (1) 10.86  3.79

Tabela 3. Stale protonacji (log3") badanych ligandow L*-L** w mieszaninie MeOH/H,O.
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L% (b) widma elektronowe sprotonowanych czasteczek liganda L% (c) krzywe rozmieszczenia sprotonowanych
czasteczek liganda L? w zaleznosci od pH. (I=0.1M (KCl) w 80% (w/w) MeOH/H,O; T=25.0T;
[L?] = 5x10"° M; pH = 1.60 - 11.02).
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Rys. 17. (a) miareczkowanie spektrofotometryczne w funkcji absorpcji w odniesieniu do pH wolnych ligandéw
LY, L% L™ i L' (b) widma elektronowe sprotonowanych czasteczek ligandow; (c) krzywe rozmieszczenia
sprotonowanych czasteczek wybranych ligandow w zalezno$ci od pH. (I=0.1M (KCIl) w 80% (w/w)
MeOH/H,0; T = 25.0 C; [L] = 5x10° M; pH = 1.9 - 11.5).

Spektrofotometryczne miareczkowania UV / Vis ujawnity charakterystyczne zmiany
widmowe w zakresie dlugosci fali 240 - 450 nm. Wszystkie badane ligandy wykazywaty
intensywne pasma absorpcji w tym zakresie, ktore byty zalezne od sprotonowanego stanu
czasteczki. Pasma o maksymalnej absorpcji Amax = 380 nm - 404 nm przypisano do przejsé
n — m* pierScienia pirydynowego. Mniej intensywne pasma przy A =290 nm pochodzity
gtéwnie z przejs¢ © — n* chromoforu azometinowego.

Podczas pierwszego etapu deprotonowania ([HsL]* — [H.L]") obserwuje sig
przesuniecie pasma ku fioletowi i zmniejszenie intensywnosci maksimum absorpcji
W obszarze widzialnym. Kolejnym dwom etapom deprotonacji towarzyszyto przesunigcie ku
obszarowi czerwieni i wzrost intensywnosci pasma (Rys. 17. (b)) Po deprotonowaniu grupy
N%-H fadunek ujemny jest przenoszony gtownie do atomu siarki za posrednictwem
tautomerycznej rOwnowagi tionowo-tiolowej.

State dysocjacji protonow i widma poszczegdlnych ligandoéw (Tabela 3) obliczono na
podstawie dekonwolucji widm UV-Vis zaleznych od pH. Uzyskane wartosci logK, sa zgodne
z wezesniej opisanymi ligandami tiosemikarbazowymi [130, 140].

Dla badanych ligandow, pierwsza stata protonacji odpowiadata protonowaniu grupy
hydrazanowej =N-NH. Obnizona o jeden rzad wielkosci warto$¢ statej w porownaniu do

innych zgloszonych ligandow N-pirydylo-tiosemikarbazonowych (logK ~10.2 - 11), mozna
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najprawdopodobniej przypisaé podstawieniu pierScienia piperazynowego pierscieniem
aromatycznym (L'-L7), pirydyna (L%-L') lub pirymidyna i pirazyna odpowiednio
w L i L™ Efekt ten zwiazany jest z odciaganiem elektrondéw przez podstawniki. Z drugiej
strony wigzanie wodorowe mie¢dzy azotem pirydylowym i ugrupowaniem hydrazynowym
=N-NH jest prawdopodobnie odpowiedzialne za znaczne réznice w wartosci logK. Nastepna
stata protonacji, logK o wartosci 5.7 - 7.2 zostata przypisana do ugrupowania piperazyny.
Uzyskane wartosci logK grupy funkcyjnej piperazyny badanych ligandéw sg porownywalne
z podanymi wartosciami [141]. LogK o wartosci 3.1 - 3.4 mozna przypisa¢ protonowaniu
azotu pirydynowego. Wartosci te sg zgodne z najpopularniejszym tiosemikarbazonem -
Triaping i innymi opublikowanymi tiosemikarbazonami a-N-pirydylu [142]. Dla ligandow
LE-LY® zaobserwowano dodatkowe logk o wartosci 4.73, 5.15 i 5.51. Wartosci te
najprawdopodobniej odpowiadajg protonowaniu dodatkowej grupy pirydynowej, co jest
zgodne z tablicowymi warto$ciami logK pirydyny (5.23) [143]. Kolejne state protonowania
wystapity znacznie ponizej pH = 2.5.

Bioragc pod uwagg stosowany rozpuszczalnik i poréwnujac obserwowane dane z serig
wczesniej zbadanych ligandow [140], zasadowo$¢ podstawnikow zawartych w ligandach
najprawdopodobniej podaza za trendem: hydrazynowa grupa N°H > piperazyna > dodatkowa
grupa funkcyjna (np. pirydyna, pirymidyna lub pirazyna) = pirydyna.

W fizjologicznym pH=7-8.5 dla przebadanych ligandow dominuje neutralna
nienatadowana forma, co ulatwia ich latwy transport przez btony komorkowe. To wyjasnia,
przynajmniej czgsciowo, wysoka aktywnos$¢ biologiczng tych chelatorow przez mobilizacje
wewnatrzkomorkowego zelaza, zapobieganie wychwytowi Fe z biatka transportowego
w surowicy (transferryny) i hamowaniu proliferacji komorkowej [144]. Posta¢ sprotonowana
stala si¢ dominujaca ponizej pH =5, natomiast forma deprotonowana wystepowata jedynie
powyzej pH = 11. Dlatego, jesli te srodki bylyby kiedykolwiek podawane jako leki droga
doustng, niskie pH zotadka (pH =1-2) uniemozliwitloby absorpcje leku z powodu
dodatniego natadowania czasteczki. Latwiejsze wchlanianie miatloby miejsce w jelicie
cienkim, gdzie wyzsze pH (pH =5 -7) skutkowaloby wystepowaniem liganda w postaci

obojetnego zwiazku, czemu towarzyszyltby wiekszy wychwyt [145].
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3.4.1.2. Zdolnos¢ do chelatowania Cu (II) i Fe (I1I)
W celu oceny zdolnosci tworzenia kompleksow przez badane ligandy bedace

pochodnymi Triapiny, wykonano spektroskopowe miareczkowanie roztwordw wszystkich

zwiazkéw L'- L' jonami miedzi i zelaza. Miareczkowano badane ligandy jonami metali

w celu wytworzenia ich komplekséw metalicznych przy nastepujagcym stosunku metalu do

ligandu 1:1 - 1:5. Na Rysunku 18 przedstawiono krzywe izozbestyczne wybranych ligandow.
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Rys. 18. Elektronowe widma absorpcyjne Cu (11) i Fe (1) - L? L*, L® zarejestrowane przy roznych stosunkach
metalu do liganda. I = 0,1 M (KCI) w 80% (w/w) MeOH / H,0; T = 25,0C; [L] = 5x10° M.



Dodanie jonu metalu do roztworu liganda powoduje rozlegle zmiany w obszarze
widzialnym widm ligandow. Te zmiany sugeruja natychmiastowe tworzenie kompleksow
w roztworach w reakcji kazdego z badanych ligandow z uzytymi jonami metali. Wszystkie
ligandy wykazywaty charakterystyczne intensywne przej$cia w zakresie 400 - 500 nm dla
Cu(I) i 380 - 510 nm dla Fe (III), ktore rozciggaly si¢ do obszaru widzialnego. Na
Rysunku 18 pokazano elektronowg zmiang widmowa obserwowang Ww roztworze
MeOH / H,O (80/20), gdy dodano Cu (11) lub Fe (III) do wybranych ligandéw L2 L*i L% W
przypadku braku jonéw metali jasnozotty roztwor wykazywat intensywne pasma absorpcji
Przy Amax = 250 nm, Amax =290 nm 1 Apax = 380 nm - 404 nm. Po dodaniu roztworu jonéw
Cu(ll) lub Fe (IIl) sygnaly samego liganda zmniejszyly si¢, a natezenia kompleksu
zwickszyly sie przy 430 - 450 nm z niektorymi punktami izozbastycznymi przy A~ 337 nm
i 395 nm. Obecnos$¢ tego pasma wskazuje na przenoszenie fadunku liganda do metalu, ktore
jest typowe dla kompleksu Cu (I). To pasmo przeniesienia odpowiada przejsciu S — Cu (I1)
i Npy — Cu (II). Podobne pasma przeniesienia tadunku liganda do metalu zaobserwowano
réwniez w kompleksach innych ligandow TSCs [140, 141]. Nie zaobserwowano pasm przejs$¢
d-d ze wzglgdu na niskie stezenie komplekséw Cu (1) w roztworze. Pasma te powinny miec¢
matg intensywnos¢ w zakresie 600 - 700 nm.

W badanych ligandach tworzeniu si¢ mono-kompleksow zelaza (I11) tworzyszyto
szerokie pasmo w przedziale 450 - 620 nm. Poniewaz ligandy niezawierajagce metali nie
absorbuja w tym regionie, sg to najprawdopodobniej pasma przenoszace tadunek (CT)
komplekséw Fe-L. Dodatkowo opracowalismy charakterystyczne pasma CT Amax =639 nm
kompleksow Fe (I1l) - L o dlugosci fali 580 - 680 nm, ktére rowniez wykryto w innych
kompleksach Fe (I1) - TSC [141, 142]. Analiza otrzymanych wynikow wykazata, ze

przedstawione ligandy moga dziata¢ jako skuteczne chelatory miedzi i zelaza.
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Nr Miedz Zelazo
Wzrost Spadek Wzrost Spadek
intensywnosci intensywnosci Punkt intensywnosci intensywnosci Punkt
pasma absorpcji po|pasma absorpcji po iz0zbest zzne pasma absorpcji po|pasma absorpcji po iz0zbest zzne
koordynacji metalu|koordynacji metalu y koordynacji metalu|koordynacji metalu y
L | 247 nm, 370 nm 450 nm 325 nm, 401 nm 306 nm 433 nm 397 nm
370 nm
|_2 370 nm ~293 nm, 450 nm| 334 nm, 397 nm | nowe pasmo w 450 nm 394 nm
obszarze
widzialnym przy
310 nm
381 nm
L4 373 nm ~296 nm, 450 nm| 337 nm, 398 nm | nowe pasmo w 436 nm 337 nm, 397 nm
obszarze
widzialnym przy
303 nm
L° 370 nm 450 nm 336 nm, 397 nm 370 nm 433 nm 393 nm
L’ 370 nm 450 nm 336 nm, 397 nm | 269 nm, 376 nm; 436 nm 393 nm
|_9 - ~298 nm, 450 nm| 342 nm, 395 nm - =~ 304 nm, 430 nm 393 nm
L2 365 nm 450 nm 340 nm, 389 nm 366 nm 430 nm 395 nm

Tabela 4. Zmiany w widmach absorpcji i punkty izozbestyczne dla wybranych ligandow.

3.4.2. Poréwnanie aktywnosci przeciwnowotworowej i selektywnosci wybranych
tiosemikabazonow opartych na 3-aminopirydynokarbaldehydzie do Triapiny

Otrzymane zwigzki - analogi Triapiny, zawierajace w swojej strukturze piperazyne
badane bytly w laboratorium dr Anny Mrozek - Wilczkiewicz oraz dr Katarzyny Malarz
z Zaktadu Fizyki Ciata Stalego Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach pod katem ich
cytotoksycznosci  wobec komorek nowotworowych jelita grubego z obecnym
(HCT116 p53"*) i usunigtym genem supresorowym TP53 - kodujacym biatko p53
(HCT116 p53™), linii komoérkowej guza moézgu U-251 i Hs683 oraz linii komorkowe;
nowotworu piersi MCF-7. By zwigzki mogly by¢ z powodzeniem stosowane jako leki
przeciwnowotworowe musza wykazywac selektywno$¢ wzgledem komoérek nowotworowych
I normalnych, niezmienionych chorobowo komorek, dlatego testowano otrzymane zwigzki

wobec linii komoérkowej NHDF - wyniki przedstawiono w Tabeli 5.
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Poziom aktiwnoéci:

ICs0: 1-6.25 },LM
ICs0: > 6.25 M
ICs0 [1M]
N HCT116 |HCT116 p53”| MCF-7 U-251 Hs683  |NHDF
p53+/+
LY [1.524+0.445 1.436 +0.358 | >25
L 2.487+0.512 | >25
L 1.483 +0.335 | >25
LY ]1.328 £0.209 4.457+0.954 | >25
L> [1.450+0.452 3.807 + 1.023[2.569 + 0.675/10.050 + 2.643| >25
L 1.894 +0.812 | >25
L 1.133 + 0.049 |2.536 + 0.400|3.084 + 1.273| 4.624 + 1.031 | >25
L 1.900 + 0.292 1.120 £ 0.113[1.070 £ 0.280| 1.162 +0.307 | >25
L >25
L >25
L 1.730 £ 0.388(1.268 £ 0.374| 2.838 £0.581 | >25
L 2218 £0.638 2.595+0.237 | >25
Triapina|1.121 + 0.277] 1.336 + 0.338 [2.328 + 0.431[1.476 + 0.558| 1.763 + 0.292 | >25

Tabela 5. Aktywno$¢ antyproliferacyjna (ICsq) nowych analogéw 3-AP w poréwnaniu z Triaping w roznych
typach komorek nowotworowych i prawidtowych komoérek ludzkich fibroblastoéw (NHDF).

Wszystkie badane analogi wykazaly znacznie wyzszg aktywnos$¢ antyproliferacyjng
niz Triapina. Najaktywniejszym zwiazkiem okazat si¢ zwigzek L o wartosci ICso rownej
0,12 uM wobec linii komorkowe; HCT116 p53+/+. Aktywnos¢ tego zwigzku byla bardzo
podobna dla wszystkich badanych linii nowotworowych i oscylowata wokot 0,12 - 0,2 uM.
Ta pochodna wykazata réwniez obiecujgcy indeks terapeutyczny (208 w przypadku
HCT116 p53"*, Tabela 6.), poniewaz jego cytotoksyczno$¢ wobec normalnych linii
komorkowych jest stosunkowo niska. Wyjatkiem jest jednak linia komorkowa glejaka Hs683,
poniewaz warto§é ICso jest dziesigciokrotnie wyzsza dla zwiazku L3, W rzeczywistosci linia
komorkowa Hs683 wykazywata oporno$¢ na prawie wszystkie testowane analogi,
Z wyjatkiem pochodnych L? i LY. Te dwa analogi byly aktywne wobec wszystkich
testowanych linii komoérek nowotworowych.

Analiza aktywnosci badanych ligandow wykazata, ze zwiazki halogenowane na
koncowym pier§cieniu aromatycznym, wykazywaly wyzszag aktywnos¢ niz ich
niepodstawione odpowiedniki (np. L* w poréwnaniu z L? i L®). Zwiazki z pierécieniami
diazynowymi okazaty sie mniej aktywne niz fenol (L' w poréwnaniu do L™ i L), a pierscien
pirydynowy wytworzyl pochodng, ktora byla jeszcze mniej aktywna (L®). Wprowadzenie

grupy trifluorometylowej do struktury tiosemikarbazonu skutkowalo uzyskaniem bardzo
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aktywnych analogéw wobec wszystkich testowanych linii komoérek nowotworowych oraz
wykazujacych nizsza toksycznosé wobec prawidlowych fibroblastow (L°, L°, L'®). Wptyw
obecnos$ci genu supresorowego TP53 na podatno$¢ komoérki na dziatanie niektorych analogow
Triapiny jest interesujacy. Pochodne LY, L* L° i L® byly okolo 2 - 14 razy bardziej skuteczne
wobec linii HCT116 p53” niz wobec komorek typu dzikiego. Z kolei efekt ten jest odwrotny
w przypadku zwiazku L', ktory okazaly si¢ nieco mniej aktywny wobec linii komérkowe;
z usunietym genem TP53. Oprocz tych obserwacji okazato si¢, ze komorki raka jelita
grubego, piersi i glejaka U-251 sg podobnie podatne na dziatanie badanych TSCs.

Interesujacym wyjatkiem byta linia komérkowa Hs683, ktora okazala si¢ stosunkowo
odporna na prawie wszystkie badane zwiazki z dziesigciokrotnie wyzsza $rednig warto$cig
ICs0. Wyjasnia¢ to moze inny poziom podstawowej homeostazy zelaza, np.z réoznych
poziomow aktywnosci i stezen receptorow transferyny (Tf). Linia komérkowa Hs683 jest
znacznie bardziej oporna niz linia U-251 na toksyny Tf, np. biatko przeciwwirusowe lub
dezaktywujace rybosomy [146].

Podsumowujgc, analizowane zwiazki wykazuja obiecujace wiasciwosci jako $rodki
przeciwnowotworowe o silnej i selektywnej aktywnosci antyproliferacyjnej (Tabela 6.).
Analiza zaleznosci struktura - aktywno$¢ ujawnia, ze wprowadzenie pier§cienia piperazyny
do struktury Triapiny pozwala uzyskac silne i selektywne chelatory przeciwnowotworowe.
W szczegolnosei zwiazki L i LY, ktére posiadaja w swoich strukturach atomy fluoru,
wykazuja najlepsza aktywno$¢ wobec wszystkich badanych linii nowotworowych. Z tego
powodu wybrano zwigzek L® do dokladniejszego zbadania molekularnych mechanizmow

jego aktywnosci.
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Wartosci oznaczono kolorami:

B T1>25
[ ] T125-25
] TI<25
Indeks terapeutyczny (TI)
NHDF vs. | NHDFvs. | NHDF
NI HCT116 | HCT116 | vs. NU'_DZE’S' N:SDGZ;’S'
p53*"* p537" MCF-7
L! >16 >17
L >10
L >17
L° >19 >6
L >17 >2
L >13
>5
>22
>9
>10
Triapina >22 >17 >14

Tabela 6. Indeksy terapeutyczne (ang. Therapeutic index (T1)) wybranych tiosemikarbazonéw opisujace ich
selektywno$¢ wobec normalnych komorek.

3.4.2.1. Analiza cyklu komoérkowego

Jednym z najaktywniejszych tiosemikarbazonéw w badanej serii jest zwigzek L°. Na
Rysunku 19 przedstawiono wyniki ilustrujace wplyw zwigzku na regulacje cyklu
komorkowego w liniach komérkowych HCT116 p53*"*, U-251 i MCF-7. Zaobserwowano
spadek procentowe;j ilosci komérek w fazie GO/ G1 juz 24 godziny po podaniu zwiazku L°
we wszystkich liniach komérkowych. Efekt ten byt szczegodlnie silny w komorkach U-251,
wktorych L° zmniejszyt odsetek komorek w fazie GO/Gl do 50% w poréwnaniu
z komoérkami nieleczonymi (78%) (Rys. 19. (B)). Dodatkowo, zwiazek L° indukowat wzrost
ilosci komorek w fazie S we wszystkich testowanych liniach komorkowych, a najsilniejszy
efekt zaobserwowano dla linii komérkowej U-251 (41%). 24 godziny po podaniu zwigzku L?,
nie zaobserwowano zadnych zmian w ilosci komoérek w fazie G2/M w pordéwnaniu
Z nieleczong linig kontrolng. Wyniki te sugerujg, ze badane TSCs moga indukowaé
zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G1/S, przyczyniajac si¢ w ten sposob do

indukowania $mierci komorki.
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Rys. 19. Wplyw zwiazku L° na regulacje cyklu komérkowego w komoérkach HCT116 p53+/+, U-251 i MCF-7.
Histogramy pokazuja procent komorek w fazach GO/G1, S i G2/M cyklu komorkowego (A). W tabeli
przedstawiono $redni procent komoérek w fazach GO / G1, S i G2 / M cyklu komérkowego z trzech niezaleznych
eksperymentow (B).

Przebadano réwniez zdolno$é¢ zwiazku L° do indukowania apoptozy w komoérkach
HCT116, U-251 i MCF-7 stosujac wybarwianie aneksyng V-FITC (Rys. 20.). Najwickszy
procent komorek apoptotycznych zaobserwowano w przypadku linii komorkowej MCF-7.
W tym przypadku wykryto szesciokrotny wzrost liczby martwych komorek (w poréwnaniu
z komorkami nieleczonymi). Catkowita warto$¢ apoptotyczna wynosita 55% (Rys. 20. (B)).
W przypadku HCT116 p53** zaobserwowano czterokrotny wzrost liczby martwych komorek.
W przypadku linii komoérkowej U-251, odsetek komorek apoptotycznych byl trzykrotnie

wyzszy w komorkach do ktérych podano zwiazek L° niz w grupie kontrolne;.

65



I+
HCT116 p53” U-251
Control L’ Control [l
APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop /Dead Dead Late Apop /Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop /Dead
7.00 % 530 % 440 % 3155% 3.00% 7.50 % 210% 1225 %

34 34 34 34
= = [= E ;
= | - pu | b | ¢
5 2 < 5 2 P o 2 o 2
B e 22 2 R
s 4 s s i - ;

L 2 L P 11 :

m 130 % 55 TR - 7.90% 0.95% 33‘;*?\* 205%

0 Live Early Apop. 0 Live Early Apop. Early Apop 0 Live == Early Apop.

N B T T I R 2 3 4 " T T T T
ANNEXINV  Apoptot Live ANNEXINV  Agoptotic Live ANNEXIN V  Agoptotie Live ANNEXINV  Agoptotic
MCF-7 ) B
Control L
APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Late Apop./Dead HCT116 p53** U-251 MCF-7
755% 11.90 % 47.20%

3 Control | L° |Control| L° |Control| L°
£ ; [ 8 Live [%] 87.70+ | 70.35+ | 85.65+ | 88.37+ | 87.38+ | 41.20+
5 24 e 3 f wel7ol ] 184 | 2008 | 410 | 675 | 1015 | 283
= A < o4
e s = : Total | 550, | 30456 | 948+ |1033+| 87 1

2 g Apoptotic .58+ .45+ 48+ .33+ Wiok | 5515+

1 a3 S 1.38 17.99 1.45 5.62 495 042
W* 0.35% 825% 1%l
0 Live™™ Early Apop. Early Apop.
R T R T 3 N
ANNEXINV  Agoptotio Live ANNEXIN V  Apoptotic

Rys. 20. Ocena indukcji apoptozy w komorkach HCT116 p53+/+, U-251 i MCF-7 po 48 h po podaniu zwigzku
L°. Histogramy pokazuja procent wezesnej i poznej apoptozy dla jednego z trzech niezaleznych eksperymentow
(A). W tabeli przedstawiono $redni procent zywych, wczesnych i poznych komorek apoptycznych z trzech
niezaleznych eksperymentow (B).

3.5. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa wybranych tiosemikarbazonow

Oznaczenia cytotoksycznosci in vitro zostalty wykonane przez dr Katarzyne Malarz
w ramach badan prowadzonych do rozprawy doktorskiej w Zakladzie Chemii Organicznej
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

Oznaczenia wykonano przy uzyciu testu MTS (kolorymetryczna metoda detekcji
proliferujacych komorek) przede wszystkim wobec linii komorkowej HCT116 nowotworu

+/+

jelita grubego typu dzikiego HCT116 p53™" oraz z usunigtym genem TP53 (kodujagcym
biatko p53) HCT116 p53'/', poniewaz ten typ nowotworu jest szczegdlnie zwigzny z wyzszym
wychwytem 1 metabolizmem Zelaza, co czyni go potencjalnie podatnym na leczenie
ukierunkowane na homeostaze zelaza. Badano rowniez cytotoksyczno$¢ otrzymanych TSCs
wobec linii komorkowych nowotworow moézgu — U-251 i Hs683 oraz nowotworu piersi
MCF-7, natomiast selektywno$¢ tiosemikarbazonow badano wzgledem linii NHDF
prawidtowych komorek ludzkich fibroblastow. Zastosowany test oparty jest na zdolnoSci
enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej do przeksztatcania pomaranczowej, rozpuszczalnej

w wodzie soli tetrazolowej (MTS) w obecnosci metosiarczanu fenazyny (PMS) do formazanu

bedacego produktem koncowej reakcji. Zdolnos¢ do produkcji formazanu maja tylko zywe
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komorki — pozwala to na doktadne wyznaczenie procentu funkcjonalnych komorek i wptywu
leku na zywotnos$¢ linii komérkowej. Oznacza si¢ go spektrofotometrycznie i na tej podstawie
wyznacza si¢ warto$¢ ICsg — stezenie substancji powodujace zahamowanie wzrostu populacji
komorek 0 potowe.

Poziom aktywnosci:
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UK[pM] [nM] [nM] [nM] [nM]
2,487 +
la 0.512 >25
1,328 + 4,457 =
1b 0,209 0,9535 2
1,524 = 1,436 +
>
e 04445 03575 e
1,450 +
1d 0.4515 >25
1,457 =
le 0,195 >25
1f 2523+ 2,57
1,120+ | 1,070+
19 |1,9+0,292 o115 | 02795 >25
1h 23,31 +£2,59
. 1,133 + 3,084 +
+ >
h 0049 |236E041 4 ooog 1,031 e
. 1.894 =
1j S >25
1,730 | 1,268+
>
1k 0,388 03742 e2
11 >25
im >25
1n >25
1,073 +
>
Lo 0,2308 e
1p 2218 + >25

67



5,133 £
2a 1235 >25
2b >25
2c 4,676 + 2,86/13,28 + 0,56
6,326 +
3a 1612 >25
5,848+
+ - +
3c 12,09+ 0,61
3d 16,66+ 5,57
8,415 +
+
53 12.87 + 0,99
5b >25
5c 10,3+ 1,074
5d 12,32 +0,37
8,330 +
+ - - >
ba 15874597 25
6b >25  |11,69 3,71 : 3 >25
2479 8053 =
- - >
¢ | L0203 0,203 2s
21,74 +
> - - _
! e 1625
79086+ | 2,598+
- - +
8a o o 15,62 + 0,92
o | 4380= | 1726+ _ _ 12,07 =
1,971 06265 2834
13.16 +
8¢ f o 9?5 6,00 £ 0,395 ; ; 21,51 + 3,02
2,973 + 17,03 =
+ - N
B0 6568456 1, 2758
5208+ | 1,405=
- - >
8e 1,333 04225 e
8f 19,24 2,94 7,756 + . : >25

68




1,568
8032+ | 2253+
- - - +
89 1,227 08715 BERIEs20
8h | 4,76+ 0,78 | 1,92 + 0,31 - - T 14,48+0,79
8i 4,00+ 0,62 |3,37 0,60 - - . >25
8] |4,58+0,45 2,26+ 0,49 - - . 18,5352
8k |5,38%0,63 3,25+ 0,53 - - - >25
8l 9,56 1,09]3,56 £ 0,17 - - - >25
9 >25 16,57 1,04 - - - >25
10 |11.36 = 4,699,37 % 0,65 - - . >25
21,74 +
> - - - -
11a 25 1625
11,15+
+ - - -
11b (1215 103| >25
11c 22,55+ 1362043 1,75 - - : -
11,78 =
+ - - -
12a | phoe 2043+229 >25
221+
> - - - -
12b 25 o
15,83+
13 525 76208 ; ; ; ;

Tabela 7. Warto$ci aktywno$ci przeciwnowotworowej (ICsp) wybranych TSCs.

W Tabeli 7 przedstawiono otrzymane tiosemikarbazony wykazujace aktywno$¢
przeciwnowotworowg. Wyniki wykazujg, ze najaktywniejsze zwigzki oparte sg na 2-
chinoliokarbaldehydzie oraz 3-aminopirydylo-2-karbaldehydzie. Analiza struktury zwigzkoéw
zawierajagcych  grupe trifluorometylowa  cechujacych si¢  wysoka  aktywnos$cia
antyproliferacyjna wobec przedstawionych linii komérkowych — 3c i 3d wykazata, ze na ich
aktywno$¢ wplywa obecno$¢ atomu azotu W pierScieniu aromatycznym, mianowicie
zastgpienie jednego atomu wegla atomem azotu skutkuje spadkiem aktywnosci
przeciwnowotworowej tiosemikarbazonu.

Najaktywniejszymi przedstawicielami otrzymanych tiosemikarbazondéw opartych na
3-aminopirydylo-2-karbaldehydzie sa tiosemikarbazony 1f i 1h. Zwiazek 1f zawiera w swojej
strukturze grupe trifluorometylowa, co jest zgodne z wcze$niej zauwazong zaleznoscia,
natomiast grupa difenylometylowa obecna w zwigzku 1h moze korelowaé z wysoka

lipofilowos$cig zwigzku, a tym samym wysoka aktywnos$cig TSC.
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Rys. 21. Struktury najaktywniejszych przeciwnowotworowo TSCs - ich aktywno$¢ wzrasta zgodnie ze
schematem 3c > 3d > 1f > 1h.

Tiosemikarbazony oparte na 2-chlorotioksantonie, 2,5-difluorobenzaldehydzie,
2,6-difluorobenzaldehydzie, dihydroksyacetonie, 2-fluorobenzaldehydzie, glikozydzie
aldehydu salicylowego, 4-hydroksy-2-metoksybenzaldehydzie, 2-nitrobenzaldehydzie,
4-nitrobenzaldehydzie, 3-pentanonie i 2,4,6-trinydroksybenzaldehydzie nie wykazaty istotnej

aktywnosci przeciwnowotworowej.

3.6. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza wybranych tiosemikarbazonéw

Oznaczenia aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej zostaly wykonane
przez prof. Josefa Jampilka z Comenius University w Bratystawie, Stowacja oraz grupy
wspolpracownikow z University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences w Brnie,
Republika Czeska.

Zsyntezowane zwigzki oceniono pod katem ich aktywnos$ci przeciwbakteryjnej wobec
wybranych szczepéw wielolekoopornych oraz izolowanych szczepow opornych na
metycyline lub izoniazyd tj. Staphylococcus aureus (gronkowiec zlocisty) MRSA 63718,
MRSA SA 630 i MRSA SA 3202, Enterococcus faecalis (paciorkowiec katowy),
Mycobacterium tuberculosis (pratek gruzlicy) H37Ra, Mycobacterium kansasii (zakazny
pratek niegruzliczy) DSM 44162, Mycobacterium marinum (pratek morski) CAMP 5644,
stosujgc linie Staphylococcus aureus ATCC 29213 i Mycobacterium smegmatis (pratek
saprofityczny) ATCC 700084 jako odniesienie, natomiast jako probe kontrolng stosowano
Cyklopiroks (CPX), N-(3-aminopropylo)morfoling (APM) oraz Izoniazyd (INH).
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W przypadku S. aureus i E. faecalis do okreslenia minimalnego stezenia hamujgcego (MIC)
zastosowano mikro — metod¢ rozcienczania w bulionie MH (Mueller Hinton Broth),
zmodyfikowang zgodnie z wytycznymi NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards), natomiast w przypadku Mycobacterium stosowano mikro — metode rozcienczania
w pozywce Middlebrook 7H9. MIC okreslono jako najnizsze stezenie zwigzku, przy ktérym
nie zaobserwowano wzrostu bakterii. Wartos¢ MIC jest szeroko stosowana W testach
bakteryjnych i jest standardowym poziomem wykrywalnoséci wedtug Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

Syntezowane zwigzki oceniono pod katem ich aktywnosci przeciwgrzybiczej wobec
izolowanych szczepow Candida albicans (bielnik bialy) CCM 8261, Candida krusei
CCM 8271 oraz Candida parapsilosis CCM 8260. Zastosowano metode¢ mikrorozcienczen w
bulionie RPMI-1640 do stezen 128-0,016 pg/ml, natomiast jako probg kontrolng stosowano
Flucytozyng (FTC) i Amfoterycyng B (amf B). Po inkubacji ptytek aktywnos¢ zwigzkoéw
oceniono jako minimalne stezenie (MIC), ktore w widoczny sposdb zahamowato wzrost
grzybow.

W Tabeli 8 przedstawiono wyniki aktywnosci przeciwbakteryjnej, natomiast

w Tabeli 9 wynki aktywnosci przeciwgrzybiczej wybranych tiosemikarbazondw.

3.6.1. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna

S. E. M. M. M.
Nazwa | aureus | MRSA | MRSA | MRSA |faecalis| Mtb smegmatis kansasiijmarinum
ATCC | 63718 |SA 630 [SA 3202| ATCC |H37Ra| ATCC | DSM | CAMP
29213 29212 700084 | 44162 | 5644
1d 175 701 175 87.5 87.5 87.5 175 175 175
1f 78.1 625 312 19.5 156 625 78.1 7.81 4.88
19 374 93.7 93.7 93.7 749 374 749 9.37 5.86
1h 148 297 148 297 74.3 9.29 594 9.29 4.65
8a 571 571 571 571 571 571 286 571 571
8¢ 301 301 301 150 150 9.40 301 37.6 75.2
8d 551 551 275 275 551 34.4 551 551 551
8e 576 288 288 288 576 72.0 576 576 576

89 153 305 305 153 610 305 76 610 305
8h 65.6 131 131 32.8 525 65.6 131 32.8 131
8i 131 262 131 131 524 32.7 131 32.7 262
8j 516 516 258 516 516 129 65 129 258

8k 262 524 524 524 524 65.5 131 32.7 262
8l 38.1 152 38.1 76.1 609 19.03 304 76.1 304
1la 159 319 319 159 639 39.9 639 79.9 319
11b 146 583 146 291 583 146 146 36 146
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1ic 555 555 555 555 138 138 555 555 555
11d 217 433 433 217 867 867 867 867 867
1le 86 172 689 172 689 345 172 345 689
12a 170 682 682 682 682 5 2 341 5.33 341
12c 825 825 825 825 825 825 825 825 825
12d 641 641 641 641 641 641 641 641 641
12e 217 435 869 435 869 869 869 869 869
14a 502 502 502 502 502 502 251 520 502
14b 278 556 278 556 278 556 556 556 556
14c 130 518 259 259 130 518 518 130 518
CPX | 0.75 48.3 48.3 48.3 1.4 48.3 0.38 3.02 0.75
AMP | 5.72 45.8 45.8 45.8 2.1 - -
INH - - - - - 36.5 117 29.2 467

Tabela 8. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna wybranych tiosemikarbazonow. Koloren zottym zaznaczono

obiecujace wyniki testow.

Badane tiosemikarbazony nie wykazaly znaczacej aktywnos$ci przeciwbakteryjnej
wobec szczepow S. aureus, natomiast ciekawg aktywno$¢ zaobserwowano W przypadku
szczepdw Mycobacterium. Najnizsze wartoSci MIC uzyskano w przypadku TSCs opartych na
aldehydzie 5-bromosalicylowym i 3-aminopirydylo-2-karbaldehydzie, a najaktywniejszymi

zwigzkami sposrod badanych okazaty si¢ 1f oraz 1h.

1f

Rys. 22. Struktury najaktywniejszych przeciwbakteryjnie tiosemikarbazonow.
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3.6.2. Aktywnos$¢ przeciwgrzybicza

. . C.
C. albicans| C. krusei .
Nazwa parapsilosis
CCM 8361| CCM 8271 CCM 8260

1d 10.9 1.37 10.9
1f 2.44 0.61 1.22
19 2.93 1.46 1.46
1h 0.58 0.58 1.16
8a 71 2.23 143
8c 9.40 18.8 75.2
8d 1.08 0.54 4.31
8e 1.13 0.56 2.25
89 76 2.38 153
8h 8.21 1.03 4.10
8i 2.05 1.02 16.38

8j 32.3 32.3 65
8k 4.10 1.02 4.10
8l 9.52 1.19 152
11a 39.9 19.9 9.99
11b 4.55 18.21 2.28
1ic 4.34 8.68 8.68
11d 217 433 433
11e 172 86 345
12a 682 42.6 341
12¢c 412 412 412
12d 641 320 320
12e 434 217 434

14a 63 125 63
14b 556 278 278
14c 259 32.4 32.4
FTC 7.75 124 3.88
Amf B 1.08 2.16 2.16

Tabela 9. Aktywno$¢ przeciwgrzybicza wybranych tiosemikarbazondéw. Koloren z6ttym zaznaczono

obiecujace wyniki testow.

Wszystkie badane tiosemikarbazony wykazaty wysoka aktywnos$¢ przeciwgrzybiczng
wobec drozdzakéw tj. Candida albicans CCM 8361, Candida krusei CCM 8271 i Candida
parapsilosis CCM 8260. Najaktywniejszym ze wszystkich TSCs okazat si¢ by¢ 1h, ktéry na
podobnym poziomie hamuje wzrost wszystkich szczepdéw, jednak pozostale oparte na
3-aminopirydylo-2-karbaldehydzie i aldehydzie 5-bromosalicylowym rowniez wykazuja
interesujacg aktywno$¢, niezaleznie od rodzajow podstawnikow obecnych w strukturze

tiosemikarbazonu.
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Rys. 23. Struktury najaktywniejszych przeciwgrzybiczo tiosemikarbazonow.

3.7. Analiza relacji struktura - aktywno¢ (SAR)

Analiza zalezno$ci struktura - aktywno$¢ pozwala stwierdzi¢, ze zwiazki w ktérych
strukturach znajduja si¢ dodatkowe atomy azotu w pier§cieniach aromatycznych cechujg si¢
wyzsza aktywno$cig zaréwno przeciwnowotworowa jak 1 przeciwbakteryjng oraz
przeciwgrzybicza, natomiast wprowadzenie pierScienia piperazyny powoduje wzrost
aktywnos$ci przeciwnowotworowej analogéw Triapiny w poroOwnaniu do niej same;j.
Generalnie wprowadzenie motywu piperazynowego pozwala wigc na wygenerowanie
potencjalnie interesujacych pochodnych. Uzyskane wyniki stanowi¢ beda cenng biblioteke
danych dla dalszych badan tej intersujacej grupy zwiazkow.
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4. PODSUMOWANIE

W wyniku przeprowadzonych badan otrzymano 23 tiosemikarbazydy, z ktorych 10 nie
zostalo do tej pory opisanych w literaturze oraz 102 nowych nieopisanych w literaturze
tiosemikarbazonow 0 potencjalnej aktywnos$ci biologiczne;.

Badania kompleksowania TSCs potwierdzity, ze wybrane ligandy moga dziata¢ jako
skuteczne chelatory miedzi i zelaza, co czg¢sto w literaturze wigzane jest z aktywnos$cig tej
klasy zwigzkow.

Wszystkie zaprojektowane i zsyntezowane TSCs zostaty przebadane na Uniwersytecie
Slaskim pod katem ich aktywnosci przeciwnowotworowej wobec linii komérkowej HCT116
raka jelita grubego, natomiast najaktywniejsze przebadano rowniez pod katem ich aktywnosci
wobec nowotworé6w mozgu oraz piersi. Selektywno$¢ ich dzialania sprawdzono wobec
prawidtowych komorek ludzkich fibroblastow.

Sposrod otrzymanych zwigzkoéw 26 wykazuje znaczng, a 26 umiarkowang aktywno$¢
przeciwnowotworowg wobec badanych linii komorkowych nowotworu jelita grubego
HCT116 p53+/+ i HCT116 p53'/', nowotworéw mézgu U-251 i Hs683 oraz linii komorkowej
nowotworu piersi MCF-7.

Najwyzsza aktywno$¢ przeciwnowotworowa wykazujg tiosemikarbazony zawierajace
w swojej strukturze grupe trifluorometylowa dotaczona do pierscienia aromatycznego,
w szczegolnosci najaktywniejsze okazaty si¢ zwiazki 3c i3d oraz 1f i 1h. Ponadto wigkszo$¢

TSCs cechuje si¢ wysoka selektywno$ciag wobec komorek rakowych.
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Woybrane tiosemikarbazony przebadano na University of Veterinary and Pharmaceutical
Sciences w Brnie oraz Comenius University w Bratystawie pod katem ich aktywnosci
przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej. Zaobserwowano znaczng aktywno$¢ niektorych
TSCs wobec szczepow Mycobacterium, natomiast wszystkie przebadane zwigzki cechowaty
si¢ wysoka aktywnoscig wobec drozdzakow. Najwicksza aktywno$¢ przeciwgrzybiczg
wykazaly zwigzki 0 rozbudowanej strukturze, bedace pochodnymi Triapiny oraz aldehydu
5-bromosalicylowego.
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Podsumowujac  otrzymane wyniki potwierdzaja wielokierunkowe dziatanie
cytotoksyczne zsyntezowanych tiosemikarbazonoéw oraz ukazuja jak zmiana podstawnikéw
w strukturze TSCs moze drastycznie wplyna¢ na aktywnos$¢ tej klasy zwigzkéw. Metoda
kondensacji tiosemikarbazydow z aldehydami jest wygodng platformg syntetyczng
pozwalajaca otrzyma¢ wiele nowych interesujacych tiosemikarbazonéw oraz dowolnie
modyfikowac ich strukturg.

Analiza zaleznoS$ci struktura-aktywnos$¢ pozwala stwierdzi¢, ze zwigzki w ktorych

strukturach znajduja si¢ dodatkowe atomy azotu w pierscieniach aromatycznych cechuja sie
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wyzszg aktywnoscig zardwno przeciwnowotworowa jak 1 przeciwbakteryjng oraz
przeciwgrzybiczg, natomiast wprowadzenie pierScienia piperazyny powoduje wzrost
aktywnosci przeciwnowotworowej analogéw Tripainy w porownaniu do niej Samej.
Generalnie wprowadzenie motywu piperazynowego pozwala wiec na wygenerowanie
potencjalnie potencjalnie interesujacych pochodnych. Uzyskane wyniki stanowi¢ beda cenne
dane dla dalszych badan tej interesujacej grupy zwigzkow. Otrzymana biblioteka zwigzkow
jest nadal obiektem badan farmakologicznych ukierunkowanych na poszukiwanie nowych

interesujacych efektorow biologicznych.
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5. CZESC EKSPERYMENTALNA

5.1. Pomiary Instrumentalne

Temperatury topnienia otrzymanych zwigzkow oznaczono w szklanych kapilarach za
pomoca aparatu firmy Stanford Research Systems OptiMelt (MPA100), w Zaktadzie Chemii
Organicznej Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

Reakcje mikrofalowe przeprowadzano w reaktorze firmy CEM model DISCOVER®
BenchMate™, w szczelnie zamknictych szklanych proboéwkach 0 pojemnosci 10 ml,
w Zaktadzie Chemii Organicznej Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

Widma *H-NMR, *C-NMR, HMQC i COSY rejestrowano na spektrometrze Bruker
model Ascend 500 MHz przy czestotliwosci 500 1126 MHz na Chorzowskim Wydziale
Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach oraz Bruker Avance Il 400 MHz FT-NMR
0 czestotliwosci 400 i 101 MHz znajdujacym sie w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach, wykorzystujac deuterowny dimetylosulfotlenek jako rozpuszczalnik.
Otrzymane widma analizowano przy uzyciu programu MestreNova 8.2.

Widma masowe rejestrowano przy uzyciu spektrometru Varian 500-MS IT Mass
Spectrometer (LR-MS (ESI)) w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach,
spektrometru mas z analizatorem czasu przelotu (TOF) firmy WATERS, model LCT Premier
XE w Laboratorium Wysokorozdzielczej Spektrometrii Masowej na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej oraz wysokosprawngo chromatografu cieczowego Dionex
UltiMate 3000 (Thermo Scientific, Waltham, MA USA) sprzgzonego ze spktrometrem
masowym LTQ Orbitrap XL Hybrid lon Trap - Orbitrap z transformacja Fouriera (Thermo
Scientific) na Faculty of Pharmacy Comenius University in Bratislava. Czystos¢ zwiazkow
potwierdzono wykorzystujac technik¢ chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Stosowano
plytki aluminiowe pokryte zelem krzemionkowym 0 grubosci warstwy 0,2 mm z indykatorem
UV (firmy Merck). Do detekcji stosowano lampe UV o dlugosci fali
A =254 nm oraz A = 365 nm.

Lipofilowosci  otrzymanych zwigzkow wyznaczono przy uzyciu programu

ACD/ChemSketch wersja 12.01.
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5.2. Stosowne odczynniki

ACROS-ORGANICS: aldehyd 5-bromosalicylowy, 2-chinolinokarbaldehyd,
2-chlorotioksanton, 2,5-difluorobenzaldehyd, 2,6-difluorobenzaldehyd,
2,4-dihydroksybenzaldehyd, 4-fenylopiperydyna, 2-fluorobenzaldehyd, glicyna, glikozyd
aldehydu salicylowego, 8-hydroksychinolino-2-karbaldehyd, 1-(4-metoksyfenylo)piperazyna,
1-(4-nitrofenylo)piperazyna, 1-[2-nitro-4-(trifluorometylo)fenylo]piperazyna,
1-piperazynokarboksylan tert-butylu, 2-(1-piperazynylo)pirymidyna,
1,1'-tiokarbonylodiimidazol, wodzian hydrazyny.

ASTA-TECH: 3-aminopirydyno-2-karbaldehyd, 2,4,6-trihydroksybenzaldehyd.
ENAMINE: 1-(2-pirydylo)piperazyna.

MAYBRIDGE: 1-[3-chloro-5-(trifluorometylo)-2-pirydylo]piperazyna.

POCH: chlorek metylenu, chlorek wapnia, etanol, lodowaty kwas octowy, metanol.
SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY: : 1-(4-fluorofenylo)piperazyna.

SIGMA-ALDRICH: aldehyd salicylowy, 1-(4-bromofenylo)piperazyna,
1-(4-chlorofenylo)piperazyna, 1-(4-cyjanofenylo)piperazyna, 4-cyjanopiperydyna,
4-cykloheksylopiperazyna, 1-(3,4-dichlorofenylo)piperazyna 1-(difenylometylo)piperazyna,
dihydroksyaceton, deuterowany dimetylosulfotlenek, 1-fenylopiperazyna,
4-hydroksybenzaldehyd, 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, keton dipirydylowy, morfolina,
2-nitrobenzaldehyd, 4-nitrobenzaldehyd, 3-pentanon, 1-(2-pirazynylo)piperazyna,
2-pirydynokarbaldehyd, tiomorfolina, 1-(4-trifluorometylofenylo)piperazyna,
1-(5-trifluorometylo-2-pirydylo)piperazyna.
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5.3. Synteza tiosemikarbazydéw
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W szklanej probowce 0 pojemnosci 25 cm® zaopatrzonej w mieszadfo magnetyczne
umieszczono réwnomolowe ilosci (1,1-tiokarbonylo)bis-1H-imidazolu oraz odpowiedniej
pochodnej piperazyny, piperydyny, morfoliny, tiomorfoliny lub glicyny, a nastgpnie dodano
chlorek metylenu. Calo$¢ szczelnie zamknieto kapslem z septa, a nastgpnie mieszano
w temperaturze pokojowej przez 24 h. Otrzymany potprodukt ekstrahowano woda
destylowang. Otrzymang faz¢ organiczng suszono nad bezwodnym chlorkiem wapnia,
a nastepnie odparowano na wyparce rotacyjne;j.

Do otrzymanej pochodnej imidazolilotioketonu dodano rownomolowa ilos¢ wodzianu
hydrazyny oraz 25 cm® etanolu. Mieszanine reakcyjna ogrzewano 2 h pod chtodnica zwrotna
W temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Produkt koncowy pozostawiono na noc w lodéwce

laboratoryjnej w temperaturze —20°C, a nastgpnie krystalizowano z bezwodnego metanolu.
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5.3.1. Otrzymywanie kwasu {[(hydrazynylo)karbotionylo]Jamino} octowego

O

NH NH\/U\
HNT T OH

S

Zwiazek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 0,4596 g (6 mmol) glicyny, 1,1880 g (6 mmol) 1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz
0,29cm® (0,3205g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy produkt krystalizowano

Z metanolu otrzymujac jasnoszary tiosemikarbazyd z wydajnosciag 85%.

'H-NMR (500 MHz, ds-DMSO, ppm): & 4.09 (s, 2H, CH,), 5.27 (s, 2H, NH,), 7.14 (s, 1H,
NH), 8.01 (s, 1H, OH), 12.69 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 5 44.8; 164.9; 166.6.

Temperatura topnienia: 242 - 243C

LogP: -1.18

5.3.2. Otrzymywanie (4-morfolino)tiokarbohydrazydu

H,N" T

S

Zwigzek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacjii ~ 0,52cm® (051799, 6mmol)  morfoliny,  1,1880g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy
produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac biaty krystaliczny tiosemikarbazyd

z wydajnoscia 74%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.59 (m, 4H, CH,), 3.68 (m, 4H, CH,), 4.79 (s, 2H,
NH,), 9.12 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): & 48.2; 66.2; 183.4.

Temperatura topnienia: 170 - 171C

LogP: -0.84
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5.3.3. Otrzymywanie (4-tiomorfolino)tiokarbohydrazydu

H,N" T

S

Zwiazek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 0,93 cm® (0,9969 g, 6 mmol) tiomorfoliny, 1,1880 g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy
produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac biato-szary krystaliczny tiosemikarbazyd

z wydajnoscia 89%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 4.03 (m, 8H, CH,), 4.83 (s, 2H, NH,), 9.19 (s, 1H,
NH).

3C-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): & 26.4; 50.8; 182.3.

Temperatura topnienia: 160 - 161°C

LR-MS (ESI): 200.4 [M+Na]"

LogP: 0.04

5.3.4. Otrzymywanie (4-cyjanopiperydyno)-1-tiokarbohydrazydu

N
’ N/NH O/\
M

S

Zwigzek otrzymano wedlug procedury ogolnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 0,6814 g (6 mmol) 4-cyjanopiperydyny, 1,1880 ¢ (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy
produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac biato-kremowy krystaliczny tiosemikarbazyd

Z wydajnoscig 79%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 1.63 (m, 2H, CH,), 1.88 (m, 2H, CHy), 3.11 (m,
1H, CH), 3.49 (m, 2H, CHy), 4.03 (m, 2H, CHy), 4.95 (s, 2H, NH,), 9.14 (s, 1H, NH).
B3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm):  25.8; 28.2; 46.3; 122.4; 182.8.

Temperatura topnienia: 129 - 130C
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LR-MS (ESI): 206.8 [M+Na]"
LogP: -0.47

5.3.5. Otrzymywanie (4-fenylo-1-piperydyno)-1-tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wedlug procedury ogodlnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 0,9872 g (6 mmol) 4-fenylopiperydyny, 1,1880 g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy
produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac jasnoczerwony krystaliczny tiosemikarbazyd

Z wydajnoscia 82%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 1.52 (m, 2H, CH,), 1.77 (d, 2H, J = 12.3 Hz), 2.80
(m, 1H, CH), 3.00 (t, 2H, J = 13.0 Hz), 3.88 (s, 2H, CH,), 4.70 (d, 2H, J = 13.7 Hz), 7.17-7.24
(m, 3H, Ar-H), 7.26-7.33 (m, 2H, Ar-H), 9.05 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 33.1; 42.2; 48.5; 126.7; 127.1; 128.9; 145.9; 182.6.
Temperatura topnienia: 162 - 163C

LR-MS (ESI): 235.7 [M+H]"

LogP: 2.25
5.3.6. Otrzymywanie tert-butylo-4-(hydrazynylokarbotionylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

)(T\ L
K\N 04\CH3
Q CHs
N
H,N" T

S

Zwiazek otrzymano wedlug procedury ogodlnej opisanej W punkcie 5.3, wykorzystujac do

reacji 1,1521 g (6 mmol) 1-piperazynokarboksylanu tert-butylu, 1,1880g (6 mmol)
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1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac biaty tiosemikarbazyd z wydajnosciag 70%.

'H-NMR (500 MHz, dg-DMSO, ppm): & 1.41 (s, 9H, CHs), 3.32 (m, 4H, CHy), 3.71 (m, 4H,
CH,), 4.72 (s, 2H, NHy), 9.11 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 19.0; 28.5; 47.4; 49.0; 79.6; 154.3; 183.1.
Temperatura topnienia: 165 - 166

LR-MS (ESI): 283.8 [M+Na]*

LogP: 0.32

5.3.7. Otrzymywanie (4-cykloheksylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 1,0303 g (6 mmol) 1-cykloheksylopiperazyny, 1,1880 ¢ (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac biaty tiosemikarbazyd z wydajnoscig 59%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 1.19 (m, 6H, CH,), 1.73 (d, 5H, J = 8.4 Hz), 3.36
(m, 4H, CHy), 3.66 (s, 4H, CHy), 4.73 (s, 2H, NH,), 9.02 (s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, d-DMSO, ppm): & 25.7; 26.3; 28.7; 48.3; 48.7; 62.9; 182.9.
Temperatura topnienia: 178 - 179C

LR-MS (ESI): 242.5 [M+H]"

LogP: 1.65

84



5.3.8. Otrzymywanie (4-fenylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu

Q
K\N
i TNQ

S

Zwiazek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji  0,95cm®  (1,0080g, 6mmol) 1-fenylopiperazyny, 1,1880g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac jasnordézowy tiosemikarbazyd z wydajnoscia
70%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.15 (s, 4H, CH,), 3.87 (s, 4H, CH,), 4.89 (s, 2H,
NH,), 6.80 (t, 1H, J = 7.1 Hz), 6.95 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 7.22 (t, 2H, J = 7.7 Hz), 9.17 (s, 1H,
NH).

3C-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 48.3; 56.5; 116.0; 119.7; 129.4; 151.1; 183.0.
Temperatura topnienia: 173 - 174C

LR-MS (ESI): 237.6 [M+H]*

LogP: 0.90

5.3.9. Otrzymywanie [4-(2-pirydylo)-1-piperazyno]tiokarbohydrazydu

//\N NN
HzN/NHT NQ

S

Zwigzek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 0,93cm® (0,9970g, 6mmol) 1-(2-pirydylo)opiperazyny, 1,1880g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac kremowy tiosemikarbazyd z wydajnoscia
98%.
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'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.18 (s, 4H, CH,), 3.85 (m, 4H, CHy), 4.77 (s, 2H,
NH,), 6.67 (m, 1H, Ar-H), 6.83 (m, 1H, Ar-H), 7.56 (m, 1H, Ar-H), 8.13 (m, 1H, Ar-H), 9.13
(s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, ds-DMSO, ppm): & 44.4; 47.2; 107.6; 113.7; 138.0; 148.0; 159.1;
183.0.

Temperatura topnienia: 172 -173C

LR-MS (ESI): 237.7 [M+H]*

LogP: -0.02

5.3.10. Otrzymywanie [4-(2-pirymidynylo)-1-piperazyno]tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 0,87 cm® (1,0075g, 6 mmol) 2-(1-piperazynylo)pirymidyny, 1,1880¢g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac biaty tiosemikarbazyd z wydajnoscig 92%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.75 (m, 4H, CH,), 3.83 (m, 4H, CH,), 4.76 (s, 2H,
NH,), 6.66 (t, 1H, J = 4.7 Hz), 8.38 (d, 2H, J = 4.7 Hz), 9.13 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm):  43.2; 47.3; 110.9; 158.4; 161.5; 183.0.
Temperatura topnienia: 208 - 209C

LR-MS (ESI): 238.4 [M+H]*

LogP: 0.34
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5.2.11. Otrzymywanie [4-(2-pirazynylo)-1-piperazyno]tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 1,0054 g (6 mmol) 1-(2-pirazynylo)piperazyny, 1,1880 g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac biaty tiosemikarbazyd z wydajnoscia 88%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.61 (m, 4H, CH,), 3.87 (m, 4H, CH,), 4.77 (s, 2H,
NH,), 7.86 (d, 1H, J = 2.7 Hz), 8.09 (dd, 1H, J; = 2.7 Hz, J,= 1.5 Hz), 8.31 (d, 1H, J = 1.5
Hz), 9.16 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 43.7; 47.0; 131.7; 133.0; 141.9; 154.7; 182.9.
Temperatura topnienia: 177 - 178 C

LR-MS (ESI): 238.6 [M+H]"

LogP: -0.45

5.3.12. Otrzymywanie 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujagc do
reacji 1,1034 g (6 mmol) 1-(4-fluorofenylo)piperazyny, 1,1880 g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac jasnorézowy tiosemikarbazyd z wydajnoscia
97%.
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'"H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.09 (m, 4H, CH,), 3.87 (m, 4H, CHy), 4.77 (s, 2H,
NHy), 6.97 (m, 2H, Ar-H), 7.05 (m, 2H, Ar-H), 9.19 (s, 1H, NH).

3C-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 47.6; 49.1; 115.9; 117.9; 148.0; 157.8; 183.0.
Temperatura topnienia: 180 - 181C

LR-MS (ESI): 276.3 [M+Na]"

LogP: 0.99

5.3.13. Otrzymywanie 4-(4-bromofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wedlug procedury ogdlnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 0,5000 g (2 mmol) 1-(4-brmofenylo)piperazyny, 0,3960 g (2 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,10 cm?® (0,1068 g, 2 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac biaty tiosemikarbazyd z wydajnoscig 67%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.17 (s, 4H, CH,), 3.86 (s, 4H, CH,), 4.80 (s, 2H,
NH,), 6.90 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.35 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 9.17 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 40.5; 47.3; 110.7; 117.8; 132.0; 150.2; 183.0.
Temperatura topnienia: 193 - 194C

LogP: 1.67

5.3.14. Otrzymywanie 4-(4-chlorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano wedhlug procedury ogdlnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do

reacji 1,2042 g (6 mmol) 1-(4-chlorofenylo)piperazyny, 1,1880 g (6 mmol)
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1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac biaty tiosemikarbazyd z wydajnoscig 90%.

'H-NMR (500 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.16 (t, 4H, J = 5.2 Hz), 3.86 (t, 4H, J = 5.2 Hz),
4.78 (s, 2H, NH,), 6.95 (m, 2H, Ar-H), 7.24 (m, 2H, Ar-H), 9.18 (s, 1H, NH).

3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 47.3; 48.0; 117.3; 123.0; 129.1; 149.8; 182.9.
Temperatura topnienia: 195 - 196C

LR-MS (ESI): 270.4 [M+H]*

LogP: 1.63

5.3.15. Otrzymywanie 4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

e

Zwiazek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 1,1582g (6 mmol)  1-(4-cyjanofenylo)piperazyny, 1,1880g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy
produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac jasnopomaranczowy tiosemikarbazyd

Z wydajnoscig 70%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.42 (m, 4H, CH,), 3.89 (m, 4H, CHy), 4.78 (s, 2H,
NH,), 7.05 (s, 2H, Ar-H), 7.60 (m, 2H, Ar-H), 9.15 (s, 1H, NH).

3C-NMR (101 MHz, ds-DMSO, ppm): & 45.9; 48.9; 98.6; 114.3; 120.5; 133.8; 153.0; 182.9.
Temperatura topnienia: 169 - 170C

LR-MS (ESI): 301.0 [M+K]*

LogP: 0.78
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5.3.16. Otrzymywanie 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji  1,2016g (6 mmol)  1-(4-metoksyfenylo)piperazyny, 1,1880g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy
produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac jasnokremowy tiosemikarbazyd

z wydajnoscia 81%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.00 (m, 3H, CH3), 3.86 (m, 4H, CH,), 4.11 (m,
4H, CH,), 4.77 (s, 2H, NH,), 6.83 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 6.90 (m, 2H, Ar-H), 9.17 (s, 1H, NH).
B3C-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 19.0; 49.9; 56.5; 114.8; 118.2; 145.4; 153.7; 183.1.
Temperatura topnienia: 194 - 195C

LR-MS (ESI): 288.0 [M+Na]*

LogP: 0.71

5.3.17. Otrzymywanie 4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 1,2694 g (6 mmol) 1-(4-nitrofenylo)piperazyny, 1,1880 g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac zotty tiosemikarbazyd z wydajnosciag 87%.
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'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.57 (s, 4H, CHy), 3.91 (s, 4H, CHy), 4.97 (s, 2H,
NH,), 6.97 (d, 2H, J = 9.3 Hz), 8.08 (m, 2H, Ar-H), 9.15 (s, 1H, NH).

3C-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 45.7; 46.7; 112.5; 126.2; 137.3; 154.6; 182.8.
Temperatura topnienia: 207 - 208 C

LR-MS (ESI): 304.1 [M+Na]*

LogP: 1.35

5.3.18. Otrzymywanie 4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

Cl
Cl

Zwigzek otrzymano wedlug procedury ogodlnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 1,4007g (6 mmol) 1-(3,4-dichlorofenylo)piperazyny, 1,1880g (6 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac jasnoroézowy tiosemikarbazyd z wydajnoscia
68%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.08 (s, 4H, CH5), 3.86 (m, 4H, CH,), 4.76 (s, 2H,
NH,), 6.93 (m, 1H, Ar-H), 7.14 (s, 1H, Ar-H), 7.40 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 9.19 (s, 1H, NH).
BC-NMR (101 MHz, de-DMSO, ppm): & 47.1; 47.3; 115.6; 116.6; 120.1; 130.9; 132.0;
150.7; 183.0.

Temperatura topnienia: 186 - 187C

LR-MS (ESI): 303.7 [M+H]"

LogP: 2.46
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5.3.19. Otrzymywanie 4-[4-(trifluorometylo)fenylo] piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

F

Zwiazek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 0,9209g (4 mmol) 1-(4-trifluorometylofenylo)piperazyny, 0,7920g (4 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,19 cm?® (0,2137 g, 4 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac biaty tiosemikarbazyd z wydajnoscia 56%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.18 (m, 4H, CH,), 3.90 (s, 4H, CH,), 4.77 (s, 2H,
NH,), 7.07 (s, 2H, Ar-H), 7.51 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 9.18 (s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 46.6; 47.1; 114.3; 118.1; 118.4; 126.7; 153.2;
183.0.

Temperatura topnienia: 181 - 182C

LogP: 2.15

5.3.20. Otrzymywanie 4-[5-(trifluorometylo)-2-pirydylo] piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

F

Zwigzek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 0,9249g (4 mmol) 1-(5-trifluorometylo-2-pirydylo)piperazyny, 0,7920g (4 mmol)
1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,19 cm?® (0,2137 g, 4 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac biaty tiosemikarbazyd z wydajnoscia 70%.
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'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.70 (s, 4H, CH,), 3.87 (s, 4H, CH,), 4.76 (s, 2H,
NH,), 6.93 (d, 1H, J = 9.1 Hz), 7.82 (s, 1H, Ar-H), 8.42 (s, 1H, Ar-H), 9.14 (s, 1H, NH).
B¥C-NMR (101 MHz, ds-DMSO, ppm): & 43.8; 46.9; 49.1; 106.7; 113.7; 135.0; 145.7; 160.3;
183.0.

Temperatura topnienia: 206 - 207C

LR-MS (ESI): 305.3 [M+H]"

LogP: 1.64

5.3.21. Otrzymywanie 4-[2-nitro-4-(trifluorometylo)fenylo] piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

0 F
\ F

Zwiazek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 0,9700g (3.5mmol) 1-[2-nitro-4-(trifluorometylo)fenylo]piperazyny, 0,6930 g
(3.5 mmol) 1,1-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,17 cm® (0,1870 g, 3.5 mmol) wodzianu
hydrazyny. Surowy produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac jasnopomaranczowy

krystaliczny tiosemikarbazyd z wydajnoscia 75%.

'H-NMR (500 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.26 (m, 4H, CHy), 3.88 (m, 4H, CH,), 4.76 (s, 2H,
NH,), 7.44 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.86 (dd, 1H, J; = 9.0 Hz, J,= 2.3 Hz), 8.17 (dd, 1H, J; = 2.3
Hz, J,= 0.9 Hz), 9.15 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 46.9; 49.4; 119.7; 121.2; 123.0; 124.4; 130.5;
139.1; 147.5; 183.0.

Temperatura topnienia: 167 - 168C

LR-MS (ESI): 349.1 [M+H]*

LogP: 3.18
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5.3.22. Otrzymywanie 4-[3-chloro-5-(trifluorometylo)-2-pirydylo] piperazyno-1-

tiokarbohydrazydu
F
F
NZ~ ‘ F
//\N NN
H2N/NH TN\) Cl
S

Zwiazek otrzymano wedlug procedury ogélnej opisanej w punkcie 5.3, wykorzystujac do
reacji 0,5478 g (2 mmol) 1-[3-chloro-5-(trifluorometylo)-2-pirydylo)piperazyny, 0,3960 g
(2 mmol) 1,1-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,10 cm® (0,1068¢g, 2 mmol) wodzianu
hydrazyny. Surowy produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac bialy tiosemikarbazyd

z wydajnosciag 85%.

'H-NMR (500 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.51 (m, 4H, CH,), 3.88 (m, 4H, CH,), 4.83 (s, 2H,
NH,), 8.20 (d, 1H, J = 2.1 Hz), 8.56 (s, 1H, Ar-H), 9.18 (s, 1H, NH).

BBC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 47.3; 48.1; 120.2; 122.8; 125.0; 136.8; 143.5;
159.7; 183.2.

Temperatura topnienia: 191 - 192C

LR-MS (ESI): 340.3 [M+H]*

LogP: 3.03

5.3.23. Otrzymywanie 4-(difenylometylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

Zwiagzek otrzymano wedlug procedury ogodlnej opisanej W punkcie 5.3, wykorzystujac do

reacji 156099 (6 mmol)  1-(difenylometylo)piperazyny,  1,1880g (6 mmol)
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1,1'-tiokarbonylodiimidazolu oraz 0,29 cm?® (0,3205 g, 6 mmol) wodzianu hydrazyny. Surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac jasnor6zowy tiosemikarbazyd z wydajnoscia
79%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 2.29 (t, 4H, J = 4.9 Hz), 3.72 (t, 4H, J = 4.9 Hz),
4.33 (s, 1H, CH); 4.75 (s, 2H, NH,), 7.20 (t, 2H, J = 7.3 Hz), 7.31 (t, 4H, J = 7.5 Hz), 7.43 (d,
4H, J = 7.1 Hz), 9.04 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 19.0; 50.7; 51.9; 56.5; 128.2; 129.1; 137.1; 142.8;
147.8; 181.1.

Temperatura topnienia: 158 - 159C

LR-MS (ESI): 326.2 [M+H]*

LogP: 2.62

5.4. Synteza tiosemikarbazonéw

A 1 ~
NH N EtOH, AcOH K/

N .
+
)(T\ ’
Rj Ro o S
* NH NHVU\ MW RS J\ o
H,N~ T oh Y NH NHY
EtOH, AcOH
R, o

S

W szklanej probowce o pojemnosci 10 cm® zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne
umieszczono rownomolowe ilosci tiosemikarbazydu oraz odpowiedniego aldehydu lub
ketonu. Nastgpnie dodano 5 cm® etanolu oraz trzy krople lodowatego kwasu octowego.
Proboéwke szczelnie zamknigto kapslem i umieszczono w reaktorze mikrofalowym
w temperaturze 83°C na 20 minut (moc reaktora nie przekraczata 50 W). Otrzymany produkt

krystalizowano z metanolu.
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54.1. Otrzymywanie N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (1a)

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2543g (L mmol) 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1286 g
(1 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ z6tty osad produktu, ktory przesaczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,251 g czystego
N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

Z wydajnoscia 70%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.18 (s, 4H, CH,), 4.08 (s, 4H, CH,), 6.96-7.03 (m,
2H, Ar-H), 7.04-7.13 (m, 4H, Ar-H), 7.17 (s, 2H, NH,), 7.84 (d, 1H, J = 3.9 Hz), 8.53 (s, 1H,
CH), 11.44 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 48.6; 49.3; 115.8; 117.9; 122.4; 124.5; 134.2;
137.2; 144.2; 147.8; 149.5; 155.8; 157.6; 180.1.

Temperatura topnienia: 210 - 211°C

HRMS-ESI-TOF: 359.1466 [M+H]"* (obliczona dla C17H20FNgS: 359.1454)

LogP: 1.92
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5.4.2. Otrzymywanie N ’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (1b)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2664 g (1 mmol) 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1286 g
(1 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wiytracit si¢ zottokremowy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,218 g czystego
N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 59%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.11 (s, 4H, CH,), 3.70 (s, 3H, CHs), 4.07 (s, 4H,
CH,), 6.85 (m, 2H, Ar-H), 6.96 (m, 2H, Ar-H), 7.09 (m, 2H, Ar-H), 7.17 (s, 2H, NH,), 7.84
(dd, 1H, J; = 4.1 Hz, J,= 1.7 Hz), 8.52 (s, 1H, CH), 11.43 (s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 48.8; 50.0; 55.7; 114.8; 118.3; 122.4; 124.5; 134.2;
137.1; 144.2; 145.3; 149.4; 153.7; 180.1.

Temperatura topnienia: 195 - 196C

HRMS-ESI-TOF: 371.1645 [M+H]" (obliczona dla C1gH23NsOS: 371.1654)

LogP: 1.64
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5.4.3. Otrzymywanie N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (1c)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2363g (1 mmol) 4-fenylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1286g (1 mmol)
3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ jasnozotty osad produktu, ktéry przesgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano 2z metanolu uzyskujac 0,281 g czystego
N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
83%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.26 (s, 4H, CH,), 4.09 (s, 4H, CH,), 6.82 (t, 1H, J
= 7.3 Hz), 6.99 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 7.10 (m, 2H, Ar-H), 7.18 (s, 2H, NH,), 7.25 (t, 2H, J = 7.8
Hz), 7.84 (dd, 1H, J; = 4.0 Hz, J, = 1.6 Hz), 8.53 (s, 1H, CH), 11.44 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, de-DMSO, ppm): 6 48.3; 48.6; 116.0; 119.6; 122.4; 124.5; 129.5;
134.2; 137.2; 144.2; 149.5; 150.9; 180.0.

Temperatura topnienia: 189 - 190C

HRMS-ESI-TOF: 341.1547 [M+H]" (obliczona dla C17H2NgS: 341.1548)

LogP: 1.84
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5.4.4. Otrzymywanie N ’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (1d)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2613g (1 mmol) 4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1286 g
(1 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ jasnopomaranczowy osad produktu, ktory przesgczono
pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,269 g
czystego N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 74%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.53 (s, 4H, CH,), 4.10 (s, 4H, CH,), 7.02 (d, 2H, J
= 8.8 Hz), 7.09 (m, 2H, Ar-H), 7.17 (s, 2H, NH,), 7.62 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.84 (dd, 1H, J; =
4.1 Hz, J,= 1.6 Hz), 8.54 (s, 1H, CH), 11.42 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 45.8; 47.9; 98.5; 114.0; 120.6; 122.5; 124.5; 133.8;
134.2; 137.2; 144.2; 149.6; 152.9; 179.9.

Temperatura topnienia: 209 - 210C

HRMS-ESI-TOF: 366.1503 [M+H]" (obliczona dla C1gH2oN-S: 366.1501)

LogP: 1.71
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5.4.5. Otrzymywanie N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]tiomorfolino-1-tiokarbohydrazydu
(1e)

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1773g (L1 mmol)  (4-tiomorfolino)tiokarbohydrazydu oraz  0,1286g (1 mmol)
3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ zotty osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,143 g czystego
N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]tiomorfolino-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 51%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 2.71 (m, 4H, CH,), 4.23 (m, 4H, CHy), 7.09 (m,
2H, Ar-H), 7.17 (s, 2H, NH,), 7.84 (dd, 1H, J, = 4.2 Hz, J, = 1.6 Hz), 8.53 (s, 1H, CH), 11.34
(s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 26.9; 51.8; 122.4; 124.5; 134.2; 137.1; 144.2;
149.7; 179.6.

Temperatura topnienia: 195 - 196 C

LR-MS (ESI): 281.4 [M+H]"

LogP: 0.97
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5.4.6. Otrzymywanie N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(5-trifluorometylo-2-
pirydylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (1f)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2033 g (0.67 mmol) 4-[5-(trifluorometylo)-2-pirydylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz
0,0856 g (0.67 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez
20 minut w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ zotty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,193 g czystego
N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(5-trifluorometylo-2-pirydylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 47%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.80 (s, 4H, CH,), 4.09 (s, 4H, CH,), 6.97 (d, 1H, J
= 9.1 Hz), 7.08 (m, 2H, Ar-H), 7.18 (s, 2H, NH,), 7.85 (m, 2H, Ar-H), 8.46 (d, 1H, J = 2.5
Hz), 8.54 (s, 1H, CH), 11.42 (s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, de-DMSO, ppm): 6 43.8; 47.9; 106.7; 113.8; 122.5; 124.5; 126.4;
134.2; 135.0; 137.1; 144.2; 145.7; 149.6; 160.3; 180.0.

Temperatura topnienia: 232 - 233C

HRMS-ESI-TOF: 410.1365 [M+H]" (obliczona dla C17H1oF3N;S: 410.1374)

LogP: 2.57
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54.7.  Otrzymywanie  N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(2-pirydynylo)piperazyno-1-

tiokarbohydrazydu (19)
NH
= | 2 s
v L
Y Z SNH N/ﬁ
N N
‘ X
=

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2374 g (1 mmol) [4-(2-pirydylo)-1-piperazyno]tiokarbohydrazydu oraz 0,1286 g (1 mmol)
3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit sie zotty krystaliczny osad produktu, ktory przesagczono pod zmniejszonym
cisnieniem, a nastgpnie Krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,129 g czystego
N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(2-pirydynylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 38%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.64 (m, 4H, CH,), 4.07 (m, 4H, CH,), 6.68 (m,
1H, Ar-H), 6.86 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 7.09 (m, 2H, Ar-H), 7.18 (s, 2H, NH,), 7.58 (m, 1H, Ar-
H), 7.84 (dd, 1H, J; = 4.1 Hz, J, = 1.6 Hz), 8.15 (d, 1H, J = 4.9 Hz), 8.54 (s, 1H, CH), 11.41
(s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, ds-DMSO, ppm): & 44.4; 48.3; 107.5; 113.7; 122.5; 124.5; 134.2;
137.1; 138.1; 144.2; 148.0; 149.5; 159.0; 180.1.

Temperatura topnienia: 210 - 211°C

HRMS-ESI-TOF: 342.1514 [M+H]" (obliczona dla C1sH2oN-S: 342.1501)

LogP: 0.92
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5.4.8. Otrzymywanie N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(difenylometylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (1h)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1632g (0.5 mmol) 4-(difenylometylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0643 g
(0.5 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ jasnozotty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono
pod zmniejszonym ci$nieniem, a nast¢pnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,120 g
czystego N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(difenylometylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnosciag 56%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 2.39 (m, 4H, CH,), 3.94 (m, 4H, CH,), 7.07 (m,
2H, Ar-H), 7.12 (s, 2H, NH,), 7.21 (t, 2H, J = 7.3 Hz), 7.32 (t, 4H, J = 7.6 Hz), 7.46 (d, 4H, J
=7.2 Hz), 7.82 (dd, 1H, J; = 4.1 Hz, J,= 1.6 Hz), 8.46 (s, 1H, CH), 11.30 (s, 1H, NH).
BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 5 48.9; 51.6; 74.9; 122.5; 124.4; 127.5; 128.1; 129.1;
134.2; 137.1; 142.7; 144.2; 149.3; 180.0.

Temperatura topnienia: 221 - 222C

ESI-FTMS: 429.1856 [M-H] (obliczona dla Cy4H25N6S: 429.1861)

LogP: 3.56
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5.4.9. Otrzymywanie N'-({[2-(3-aminopirydylo)metyleno] hydrazynylo}karbotionylo)-
piperazyno-1-karboksylanu tert-butylu (1i)

= ‘ S
Y = N\NHJ\N/\
K/NW _0
O_ _CH,
>
HaC L

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1302 g (0.5 mmol) tert-butylo-4-(hydrazynylokarbotionylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu oraz 0,0643 g (0.5 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszanine
ogrzewano przez 20 minut w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc
w lodowce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wiytracit si¢ z6tty osad produktu, ktory
przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac
0,0364 g czystego N'-({[2-(3-aminopirydylo)metyleno]hydrazynylo}karbotionylo)piperazyno-
1-karboksylan tert-butylu z wydajnoscia 20%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 1.43 (s, 9H, CHs), 3.44 (m, 4H, CH,), 3.93 (m, 4H,
CHy), 7.05-7.12 (m, 2H, Ar-H), 7.13-7.19 (s, 2H, NH,), 7.84 (dd, 1H, J; = 4.2 Hz, J,= 1.6
Hz), 8.51 (s, 1H, CH), 11.39 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): & 28.5; 48.4; 79.7; 122.8; 124.5; 133.9; 136.9; 144.3;
149.2; 154.3; 180.2.

Temperatura topnienia: 193 - 194

HRMS-ESI-TOF: 365.1769 [M+H]" (obliczona dla C15H25N60,S: 365.1760)

LogP: 1.26
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5.4.10. Otrzymywanie N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-[2-nitro-4-
(trifluorometylo)fenylo] piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (1j)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1747 g (0.5 mmol) 4-[2-nitro-4-(trifluorometylo)fenylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu
oraz 0,0643 g (0.5 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez
20 minut w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracil sie z6tty osad produktu, ktéry przesgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,1710 g
czystego N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-[2-nitro-4-(trifluorometylo)fenylo]piperazyno-
1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 75%.

'H-NMR (500 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.38 (m, 4H, CH,), 4.09 (m, 4H, CH,), 7.07 (dd,
1H, J; = 8.3 Hz, J,= 4.2 Hz), 7.11 (dd, 1H, J; = 8.4 Hz, J,= 1.6 Hz), 7.13-7.21 (s, 2H, NH,),
7.47 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.83-7.91 (m, 2H, CH), 8.20 (d, 1H, J = 2.7 Hz), 8.53 (s, 1H, CH),
11.42 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 19.0; 47.9; 49.3; 56.5; 121.1; 122.5; 123.0; 124.4;
130.5; 134.2; 137.2; 138.9; 144.3; 147.5; 149.7; 180.1.

Temperatura topnienia: 179 - 180C

HRMS-ESI-TOF: 454.1269 [M+H]" (obliczona dla C1gH19F3N70,S: 454.1273)

LogP: 4.12
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54.11. Otrzymywanie N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(2-pirymidylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (1k)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1192 g (0.5 mmol) [4-(2-pirymidynylo)-1-piperazyno]tiokarbohydrazydu oraz 0,0643 g
(0.5 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ jasnozotty osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,1127 g
czystego N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(2-pirymidylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 39%.

'H-NMR (500 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.86 (m, 4H, CH,), 4.05 (m, 4H, CH,), 6.69 (t, 1H,
J=4.7 Hz), 7.07 (dd, 1H, J; = 8.3 Hz, J, = 4.2 Hz), 7.11 (dd, 1H, J; = 8.3 Hz, J, = 1.6 Hz),
7.13-7.22 (s, 2H, NH,), 7.84 (dd, 1H, J; = 4.2 Hz, J,= 1.6 Hz), 8.41 (d, 2H, J = 4.7 Hz), 8.53
(s, 1H, CH), 11.43 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, de-DMSO, ppm): 6 43.2; 48.4; 111.0; 122.5; 124.5; 134.2; 137.1;
144.2; 149.4; 158.5; 161.5; 180.1.

Temperatura topnienia: 198 - 199°C

HRMS-ESI-TOF: 343.1464 [M+H]" (obliczona dla C1sH19NgS: 343.1453)

LogP: 1.28
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5.4.12. Otrzymywanie kwasu [(N'-{2-[(3-aminopirydylo)metyleno]hydrazynylo}-
karbonotionylo)amino] octowego

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,0746 g (0.5 mmol) kwasu {[(hydrazynylo)karbotionylo]Jamino} octowego oraz 0,0643 g
(0.5 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracil sie z6tty osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,0648 g
czystego kwasu [(N'-{2-[(3-aminopirydylo)metyleno]hydrazynylo}karbonotionylo)amino]
octowego z wydajnoscia 51%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 1.24 (s, 2H, CHy), 6.83 (s, 2H, Ar-H), 7.07 (m, 2H,
NH,), 7.83 (dd, 1H, J; = 4.2 Hz, J,= 1.5 Hz), 8.01 (s, 1H, NH), 8.48 (s, 1H, CH), 10.92 (s,
1H, OH), 12.96 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d;-DMSO, ppm): & 44.8; 123.9; 124.2; 125.6; 131.4; 135.6; 144.2;
150.2; 166.6.

Temperatura topnienia: 245 - 246C

HRMS-ESI-TOF: 254.0712 [M+H]" (obliczona dla CgH11N50,S: 254.0712)

LogP: 0.55
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5.4.13. Otrzymywanie N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-fenylopiperydyno-1-
tiokarbohydrazydu (1I)

= ‘ S
v
\N ~ SNH N

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1177 g (0.5 mmol) (4-fenylo-1-piperydyno)-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0643 g (0.5 mmol)
3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit sie zotty krystaliczny osad produktu, ktory przesagczono pod zmniejszonym
cisnieniem, a nastgpnie Krystalizowano 2z metanolu uzyskujac 0,0837 g czystego
N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-fenylopiperydyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
49%.

'H-NMR (500 MHz, dg-DMSO, ppm): & 1.66 (m, 2H, CHy), 1.88 (dd, 2H, J;= 13.5 Hz, J, =
3.4 Hz), 2.89 (m, 1H, CHy), 3.19 (m, 2H, CHy), 4.93 (d, 2H, J = 13.2 Hz), 7.06 (dd, 2H, J; =
8.3 Hz, J; = 4.2 Hz), 7.10 (dd, 1H, J; = 8.4 Hz, J, = 1.6 Hz), 7.19-7.23 (m, 2H, NH,), 7.26-
7.29 (m, 2H, Ar-H), 7.29-7.34 (m, 2H, Ar-H), 7.83 (dd, 1H, J; = 4.2 Hz, J, = 1.6 Hz), 8.52 (s,
1H, CH), 11.35 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): § 33.3; 42.1; 49.6; 122.5; 124.4; 126.7; 127.2; 128.9;
134.2; 137.0; 144.2; 145.8; 148.9; 179.7.

Temperatura topnienia: 198 - 199

HRMS-ESI-TOF: 340.1590 [M+H]" (obliczona dla C1gH2:NsS: 340.1596)

LogP: 3.18
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5.4.14. Otrzymywanie N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-chlorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (1m)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1354g (0.5 mmol) 4-(4-chlorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0643 g
(0.5 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracil sie z6tty osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,1552 g
czystego N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(4-chlorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 83%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.27 (t, 4H, J = 5.2 Hz), 4.08 (t, 4H, J = 5.3 Hz),
6.99 (m, 2H, CH), 7.06-7.08 (dd, 1H, J; = 8.3 Hz, J,= 4.2 Hz), 7.09-7.12 (dd, 1H, J; = 8.4 Hz,
J, = 1.6 Hz), 7.14-7.22 (s, 2H, NHy), 7.25-7.28 (m, 2H, CH), 7.84 (dd, 1H, J; = 4.2 Hz, J, =
1.6 Hz), 8.53 (s, 1H, CH), 11.45 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 48.0; 48.4; 117.3; 122.5; 123.1; 124.5; 129.1;
134.2; 137.2; 144.2; 149.5; 149.7; 180.1.

Temperatura topnienia: 206 - 207C

HRMS-ESI-TOF: 375.1155 [M+H]" (obliczona dla C17H20CINGS: 375.1159)

LogP: 2.57
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5.4.15. Otrzymywanie N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-[3-chloro-5-(trifluorometylo)-2-
pirydylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (1n)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1699 g (0.5 mmol) 4-[3-chloro-5-(trifluorometylo)-2-pirydylo]piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu oraz 0,0643 g (0.5 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszanine
ogrzewano przez 20 minut w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc
w lodowce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit sie ciemnobezowy osad produktu,
ktory przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu
uzyskujac 0,0689 g czystego N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-[3-chloro-5-
(trifluorometylo)-2-pirydylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 64%.

'H-NMR (500 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.63 (m, 4H, CH,), 4.10 (m, 4H, CHy), 7.05-7.09
(dd, 1H, J; = 8.3 Hz, J, = 4.2 Hz), 7.09-7.12 (dd, 1H, J; = 8.3 Hz, J, = 1.6 Hz), 7.14-7.21 (s,
2H, NH,), 7.84 (dd, 1H, J; = 4.1 Hz, J,= 1.6 Hz), 8.23 (d, 1H, J = 2.2 Hz), 8.53 (s, 1H, CH),
8.59 (dd, 1H, J; = 2.3 Hz, J,= 1.1 Hz), 11.44 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 48.1; 48.3; 119.1; 120.0; 122.5; 124.5; 125.0;
134.2; 136.9; 137.2; 143.6; 144.2; 149.6; 159.5; 180.3.

Temperatura topnienia: 199 - 200C

HRMS-ESI-TOF: 444.0988 [M+H]" (obliczona dla C17H1sCIF3N;S: 444.0985)

LogP: 3.97
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5.4.16. Otrzymywanie N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-cyjanopiperydyno-1-
tiokarbohydrazydu (10)

o I

N /\NHI\O\/
N
=

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,0921 g (0.5 mmol) (4-cyjanopiperydyno)-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0643 g (0.5 mmol)
3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wytracit sie ceglasty osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,0524 g czystego
N’-2-3-aminopirydylo)metyleno]-4-cyjanopiperydyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
36%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 1.77 (m, 2H, CH,), 1.98 (m, 2H, CH,), 3.20 (m,
1H, CHy), 3.71 (m, 2H, CHy), 4.22 (m, 2H, CHy), 7.02-7.12 (m, 2H, Ar-H), 7.16 (s, 2H, NH,),
7.84 (dd, 1H, J; = 4.2 Hz, J, = 1.6 Hz), 8.50 (s, 1H, CH), 11.38 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 25.8; 28.5; 47.3; 60.3; 122.6; 124.5; 134.1; 137.1;
144.2; 149.4; 179.9.

Temperatura topnienia: 191 - 192C

HRMS-ESI-TOF: 289.1235 [M+H]" (obliczona dla C13H16NeS: 289.1223)

LogP: 0.46
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5.4.17. Otrzymywanie  N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(2-pirazynylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (1p)

SN | /N\NHJ\N/ﬁ

K/N N\

&
Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,0596 g (0.25 mmol) [4-(2-pirazynylo)-1-piperazyno]tiokarbohydrazydu oraz 0,0322 g
(0.25 mmol) 3-aminopirydyno-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ zotty krystaliczny osad produktu, ktory przesagczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,0159 g

czystego N’-[2-(3-aminopirydylo)metyleno]-4-(2-pirazynylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu
z wydajnoscig 70%.

'H-NMR (500 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.72 (m, 4H, CHy), 4.09 (m, 4H, CH,), 7.05-7.12
(m, 2H, CH), 7.14-7.22 (s, 2H, NH,), 7.84 (dd, 1H, J; = 4.2 Hz, J,= 1.6 Hz), 7.88 (d, 1H, J =
2.6 Hz), 8.12 (dd, 1H, J; = 2.7 Hz, J, = 1.5 Hz), 8.35 (d, 1H, J = 1.6 Hz), 8.54 (s, 1H, CH),
11.44 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 43.8; 48.0; 122.5; 124.5; 131.7; 133.1; 134.2;
137.2; 141.9; 144.2; 149.6; 154.7; 180.0.

Temperatura topnienia: 217 - 218C

HRMS-ESI-TOF: 343.1454 [M+H]" (obliczona dla C15H19NgS: 343.1453)

LogP: 0.48
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5.4.18. Otrzymywanie N'-[(2-pirydylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (2a)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2664 g (1 mmol) 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,10 cm?
(0,1082 g, 1mmol) 2-pirydynokarbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ brunatny osad produktu, ktory przesaczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,127 g czystego
N'-[(2-pirydylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 36%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): § 2.72 (m, 4H, CHy), 3.17 (s, 3H, CH3), 3.68 (m, 4H,
CH,), 6.84 (s, 2H, Ar-H), 7.31 (m, 1H, Ar-H), 7.40 (m, 1H, Ar-H), 7.55 (m, 1H, Ar-H), 7.67
(m, 1H, Ar-H), 7.84 (m, 1H, Ar-H), 8.55 (d, 1H, J = 4.3 Hz), 10.37 (s, 1H, CH), 15.24 (s, 1H,
NH).

BC-NMR (101 MHz, d¢-DMSO, ppm): & 49.7; 55.6; 114.8; 118.2; 123.0; 125.1; 137.1;
145.2; 148.2; 149.5; 153.8; 156.8; 170.8; 182.3.

Temperatura topnienia: 161 - 162C

HRMS-ESI-TOF: 356.1545 [M+H]" (obliczona dla C1gH2:NsOS: 356.1545)

LogP: 1.44
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5.4.19. Otrzymywanie N'-[(2-pirydylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (2b)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2543g (1 mmol) 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,10 cm®
(0,1082 g, 1 mmol) 2-pirydynokarbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytrgcit si¢ jasnobrgzowy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,045 g czystego
N'-[(2-pirydylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
43%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm):  3.17 (s, 4H, CH,), 4.11 (m, 4H, CHy), 7.00 (m, 2H,
Ar-H), 7.08 (m, 2H, Ar-H), 7.86 (m, 2H, Ar-H), 8.21 (s, 1H, Ar-H), 8.57 (dd, 1H, J; = 11.3
Hz, J,= 4.7 Hz), 11.48 (s, 1H, CH), 15.24 (s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 49.0; 49.4; 50.3; 115.7; 117.9; 120.0; 124.5; 137.3;
144.6; 147.9; 149.9; 153.8; 181.2.

Temperatura topnienia: 162 - 163C

HRMS-ESI-TOF: 344.1341 [M+H]" (obliczona dla C17H1sFNsS: 344.1345)

LogP: 1.72
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5.4.20. Otrzymywanie N'-[(2-pirydylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (2c)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2813 g (1 mmol) 4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,10 cm?® (0,1082 g,
1 mmol) 2-pirydynokarbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ z0lty osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,272 g czystego
N'-[(2-pirydylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
73%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.69 (s, 4H, CH,), 4.13 (s, 4H, CH,), 6.97 (t, 2H, J
= 8.2 Hz), 7.39 (m, 1H, Ar-H), 7.87 (m, 1H, Ar-H), 8.10 (d, 2H, J = 9.1 Hz), 8.22 (s, 1H, Ar-
H), 8.59 (d, 1H, J = 4.3 Hz), 11.52 (s, 1H, CH), 15.19 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 45.8; 49.4; 112.5; 120.1; 124.6; 126.3; 137.2;
137.3; 144.6; 150.0; 153.8; 154.5; 181.1.

Temperatura topnienia: 213 - 214C

HRMS-ESI-TOF: 371.1280 [M+H]" (obliczona dla C37H1gNgO,S: 371.1290)

LogP: 2.08
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5.4.21. Otrzymywanie N'-[(2-chinolinylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (3a)

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1307g (0.5 mmol) 4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0810 g
(0.5 mmol) 2-chinolinokarbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ z0lty osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,140 g czystego
N'-[(2-chinolinylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscia 70%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.58 (s, 4H, CH,), 4.14 (s, 4H, CH,), 7.02 (d, 3H, J
= 8.5 Hz), 7.09 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 7.64 (m, 2H, Ar-H), 7.81 (m, 2H, Ar-H), 8.03 (m, 2H, Ar-
H), 8.37 (s, 1H, CH), 11.67 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 45.8; 49.4; 98.5; 114.1; 114.8; 117.8; 120.4; 128.4;
129.3; 130.4; 133.8; 137.0; 144.0; 148.0; 153.0; 153.9; 173.0; 181.2.

Temperatura topnienia: 202 - 203C

HRMS-ESI-TOF: 401.1555 [M+H]" (obliczona dla CHzoNgS: 401.1548)

LogP: 1.87
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5.4.22. Otrzymywanie N'-[(2-chinolinylo)metyleno]-4-tiomorfolino-1-tiokarbohydrazydu (3b)

= ‘ S
v
Ny Z SNH N/ﬁ
s

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1773g (I mmol)  (4-tiomorfolino)tiokarbohydrazydu oraz  0,1620g (1 mmol)
2-chinolinokarbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze mikrofalowym,
po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢
70lty osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie
krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,038 g czystego N'-[(2-chinolinylo)metyleno]-4-

tiomorfolino-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 34%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 2.71 (s, 4H, CH,), 3.71 (s, 4H, CHy), 7.61 (d, 1H, J
= 6.5 Hz), 7.76 (d, 1H, J = 7.1 Hz), 7.97 (dd, 3H, J; = 15.1Hz, J, = 7.9 Hz), 8.14 (s, 1H, Ar-
H), 8.35 (s, 1H, CH), 12.32 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 25.7; 52.1; 117.4; 127.3; 128.0; 128.4; 129.2;
130.5; 136.9; 142.4; 147.9; 154.2; 163.2.

Temperatura topnienia: 198 - 199

HRMS-ESI-TOF: 317.0969 [M+H]" (obliczona dla C15H1sN4S,: 317.0895)

LogP: 2.13

117



5.4.23. Otrzymywanie N'-[(2-chinolinylo)metyleno]-4-(4-trifluorometylofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (3c)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1522 g (0.5 mmol) 4-[4-(trifluorometylo)fenylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz
0,0810g (0.5 mmol) 2-chinolinokarbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit sie¢ z06lty osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,185 g czystego
N'-[(2-chinolinylo)metyleno]-4-(4-trifluorometylofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 83%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.52 (s, 4H, CH,), 4.15 (s, 4H, CH,), 7.09 (d, 2H, J
=8.0 Hz), 7.55 (d, 2H, J = 7.9 Hz), 7.63 (t, 1H, J = 7.2 HZ), 7.79 (t, 1H, J = 7.1 Hz), 8.02 (m,
3H, Ar-H), 8.35 (s, 1H, CH), 8.39 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 11.68 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 46.8; 49.9; 114.3; 117.8; 118.4; 124.4; 126.7;
127.7; 128.2; 128.5; 129.3; 130.6; 137.2; 144.4; 147.9; 153.1; 154.3; 181.2.

Temperatura topnienia: 207 - 208 C

HRMS-ESI-TOF: 444.1473 [M+H]" (obliczona dla Cx:Hz0F3sNsS: 444.1470)

LogP: 4.24
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5.4.24. Otrzymywanie N'-[(2-chinolinylo)metyleno]-4-(5-trifluorometylo-2-
pirydylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (3d)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1527 g (0.5 mmol) 4-[5-(trifluorometylo)-2-pirydylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz
0,0810g (0.5 mmol) 2-chinolinokarbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracil sie¢ z0lty osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,150 g czystego
N'-[(2-chinolinylo)metyleno]-4-(5-trifluorometylo-2-pirydylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 68%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.85 (s, 4H, CH,), 4.13 (s, 4H, CH,), 6.97 (d, 1H, J
=8.9Hz), 7.63 (t, 1H, J= 7.2 Hz), 7.79 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 7.86 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 8.02 (m,
3H, Ar-H), 8.35 (s, 1H, CH), 8.38 (m, 1H, Ar-H), 8.46 (s, 1H, Ar-H), 11.67 (s, 1H, NH).
BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 44.1; 49.9; 106.7; 113.8; 114.0; 117.8; 127.6;
128.2; 128.5; 129.3; 130.5; 135.0; 137.1; 144.4; 145.7; 147.9; 154.3; 160.3; 181.4.
Temperatura topnienia: 202 - 203C

HRMS-ESI-TOF: 445.1411 [M+H]" (obliczona dla Cy1H1oF3NeS: 445.1422)

LogP: 3.72
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5.4.25. Otrzymywanie N'-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-
1-tiokarbohydrazydu (4)

OH K/N
\QN;O

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2814 g (1 mmol) 4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1767 g (1 mmol)
8-hydroksychinolino-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ z0lty osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,339¢ czystego
N'-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 78%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.74 (m, 4H, CH,), 4.14 (m, 4H, CHy), 6.98 (t, 2H,
J=10.2 Hz), 7.12 (m, 2H, Ar-H), 7.42 (m, 2H, Ar-H), 8.08 (m, 2H, Ar-H), 8.29 (d, 1H, J =
8.7 Hz), 8.38 (s, 1H, CH), 9.84 (s, 1H, OH), 11.74 (s, 1H, NH).

BBC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 45.8; 49.6; 112.4; 112.6; 117.8; 118.6; 126.3;
128.6; 129.2; 137.0; 137.3; 138.6; 144.3; 152.2; 153.6; 154.5; 181.0.

Temperatura topnienia: 204 - 205C

HRMS-ESI-TOF: 437.1387 [M+H]" (obliczona dla C,;H20NgO3S: 437.1396)

LogP: 3.23
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5.4.26. Otrzymywanie N'-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-4-(4-
cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

7
)
/
):
)

) W@@
N
=

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2613g (1 mmol) 4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1767 g
(2 mmol) 8-hydroksychinolino-2-karbaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit sie bezowy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie Krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,143 g czystego
N'-[(8-hydroksy-2-chinolinylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu
z wydajnoscig 70%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.59 (s, 4H, CH,), 4.14 (s, 4H, CH,), 7.02 (d, 2H, J
= 8.5 Hz), 7.12 (d, 1H, J = 7.4 Hz), 7.37-7.48 (m, 2H, Ar-H), 7.63 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 8.02
(d, 1H, J = 8.7 Hz), 8.30 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 8.37 (s, 1H, CH), 9.83 (s, 1H, OH), 11.73 (s, 1H,
NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 46.0; 49.8; 98.5; 112.7; 114.0; 118.0; 118.3; 120.6;
128.6; 129.2; 133.9; 137.0; 138.6; 144.3; 152.2; 152.9; 153.8; 181.2.

Temperatura topnienia: 198 - 199°C

LogP: 2.65
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5.4.27.  Otrzymywanie  N'-[di(2-pirydylo)metyleno]-4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (5a)

‘ NN K/N. : :CI
= Cl

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1532 g (0.5 mmol) 4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0921 g
(0.5 mmol) ketonu dipirydylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ zotto-pomaranczowy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,065 g czystego
N'-[di(2-pirydylo)metyleno]-4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu
z wydajnoscig 48%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.46 (s, 4H, CH,), 4.15 (s, 4H, CH,), 7.13 (d, 1H, J
= 2.6 Hz), 7.43 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 7.49 (m, 1H, Ar-H), 7.61 (m, 2H, Ar-H), 7.98 (m, 4H, Ar-
H), 8.61 (d, 1H, J = 3.9 Hz), 8.88 (d, 1H, J = 4.2 Hz), 14.66 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): 6 47.0; 48.9; 115.2; 116.2; 119.8; 124.2; 125.1;
127.4; 131.0; 132.1; 137.8; 149.1; 150.3; 156.0; 180.6.

Temperatura topnienia: 159 - 160C

HRMS-ESI-TOF: 471.0934 [M+H]" (obliczona dla C,H2Cl,NgS: 471.0925)

LogP: 3.73
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5.4.28. Otrzymywanie N'-[di(2-pirydylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (5b)

~~ N S

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1407g (0.5 mmol) 4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0921 g
(0.5 mmol) ketonu dipirydylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ zotty osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,089 g czystego
N'-[di(2-pirydylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
44%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.84 (m, 4H, CHy), 4.82 (m, 4H, CH,), 6.97 (s, 3H,
Ar-H), 7.55 (d, 2H, J = 4.2 Hz), 8.07 (s, 3H, Ar-H), 8.52 (s, 2H, Ar-H), 8.83 (s, 1H, Ar-H),
9.15 (s, 1H, Ar-H), 14.67 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 45.8; 48.5; 112.3; 113.6; 120.2; 124.2; 126.3;
129.8; 136.9; 148.7; 148.9; 154.6; 182.8.

Temperatura topnienia: 194 - 195C

HRMS-ESI-TOF: 448.1556 [M+H]" (obliczona dla C,;H21N70,S: 448.1556)

LogP: 1.26
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5.4.29. Otrzymywanie N'-[di(2-pirydylo)metyleno]-4-tiomorfolino-1-tiokarbohydrazydu (5c¢)

= |N S
v L
X 2 SNH N/ﬁ
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S

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,0887 g (0.5 mmol) (4-tiomorfolino)tiokarbohydrazydu oraz 0,0921 g (0.5 mmol) ketonu
dipirydylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze mikrofalowym, po czym
pozostawiono na noc W lodowce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracilt si¢
ciemnozotty osad produktu, ktéry przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem, a nast¢pnie
krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,147 g czystego N'-[di(2-pirydylo)metyleno]-4-

tiomorfolino-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 86%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 2.78 (s, 4H, CH,), 4.28 (s, 4H, CH,), 7.53 (m, 3H,
Ar-H), 7.96 (m, 3H, Ar-H), 8.59 (m, 1H, Ar-H), 8.82 (m, 1H, Ar-H), 14.65 (s, 1H, NH).
BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 51.9; 56.5; 123.6; 124.3; 126.3; 137.5; 148.6;
148.9; 156.0.

Temperatura topnienia: 223 - 224C

HRMS-ESI-TOF: 344.1004 [M+H]" (obliczona dla C16H17NsS,: 344.1004)

LogP: 1.31
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5.4.30. Otrzymywanie N'-[di(2-pirydylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (5d)

= |N S
v
X ZANNE N/ﬁ
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Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1307g (0.5 mmol) 4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0921 g
(0.5 mmol) ketonu dipirydylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wytrgcit si¢ jasnopomaranczowy osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym
cisnieniem, a nastgpnie Kkrystalizowano z metanolu uzyskujac 0,027 g czystego
N'-[di(2-pirydylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 33%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.58 (s, 4H, CH,), 4.32 (s, 4H, CH,), 6.84 (d, 2H, J
= 8.7 Hz), 7.28 (s, 1H, Ar-H), 7.41 (m, 2H, Ar-H), 7.54 (d, 3H, J = 8.7 Hz), 7.87 (m, 2H, Ar-
H), 8.66 (d, 1H, J = 3.5 Hz), 8.78 (d, 1H, J = 3.8 Hz), 14.83 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): § 46.1; 48.7; 99.3; 113.6; 114.9; 120.4; 124.3; 127.3;
133.9; 137.8; 148.9; 153.3; 156.0; 180.5.

Temperatura topnienia: 186 - 187

HRMS-ESI-TOF: 428.1648 [M+H]" (obliczona dla Ca3Hx:N;S: 428.1657)

LogP: 2.05
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5.4.31. Otrzymywanie N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (6a)

) “NCp
N
=

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2614g (1 mmol) 4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm®
(0,221 g, 1 mmol) aldehydu salicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit sie z6tty osad produktu, ktéry przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,276 g czystego
N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 73%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.53 (s, 4H, CH,), 4.09 (s, 4H, CH,), 6.91 (m, 2H,
Ar-H), 6.99 (t, 2H, J = 4.2 Hz), 7.28 (t, 1H, J = 7.6), 7.43 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 7.61 (d, 2H, J =
8.6 Hz), 8.51 (s, 1H, CH), 11.52 (s, 1H, OH), 11.55 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): & 45.8; 48.0; 98.6; 114.0; 117.0; 119.0; 119.6; 120.5;
130.4; 131.4; 133.8; 146.9; 152.9; 157.6; 179.7.

Temperatura topnienia: 215-216T

LogP: 2.56
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5.4.32. Otrzymywanie N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-trifluorometylofenylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (6b)

OH K/N

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1522 g (0.5 mmol) 4-[4-(trifluorometylo)fenylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz
0,06 cm® (0,0611 g, 0.5 mmol) aldehydu salicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracil si¢ biaty osad produktu, ktéry przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,164 g czystego
N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-trifluorometylofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 80%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.47 (s, 4H, CH,), 4.10 (s, 4H, CH,), 6.91 (d, 2H, J
=7.3Hz), 7.08 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 7.28 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 7.44 (d, 1H, J = 7.4 Hz), 7.54 (d,
2H, J = 8.3 Hz), 8.51 (s, 1H, CH), 11.54 (s, 1H, OH), 11.56 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 46.6; 48.2; 114.3; 117.0; 118.4; 119.0; 119.6;
124.4; 126.7; 130.4; 131.4; 146.8; 153.0; 157.6; 179.7.

Temperatura topnienia: 234 - 235C

LogP: 3.93

127



5.4.33. Otrzymywanie N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(5-trifluorometylo-2-
pirydylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (6c)

OH K/N N
AN
=

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1523 g (0.5 mmol) 4-[5-(trifluorometylo)-2-pirydylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz
0,06 cm® (0,0611 g, 0.5 mmol) aldehydu salicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ jasnozotty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono
pod zmniejszonym ci$nieniem, a nast¢pnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,152 g
czystego N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(5-trifluorometylo-2-pirydylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 74%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.80 (s, 4H, CH,), 4.09 (s, 4H, CH,), 6.91 (d, 2H, J
=7.4 Hz),6.97 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 7.28 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 7.44 (d, 1H, J = 7.4 Hz), 7.85 (d,
1H, J = 8.8 Hz), 8.46 (s, 1H, Ar-H), 8.51 (s, 1H, CH), 11.54 (s, 2H, NH, OH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 43.8; 48.1; 106.7; 117.0; 119.0; 119.6; 124.3;
126.4; 130.4; 131.2; 135.0; 145.7; 146.9; 157.6; 160.3; 179.7.

Temperatura topnienia: 228 - 229TC

LogP: 3.42
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5.4.34. Otrzymywanie N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-cykloheksylopiperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

L P
1@

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2424g (1 mmol)  (4-cykloheksylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm®
(0,1221 g, 1 mmol) aldehydu salicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ biaty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,246 g czystego
N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-cykloheksylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 35%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 1.20 (t, 4H, J = 9.6 Hz), 1.58 (d, 1H, J = 11.6 Hz),
1.75 (d, 4H, J = 10.0 Hz), 2.28 (s, 1H, CH,), 2.56 (s, 4H, CH,), 3.89 (s, 4H, CH,), 4.09 (s, 1H,
CH,), 6.90 (dd, 2H, J; = 7.5 Hz, J, = 4.5 Hz), 7.27 (t, 1H, J = 7.7 Hz), 7.40 (d, 1H, J = 7.0
Hz), 8.46 (s, 1H, CH), 11.43 (s, 1H, OH), 11.62 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 25.7; 26.2; 28.6; 48.7; 49.1; 63.0; 117.0; 119.0;
119.6; 130.5; 131.3; 146.6; 157.6; 179.5.

Temperatura topnienia: 207 - 208 C

LR-MS (ESI): 346.1 [M+H]"

LogP: 3.43
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5.4.35. Otrzymywanie N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-[2-nitro-4-(trifluorometylo)fenylo]
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

OH K/N

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1747 g (0.5 mmol) 4-[2-nitro-4-(trifluorometylo)fenylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu
oraz 0,06 cm® (0,0611 g, 0.5 mmol) aldehydu salicylowego. Mieszaning ogrzewano przez
20 minut w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit sie z6tty osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,1676 g
czystego  N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-[2-nitro-4-(trifluorometylo)fenylo]piperazyno-
1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 85%.

'H-NMR (500 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.42 (m, 4H, CH,), 4.09 (m, 4H, CHy), 6.91 (m,
2H, Ar-H), 7.28 (m, 1H, Ar-H), 7.45 (m, 2H, Ar-H), 7.89 (dd, 1H, J; = 9.1 Hz, J, = 2.4 Hz),
8.20 (m, 1H, Ar-H), 8.50 (s, 1H, CH), 11.52 (m, 1H, OH), 11.55 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): § 48.0; 49.1; 49.2; 117.0; 119.0; 119.3; 119.6; 121.1;
124.4; 125.2; 130.5; 131.4; 138.8; 146.9; 147.4; 157.5; 179.8.

Temperatura topnienia: 171 - 172C

LR-MS (ESI): 452.7 [M+H]*

LogP: 4.96
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5.4.36. Otrzymywanie N ’-4-({[2-(2-hydroksyfenylo)metyleno]hydrazynylo}karbotionylo)-
piperazyno-1-karboksylanu tert-butylu

S
v L
= SNH N/\
CH,
OH NYO\{/CH3
O  CH,

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1302 g (0.5 mmol) tert-butylo-4-(hydrazynylokarbotionylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu oraz 0,06 cm® (0,0611 g, 0.5 mmol) aldehydu salicylowego. Mieszanine
ogrzewano przez 20 minut w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc
w lodowce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ jasnozotty osad produktu, ktory
przesaczono pod  zmniejszonym ci$nieniem, a  nastepnie krystalizowano
z metanolu uzyskujac 0,0813 g czystego N’-4-({[2-(2-
hydroksyfenylo)metyleno]hydrazynylo}karbotionylo)piperazyno-1-karboksylanu tert-butylu
z wydajnoscia 80%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 1.43 (s, 9H, CH3), 3.45 (m, 4H, CH,), 3.92 (m, 4H,
CH,), 6.91 (m, 2H, Ar-H), 7.28 (m, 1H, Ar-H), 7.43 (dd, 1H, J; = 7.9 Hz, J, = 1.7 Hz), 8.47
(s, 1H, CH), 11.51 (s, 2H, OH, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): 6 19.0; 28.5; 48.5; 56.5; 79.7; 117.0; 119.0; 119.6;
130.4; 131.4; 146.8; 154.3; 157.5; 179.9.

Temperatura topnienia: 199 - 200C

LR-MS (ESI): 365.1 [M+H]"

LogP: 2.11
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5.4.37. Otrzymywanie N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-cyjanopiperydyno-1-
tiokarbohydrazydu

S

v L
B \NH I\O\/
OH N
=

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,0921 g (0.5 mmol) (4-cyjanopiperydyno)-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,06 cm® (0,0611 g,
0.5 mmol) aldehydu salicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze
-20°C. Wytrgcit si¢ ciemnozotty krystaliczny osad produktu, ktory przesaczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,0905 g
czystego N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-cyjanopiperydyno-1-tiokarbohydrazydu
z wydajnoscig 67%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 1.77 (m, 2H, CH,), 1.98 (m, 2H, CHy), 3.71 (m,
2H, CH,), 4.21 (m, 2H, CH,), 6.90 (m, 2H, Ar-H), 7.28 (m, 1H, Ar-H), 7.42 (dd, 1H, J;=7.9
Hz, J, = 1.7 Hz), 8.46 (s, 1H, CH), 11.50 (s, 1H, OH), 11.51 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): § 28.5; 47.4; 49.1; 117.0; 119.0; 119.6; 122.3; 130.3;
131.4; 146.8; 157.5; 179.7.

Temperatura topnienia: 167 - 168C

LR-MS (ESI): 311.4 [M+Na]"

LogP: 1.31
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5.4.38. Otrzymywanie N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-chlorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

v
ZSNNH N/ﬁ

L P
Q.

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1354 g (0.5mmol) 4-(4-chlorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,06 cm?
(0,0611 g, 0.5mmol) aldehydu salicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ jasnozotty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono
pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,1357 g
czystego N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-chlorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 71%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.28 (t, 4H, J = 5.2 Hz), 4.07 (t, 4H, J = 5.2 Hz),
6.91 (m, 2H, Ar-H), 6.99 (m, 2H, Ar-H), 7.25-7.28 (m, 3H, Ar-H), 7.43 (dd, 1H, J, = 7.9 Hz,
J, = 1.7 Hz), 8.49 (s, 1H, CH), 11.55 (s, 1H, OH), 11.57 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): & 48.0; 48.5; 117.0; 117.3; 119.0; 119.6; 123.1;
129.2; 130.4; 131.4; 146.8; 149.7; 157.6; 179.7.

Temperatura topnienia: 213 - 214C

LR-MS (ESI): 397.8 [M+Na]"

LogP: 3.41
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5.4.39. Otrzymywanie N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-fenylopiperydyno-1-
tiokarbohydrazydu

S

PN

NH N
OH

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1177 g (0.5 mmol) (4-fenylo-1-piperydyno)-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,06 cm® (0,0611 g,
0.5 mmol) aldehydu salicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ kremowy osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie Kkrystalizowano 2z metanolu uzyskujac 0,1016 g czystego
N’-[(2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-fenylopiperydyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
87%.

'H-NMR (500 MHz, dg-DMSO, ppm): & 1.67 (m, 2H, CH,), 1.88 (m, 2H, CH,), 3.20 (t, 2H,
J=13.0 Hz), 4.90 (d, 2H, J = 13.3 Hz), 6.90 (m, 2H, Ar-H), 7.21 (m, 1H, Ar-H), 7.27 (m, 3H,
Ar-H), 7.31 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 7.41 (dd, 1H, J, = 8.0 Hz, J, = 1.7 Hz), 8.84 (s, 1H, CH),
11.47 (s, 1H, OH), 11.63 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 33.3; 42.1; 49.6; 117.0; 119.0; 119.5; 126.7; 127.2;
128.9; 130.4; 131.2; 145.7; 146.5; 157.5; 179.3.

Temperatura topnienia: 199 - 200C

LR-MS (ESI): 339.2 [M+H]"

LogP: 4.03
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5.4.40. Otrzymywanie kwasu N ’-({[2-(2-hydroksyfenylo)metyleno]hydrazynylo}karbotionylo)
octowego

S

N J\ OH
" SNH NHY

OH O

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,0746 g (0.2 mmol) kwasu {[(hydrazynylo)karbotionylo]Jamino} octowego oraz 0,03 cm®
(0,0306 g, 0.25 mmol) aldehydu salicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ kremowy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie Krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,0608 g
czystego kwasu N’-({[2-(2-hydroksyfenylo)metyleno]hydrazynylo}karbotionylo) octowego
z wydajnoscia 82%.

'H-NMR (500 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.41 (s, 2H, CH.), 6.89 (m, 2H, Ar-H), 7.24 (m,
1H, Ar-H), 7.42 (dd, 1H, J; = 8.0 Hz, J, = 1.7 Hz), 8.49 (s, 1H, CH), 10.88 (s, 1H, OH), 10.98
(s, 1H, NH), 13.00 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 44.8; 116.7; 119.4; 119.8; 129.4; 131.0; 145.7;
150.0; 157.2; 166.6.

Temperatura topnienia: 245 - 246C

LogP: 1.39
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54.41. Otrzymywanie  N’-2{[(3,4,5-trihydroksy-6-hydroksymetyleno)tetrahydropiran-2-
yloksy]benzylideno}morfolino-1-tiokarbohydrazydu (7)

H

HO\EIOH

N

-ullO

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,0806 g (0.5 mmol) (4-morfolino)tiokarbohydrazydu oraz 0,1420 g (0.5 mmol) glikozydu
aldehydu salicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze mikrofalowym,
po czym pozostawiono na noc W lodowce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢
76ty osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie
krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,105g czystego N’-2{[(3,4,5-trihydroksy-6-
hydroksymetyleno)tetrahydropiran-2-yloksy]benzylideno}morfolino-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 49%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.19 (m, 2H, CH,), 3.68 (m, 4H, CH,), 3.93 (m,
4H, CH,), 4.57 (t, 1H, J = 5.7 Hz), 4.91 (d, 1H, J = 6.7 Hz), 5.04 (d, 1H, J = 5.3 Hz), 5.13 (d,
1H, J = 3.6 Hz), 5.16 (d, 1H, J = 4.0 Hz), 7.07 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 7.22 (d, 1H, J = 8.4 Hz),
7.38 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.75 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 8.56 (s, 1H, CH), 11.02 (s, 1H, NH).
BC-NMR (101 MHz, ds-DMSO, ppm): 8 51.0; 61.1; 66.5; 70.1; 74.0; 76.8; 77.6; 101.7;
116.3; 122.8; 123.9; 125.6; 131.6; 141.0; 156.6; 181.1.

Temperatura topnienia: 188 - 189C

LR-MS (ESI): 426.3 [M-H]

LogP: -2.11
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5.4.42. Otrzymywanie  N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (8a)

OH
/©1/ s
N JL
Br Z SNH N/ﬁ

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2664 g (1 mmol) 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,2051 g
(1 mmol) aldehydu 5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ jasnozotty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,435 g czystego
N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 97%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.12 (s, 3H, CHs), 3.70 (s, 4H, CH,), 4.07 (s, 4H,
CH,), 6.86 (dd, 3H, J, = 11.7 Hz, J,= 9.0 Hz), 6.95 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 7.41 (dd, 1H, J; = 8.7
Hz, J, = 1.9 Hz), 7.68 (s, 1H, Ar-H), 8.44 (s, 1H, CH), 8.95 (s, 1H, OH), 11.68 (s, 1H, NH).
BC-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): 4 49.0; 50.0; 55.7; 110.5; 114.8; 118.2; 119.5; 121.3;
131.9; 133.6; 135.9; 144.7; 145.3; 153.8; 155.7.

Temperatura topnienia: 203 - 204C

LR-MS (ESI): 447.4 [M-H]

LogP: 3.73
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5.4.43. Otrzymywanie N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (8b)

OH
/©1/ S
N J\
Br Z SNH N/ﬁ

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2543g (1 mmol) 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,2051 g
(1 mmol) aldehydu 5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ biato-kremowy osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nast¢pnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,331 g czystego N’-[(5-bromo-
2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 76%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm):  3.20 (s, 4H, CH,), 4.08 (s, 4H, CH,), 6.88 (d, 1H, J
= 8.7 Hz), 7.00 (m, 2H, Ar-H), 7.08 (t, 2H, J = 8.7 Hz), 7.41 (dd, 1H, J; =8.7 Hz, J, = 1.6
Hz), 7.68 (d, 1H, J = 1.3 Hz), 8.44 (s, 1H, CH), 11.67 (s, 1H, OH), 11.70 (s, 1H, NH).
BC-NMR (126 MHz, de-DMSO, ppm): & 49.1; 110.5; 115.9; 117.9; 119.2; 121.3; 131.9;
133.6; 144.7; 147.8; 155.8; 156.7; 157.7; 179.8.

Temperatura topnienia: 205 - 206 C

LR-MS (ESI): 435.4 [M-H]

LogP: 4.01
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5.4.44. Otrzymywanie N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-cykloheksylopiperazyno-
1-tiokarbohydrazydu (8c)

OH
/©1/ s
N J\
Br Z SNH N/ﬁ

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2424 g (1 mmol) (4-cykloheksylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu oraz 0,2051 g (1 mmol)
aldehydu 5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ jasnozotty osad produktu, ktéry przesgczono pod zmniejszonym
cisnieniem, a nastepnie Krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,092 g czystego
N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-cykloheksylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscia 76%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 1.19 (m, 4H, CH,), 1.58 (d, 1H, J = 11.6 Hz), 1.75
(d, 4H, J = 9.0 Hz), 2.29 (s, 1H, CH,), 2.57 (s, 4H, CH,), 3.89 (s, 4H, CH,), 6.86 (d, 1H, J =
8.7 Hz), 7.39 (m, 1H, Ar-H), 7.65 (t, 1H, J = 4.6 Hz), 8.40 (s, 1H, CH), 8.94 (s, 1H, OH),
11.75 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): 6 25.7; 26.3; 31.2; 48.7; 65.9; 110.5; 119.3; 121.3;
131.9; 133.5; 144.5; 156.6; 179.7; 207.1.

Temperatura topnienia: 197 - 198 C

ESI-FTMS: 423.0850 [M-H] (obliczona dla C1gH24BrN,OS: 423.0854)

LogP: 4.67
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5.4.45. Otrzymywanie N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (8d)

OH
/©1/ s
N J\
Br Z SNH N/ﬁ

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2813 g (1 mmol) 4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,2051 g (1 mmol)
aldehydu 5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ pomaranczowy osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,360g czystego
N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu
z wydajnoscig 78%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.68 (s, 4H, CH,), 4.12 (s, 4H, CH,), 6.88 (d, 1H, J
=8.7 Hz), 6.99 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 7.41 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.68 (s, 1H, Ar-H), 8.09 (d, 2H,
J=8.8Hz), 8.46 (s, 1H, CH), 11.58 (s, 1H, OH), 11.67 (s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, ds-DMSO, ppm): & 45.6; 47.9; 110.6; 112.5; 119.3; 121.3; 126.2;
131.9; 133.6; 137.3; 144.9; 154.5; 156.7; 179.8.

Temperatura topnienia: 224 - 225C

ESI-FTMS: 462.0236 [M-H] (obliczona dla C1gH17BrNsO3S: 462.0236)

LogP: 4.37
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5.4.46. Otrzymywanie N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (8e)

P
|0V

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2093g (0.8 mmol) 4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1641 g
(0.8 mmol) aldehydu 5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracil sie z6tty osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,272 g czystego
N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 77%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.53 (s, 4H, CH,), 4.09 (s, 4H, CH,), 6.88 (d, 1H, J
= 8.8 Hz), 7.01 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 7.41 (dd, 1H, J; = 8.7 Hz, J, = 2.2 Hz), 7.62 (d, 2H, J =
8.8 Hz), 7.68 (d, 1H, J = 2.1 Hz), 8.45 (s, 1H, CH), 11.66 (s, 1H, OH), 11.68 (s, 1H, NH).
B3C-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): 5 45.8; 48.1; 98.6; 110.6; 114.0; 119.3; 120.6; 121.3;
131.9; 133.6; 133.9; 144.9; 152.9; 156.7; 179.7.

Temperatura topnienia: 218 - 219C

ESI-FTMS: 442.0334 [M-H] (obliczona dla C19H17BrNsOS: 442.0337)

LogP: 3.77
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5.4.47. Otrzymywanie N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]morfolino-1-

tiokarbohydrazydu (8f)
OH
/©1/ S
P
Br Z SNH N/ﬁ
Lo

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1264 g (0.8 mmol) (4-morfolino)tiokarbohydrazydu oraz 0,1641 g (0.8 mmol) aldehydu
5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze mikrofalowym, po
czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢
biaty krystaliczny osad produktu, ktéry przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,141¢ czystego
N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]morfolino-1-tiokarbohydrazydu z  wydajnoscia
51%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.67 (m, 4H, CH,), 3.92 (m, 4H, CH,), 6.87 (d, 1H,
J=8.7 Hz), 7.40 (dd, 1H, J; = 8.7 Hz, J,= 2.2 Hz), 7.67 (d, 1H, J = 2.2 Hz), 8.41 (s, 1H, CH),
11.62 (s, 1H, OH), 11.65 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): & 49.5; 66.2; 110.5; 119.3; 121.2; 131.9; 133.6;
144.8; 156.6; 180.1.

Temperatura topnienia: 197 - 198 C

LR-MS (ESI): 342.2 [M-H]

LogP: 2.15
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5.4.48. Otrzymywanie  N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (89)

OH
/©1/ s
N J\
Br Z SNH N/ﬁ

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2363g (1 mmol) (4-fenylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu oraz 0,2051g (1 mmol)
aldehydu 5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ biaty krystaliczny osad produktu, ktory przesagczono pod zmniejszonym
cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,301 g czystego
N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscia 72%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.27 (s, 4H, CH,), 4.08 (s, 4H, CH,), 6.82 (t, 1H, J
=7.2 Hz), 6.88 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 6.97 (t, 2H, J = 7.3 Hz), 7.25 (t, 2H, J = 7.8 Hz), 7.41 (dd,
1H, J; = 8.7 Hz, J, = 2.1 Hz), 7.68 (d, 1H, J = 2.1 Hz), 8.44 (s, 1H, CH), 11.67 (s, 1H, OH),
11.70 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 48.3; 48.8; 51.2; 110.5; 116.2; 119.3; 121.3; 129.5;
131.9; 133.6; 144.7; 150.9; 156.7; 179.8.

Temperatura topnienia: 188 - 189C

ESI-FTMS: 417.0388 [M-H]" (obliczona dla C1gH13BrN4OS: 417.0385)

LogP: 3.89
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5.4.49. Otrzymywanie N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-trifluorometylofenylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (8h)

OH
/©1/ s
N J\
Br Z SNH N/ﬁ

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1522 g (0.5 mmol) 4-[4-(trifluorometylo)fenylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz
0,1026 g (0.5 mmol) aldehydu 5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit sie¢ bialy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,173 g czystego
N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-trifluorometylofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 71%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.47 (s, 4H, CH,), 4.10 (s, 4H, CH,), 6.88 (d, 1H, J
=8.7 Hz), 7.08 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 7.41 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.54 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 7.69 (s,
1H, Ar-H), 8.46 (s, 1H, CH), 11.66 (s, 1H, OH), 11.69 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 46.6; 48.3; 110.6; 114.3; 118.4; 119.3; 121.3;
124.4; 126.7; 131.9; 133.6; 144.8; 153.0; 156.7; 179.8.

Temperatura topnienia: 218 - 219C

ESI-FTMS: 485.0259 [M-H] (obliczona dla C19H17BrF3N4OS: 485.0258)

LogP: 5.14
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5.450. Otrzymywanie N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(5-trifluorometylo-2-
pirydylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (8i)

OH
/©1/ s
N J\
Br Z SNH N/ﬁ

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1527 g (0.5 mmol) 4-[5-(trifluorometylo)-2-pirydylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz
0,1026 g (0.5 mmol) aldehydu 5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit sie¢ bialy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,139 g czystego
N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(5-trifluorometylo-2-pirydylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 57%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.80 (s, 4H, CH,), 4.08 (s, 4H, CH,), 6.88 (d, 1H, J
=8.7 Hz), 6.97 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.41 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 7.69 (s, 2H, Ar-H), 7.85 (d, 1H,
J=8.9 Hz), 8.46 (s, 1H, CH), 11.67 (s, 2H, NH, OH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 43.8; 48.2; 106.7; 110.5; 119.3; 121.3; 124.3;
126.4; 131.9; 133.6; 135.0; 144.8; 145.7; 156.7; 160.3; 179.8.

Temperatura topnienia: 221 - 222C

ESI-FTMS: 486.0206 [M-H] (obliczona dla C1gH16BrF3NsOS: 486.0211)

LogP: 4.62
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5.4.51. Otrzymywanie N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-bromofenylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (8j)

OH
/©1/ s
N J\
Br Z SNH N/ﬁ

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1576 g (0.5 mmol) 4-(4-bromofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1026 g
(0.5 mmol) aldehydu 5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit sie¢ bialy osad produktu, ktéry przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,205 g czystego
N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-bromofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 82%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.28 (s, 4H, CH,), 4.07 (s, 4H, CH,), 6.88 (d, 1H, J
= 8.7 Hz), 6.94 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 7.40 (t, 3H, J = 9.8 Hz), 7.69 (s, 1H, Ar-H), 8.44 (s, 1H,
CH), 11.66 (s, 1H, OH), 11.69 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 47.8; 48.5; 110.6; 110.7; 117.8; 119.8; 121.3;
131.9; 132.0; 133.7; 144.7; 150.0; 156.7; 179.8.

Temperatura topnienia: 215-216T

ESI-FTMS: 494.9496 [M-H] (obliczona dla C1gH17Br,N4OS: 494.9490)

LogP: 4.66
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5.4.52. Otrzymywanie  N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(3,4-dichlorofenylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (8k)

OH
/©1/ S
v
Br 2 NH N/ﬁ

K/N : :CI

Cl
Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1526 g (0.5 mmol) 4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1026 g
(0.5 mmol) aldehydu 5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracil sie z6tty osad produktu, ktéry przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,175 g czystego

N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 72%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.35 (s, 4H, CH,), 4.07 (s, 4H, CH,), 6.88 (d, 1H, J
= 8.7 Hz), 6.96 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.18 (s, 1H, Ar-H), 7.42 (t, 2H, J = 8.5 Hz), 7.69 (s, 1H,
Ar-H), 8.45 (s, 1H, CH), 11.66 (s, 1H, OH), 11.69 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 47.3; 48.4; 110.6; 115.5; 116.5; 119.3; 120.2;
121.3; 131.0; 131.9; 132.0; 133.6; 144.8; 150.5; 156.7; 179.8.

Temperatura topnienia: 207 - 208 C

ESI-FTMS: 484.9610 [M-H] (obliczona dla C1gH16BrCI,N4OS: 484.9605)

LogP: 5.45
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5.4.53. Otrzymywanie N ’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(2-pirydylo)piperazyno-
1-tiokarbohydrazydu (8l)

OH
/©1/ s
N J\
Br Z SNH N/ﬁ

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1187g (0.5 mmol) [4-(2-pirydylo)-1-piperazyno]tiokarbohydrazydu oraz 0,1026 g
(0.5 mmol) aldehydu 5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracil sie bialy osad produktu, ktéry przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,134 g czystego
N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(2-pirydylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnosciag 64%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm):  3.65 (s, 4H, CH,), 4.06 (s, 4H, CH,), 6.68 (s, 1H,
Ar-H), 6.87 (t, 2H, J = 9.2 Hz), 7.41 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 7.57 (s, 1H, Ar-H), 7.69 (s, 1H, Ar-
H), 8.14 (s, 1H, Ar-H), 8.45 (s, 1H, CH), 11.67 (s, 1H, OH), 11.69 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 44.7; 51.0; 107.6; 110.5; 113.7; 119.3; 121.3;
131.9; 133.6; 138.1; 148.0; 156.7; 158.9; 179.8; 193.2.

Temperatura topnienia: 199 - 200C

ESI-FTMS: 418.0332 [M-H] (obliczona dla C17H17BrNsOS: 418.0337)

LogP: 2.97
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5.4.54. Otrzymywanie N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]tiomorfolino-1-

OH
/©1/ S
v
Br ~Z SNH N/ﬁ
s

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1773 g (1 mmol) (4-tiomorfolino)tiokarbohydrazydu oraz 0,2051 g (1 mmol) aldehydu

tiokarbohydrazydu

5-bromosalicylowego. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze mikrofalowym, po
czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢
jasnozotty osad produktu, ktéry przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem, & nastgpnie
krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,228 g czystego
N’-[(5-bromo-2-hydroksyfenylo)metyleno]tiomorfolino-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
63%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 2.71 (s, 4H, CH,), 4.22 (s, 4H, CH,), 6.87 (d, 1H, J
=8.7 Hz), 7.41 (m, 1H, Ar-H), 7.67 (d, 1H, J = 1.8 Hz), 8.43 (s, 1H, CH), 11.61 (s, 1H, OH),
11.69 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): & 27.0; 52.1; 110.5; 119.3; 121.2; 131.9; 133.6;
144.9; 156.6; 179.5.

Temperatura topnienia: 167 - 168°C

LR-MS (ESI): 360.0 [M+H]"

LogP: 3.03
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5.4.55. Otrzymywanie  N’-[(4-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (9)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2813 g (1 mmol) 4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1286 g (1 mmol)
4-hydroksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze mikrofalowym,
po czym pozostawiono na noc W lodowce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢
kremowy osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie
krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,295 g czystego
N’-[(4-hydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscia 77%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.11 (s, 4H, CH,), 4.05 (s, 4H, CH,), 6.37 (d, 1H, J
= 8.4 Hz), 6.70 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 6.84 (t, 2H, J = 8.9 Hz), 6.94 (m, 2H, Ar-H), 8.36 (s, 1H,
Ar-H), 8.52 (s, 1H, Ar-H), 9.23 (s, 1H, CH), 11.39 (s, 1H, OH), 11.82 (s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, de-DMSO, ppm): & 50.0; 55.7; 107.9; 114.8; 118.3; 121.5; 133.3;
145.3; 147.4; 148.8; 153.7; 183.2.

Temperatura topnienia: 184 - 185

LogP: 2.92
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5.4.56. Otrzymywanie N’-[(2,4-dihydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (10)

HO

v
ZSNNH N/ﬁ

L P
SN

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2543g (1 mmol) 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1381 g
(1 mmol) 2,4-dihydroksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ jasnozétty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,165 g czystego
N’-[(2,4-dihydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 57%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO): & 3.18 (s, 4H, CH,), 4.05 (s, 4H, CH,), 6.33 (m, 2H, Ar-H),
7.00 (dd, 2H, J; = 9.0 Hz, J,= 4.7 Hz), 7.08 (t, 2H, J = 8.8 Hz), 7.21 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 8.36
(s, 1H, CH), 9.88 (s, 1H, OH), 11.35 (s, 1H, OH), 11.68 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO): 6 48.5; 49.1; 103.3; 107.9; 111.0; 115.8; 117.9; 132.0;
147.9; 155.9; 157.6; 159.6; 160.8; 179.5.

Temperatura topnienia: 205 - 206 C

LR-MS (ESI): 374.0 [M+H]*

LogP: 2.54
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5.4.57. Otrzymywanie N’-[(2,4,6-trihydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-
1-tiokarbohydrazydu

HO OH

L P
SN

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2543g (1 mmol) 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1712 g
(1 mmol) 2,4,6-trihydroksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wytracit si¢ ciemnoczerwony osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,487 g czystego
N’-[(2,4,6-trihydroksyfenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 96%.

'H-NMR (400 MHz, de-DMSO): & 3.43 (m, 4H, CH,), 4.06 (m, 4H, CH,), 5.81 (d, 2H, J =
7.4 Hz), 7.00 (m, 2H, Ar-H), 7.08 (t, 2H, J = 8.8 Hz), 8.70 (s, 1H, CH), 9.94 (s, 1H, OH),
11.35 (s, 1H, OH), 11.07 (s, 3H, OH, OH, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO): 6 49.1; 56.5; 94.8; 99.6; 115.7; 117.9; 147.9; 155.8; 157.8;
159.7; 164.6; 167.9; 172.5; 191.4.

Temperatura topnienia: 143 - 144C

LR-MS (ESI): 392.0 [M+H]"

LogP: 2.54
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5.4.58. Otrzymywanie  N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (11a)

HO

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2664 g (1 mmol) 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1522 g
(1 mmol) 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracil sie¢ bialy osad produktu, ktéry przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,290 g czystego
N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 72%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.16 (s, 3H, CHa), 3.69 (s, 3H, CHs), 3.82 (s, 4H,
CH,), 4.04 (s, 4H, CH,), 6.83 (m, 2H, Ar-H), 6.94 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 7.02 (d, 2H, J = 8.1
Hz), 7.23 (s, 1H, Ar-H), 8.02 (s, 1H, CH), 9.53 (s, 1H, OH), 11.10 (s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): § 50.2; 50.5; 55.7; 55.9; 109.4; 114.8; 116.0; 118.1;
122.0; 126.2; 144.6; 145.4; 148.5; 149.2; 153.7; 180.9.

Temperatura topnienia: 174 - 175C

ESI-FTMS: 399.1487 [M-H] (obliczona dla CyoH23N403S: 399.1491)

LogP: 2.15
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5.4.59. Otrzymywanie N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

HO

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2813 g (1 mmol) 4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1522 g (1 mmol)
4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ ciemnozolty osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano 2z metanolu uzyskujac 0,214 g czystego
N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 52%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.57 (m, 4H, CH,), 3.91 (m, 4H, CH,), 6.82 (d, 1H,
J = 7.4 Hz), 7.00 (m, 2H, Ar-H), 7.22 (s, 1H, Ar-H), 8.08 (m, 3H, Ar-H), 9.14 (s, 1H, CH),
9.52 (s, 1H, OH), 11.16 (s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): 8 45.7; 46.6; 56.0; 112.5; 116.0; 120.3; 122.0; 126.3;
129.6; 137.2; 138.0; 148.5; 154.6; 181.0; 182.8.

Temperatura topnienia: 183 - 184

LogP: 2.79
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5.4.60. Otrzymywanie N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]morfolino-1-
tiokarbohydrazydu (11d)

HO

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1612g (I mmol)  (4-morfolino)tiokarbohydrazydu  oraz  0,1522g (1 mmol)
4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ jasnozotty osad produktu, ktéry przesgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano 2z metanolu uzyskujac 0,112g czystego
N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]morfolino-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
38%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.17 (d, 3H, J = 5.2 Hz), 3.68 (m, 4H, CH,), 3.89
(m, 4H, CH,), 6.81 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 7.01 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 7.19 (s, 1H, Ar-H), 7.99 (s,
1H, CH), 9.51 (s, 1H, OH), 11.08 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): & 51.4; 55.9; 64.5; 109.3; 116.0; 122.0; 126.1; 144.6;
148.5; 149.2; 181.1.

Temperatura topnienia: 169 - 170C

ESI-FTMS: 294.0914 [M-H] (obliczona dla C13H16N303S: 294.0912)

LogP: 0.60
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5.4.61. Otrzymywanie N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

HO

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,3545g (3 mmol) (4-fenylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu oraz 0,2282 g (3 mmol)
4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ jasnozotty osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano 2z metanolu wuzyskujac 0,476 g czystego
N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 43%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.22 (s, 3H, CHs), 3.29 (t, 4H, J = 5.2 Hz), 4.05 (t,
4H, J = 5.1 Hz), 6.81 (m, 2H, Ar-H), 6.99 (m, 3H, Ar-H), 7.24 (m, 3H, Ar-H), 8.03 (s, 1H,
CH), 9.54 (s, 1H, OH), 11.11 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): & 48.5; 51.2; 109.4; 116.0; 119.7; 122.0; 126.1;
129.5; 144.6; 148.5; 149.2; 151.0; 151.1; 180.8; 193.1.

Temperatura topnienia: 134 - 135C

LogP: 2.34
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5.4.62. Otrzymywanie N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(3,4-dichlorofenylo
)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (11b)

HO

K/N Cl

L
Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1526 g (0.5 mmol) 4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0761 g
(0.5 mmol) 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracil sie¢ biaty osad produktu, ktéry przesgczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,140 g czystego
N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 64%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.36 (s, 4H, CHy), 3.82 (s, 3H, CHs), 4.04 (s, 4H,
CH,), 6.82 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.96 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.03 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 7.16 (s, 1H,
Ar-H), 7.22 (s, 1H, Ar-H), 7.43 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 8.03 (s, 1H, CH), 9.51 (s, 1H, OH), 11.15
(s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): § 47.7; 50.0; 55.9; 109.3; 115.5; 116.0; 116.5; 120.1;
122.0; 126.1; 131.0; 132.0; 144.6; 148.5; 149.2; 150.7; 180.8.

Temperatura topnienia: 164 - 165C

ESI-FTMS: 437.0613 [M-H]  (obliczona dla C19H;9CI>N4O,S: 437.0606)

LogP: 3.90
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5.4.63. Otrzymywanie N ’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(2-pirydylo)piperazyno-
1-tiokarbohydrazydu (11e)

HO

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1187g (0.5 mmol) [4-(2-pirydylo)-1-piperazyno]tiokarbohydrazydu oraz 0,0761g
(0.5 mmol) 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracil sie¢ z6tty osad produktu, ktéry przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,056 g czystego
N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(2-pirydylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu
Z wydajnoscig 54%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): § 3.63 (s, 4H, CH,), 3.81 (s, 3H, CHs), 4.02 (s, 4H,
CH,), 6.68 (t, 1H, J = 5.4 Hz), 6.84 (t, 2H, J = 9.2 Hz), 7.03 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 7.23 (s, 1H,
Ar-H), 7.57 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 8.04 (s, 1H, CH), 8.14 (s, 1H, Ar-H), 9.50 (s, 1H, OH), 11.12
(s, 1H, NH).

B3C-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): § 44.9; 50.2; 55.9; 107.6; 109.4; 113.7; 116.0; 122.0;
126.1; 138.1; 144.6; 148.1; 148.5; 149.2; 159.2; 180.9.

Temperatura topnienia: 120 - 121°C

ESI-FTMS: 370.1334 [M-H] (obliczona dla C15H20Ns0,S: 370.1338)

LogP: 1.43
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5.4.64. Otrzymywanie N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

HO

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2543g (1 mmol) 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1522 g
(1 mmol) 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20 °C. Wytracit sie zo6tty osad produktu, ktéry przesaczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,056 g czystego
N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 29%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.22 (t, 4H, J = 5.1 Hz), 4.05 (t, 4H, J = 5.0 Hz),
6.82 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 6.96-7.11 (m, 5H, Ar-H), 7.22 (d, 1H, J = 1.9 Hz), 8.03 (s, 1H, CH),
9.51 (s, 1H, OH), 11.12 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): § 49.5; 50.4; 55.9; 109.5; 115.7; 115.9; 117.7; 117.8;
122.0; 126.1; 144.6; 148.0; 148.5; 149.2; 180.9.

Temperatura topnienia: 171 - 172C

LogP: 2.43
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5.4.65. Otrzymywanie N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]tiomorfolino-1-
tiokarbohydrazydu

HO

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1773g (1 mmol)  (4-tiomorfolino)tiokarbohydrazydu oraz  0,1522g (1 mmol)
4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ jasnozotty osad produktu, ktéry przesgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano 2z metanolu wuzyskujac 0,039g czystego
N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]tiomorfolino-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
28%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 2.77 (m, 4H, CH,), 3.80 (s, 3H, CH3), 4.15 (m, 4H,
CH,), 6.82 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 7.01 (dd, 1H, J; = 8.1 Hz, J, = 1.9 Hz), 7.20 (d, 1H, J = 1.8
Hz), 8.02 (s, 1H, CH), 9.51 (s, 1H, OH), 11.06 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 27.3; 53.6; 55.9; 109.4; 116.0; 122.1; 126.0; 144.9;
148.5; 149.2; 180.9.

Temperatura topnienia: 79 - 80C

LogP: 1.48
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5.4.66. Otrzymywanie  N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(difenylometylo)
piperazyno-1-tiokarbohydrazydu (11c)

HO

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1632g (0.5 mmol) 4-(difenylometylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0761 g
(0.5 mmol) 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wiytracit si¢ jasnokremowy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,146 g czystego
N’-[(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metyleno]-4-(difenylometylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajno$cig 63%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 2.44 (s, 4H, CH,), 3.68 (s, 3H, CHs), 3.91 (s, 4H,
CH,), 6.79 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 6.95 (dd, 1H, J; = 8.1 Hz, J,= 1.8 Hz), 7.14 (d, 1H, J = 1.8
Hz), 7.21 (t, 2H, J = 7.3 Hz), 7.32 (t, 4H, J = 7.6 Hz), 7.45 (d, 4H, J = 7.2 Hz), 7.95 (s, 1H,
CH), 9.45 (s, 1H, OH), 10.97 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 50.8; 52.1; 55.7; 75.2; 108.7; 115.8; 122.2; 126.1;
127.4; 128.1; 129.0; 142.9; 144.1; 148.4; 149.1, 180.6.

Temperatura topnienia: 212 - 213C

ESI-FTMS: 459.1853 [M-H] (obliczona dla CzsH27N40,S: 459.1855)

LogP: 4.06
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5.4.67. Otrzymywanie N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1307g (0.5 mmol) 4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0756 g
(0.5 mmol) 2-nitrobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wytrgcit si¢ jasnopomaranczowy osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano 2z metanolu wuzyskujac 0,124 g czystego
N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnosciag 63%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.53 (s, 4H, CH,), 4.09 (s, 4H, CH,), 7.01 (d, 2H, J
= 8.7 Hz), 7.63 (m, 3H, Ar-H), 7.79 (t, 1H, J = 7.6 Hz), 8.06 (t, 2H, J = 7.8 Hz), 8.61 (s, 1H,
CH), 11.61 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): § 46.0; 49.3; 98.6; 114.0; 120.5; 125.1; 128.3; 129.2;
130.7; 133.8; 134.1; 139.7; 148.5; 152.9; 181.1.

Temperatura topnienia: 199 - 200C

HRMS-ESI-TOF: 395.1296 [M+H]" (obliczona dla C19H1oNsO,S: 395.1290)

LogP: 2.69
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5.4.68. Otrzymywanie N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]tiomorfolino-1-tiokarbohydrazydu (12c)

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1773g (I mmol) (4-tiomorfolino)tiokarbohydrazydu oraz  0,1512g (1 mmol)
2-nitrobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze mikrofalowym, po
czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢
jasnozotty osad produktu, ktéry przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem, & nastgpnie
krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,271 ¢ czystego

N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]tiomorfolino-1-tiokarbohydrazydu z wydajno$cia 87%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 2.74 (s, 4H, CHy), 4.18 (s, 4H, CH,), 7.65 (t, 1H, J
=7.7Hz), 7.80 (t, 1H, J = 7.6 Hz), 8.05 (m, 2H, Ar-H), 8.60 (s, 1H, CH), 11.51 (s, 1H, NH).
BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 27.2; 53.2; 125.2; 128.2; 129.2; 130.8; 134.2;
139.8; 148.5; 181.2.

Temperatura topnienia: 176 - 177C

ESI-FTMS: 309.0480 [M-H] (obliczona dla C1,H;13N40,S;: 309.0480)

LogP: 1.95
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5.4.69. Otrzymywanie N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (12d)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2664 g (1 mmol) 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1512 g
(1 mmol) 2-nitrobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ jasnozotty osad produktu, ktéry przesgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastepnie krystalizowano 2z metanolu uzyskujac 0,322 g czystego
N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnosciag 81%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.13 (s, 4H, CH,), 3.70 (s, 3H, CHs), 4.07 (s, 4H,
CH,), 6.85 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.95 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.64 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.79 (t, 1H, J
= 7.7 Hz), 8.06 (dd, 2H, J; = 8.2 Hz, J, = 3.8 Hz), 8.60 (s, 1H, CH), 11.58 (s, 1H, NH).
B3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): § 31.2; 50.1; 55.6; 114.8; 118.2; 125.1; 128.2; 129.2;
130.7; 134.1; 139.6; 145.3; 148.5; 153.7; 181.1.

Temperatura topnienia: 180 - 181C

ESI-FTMS: 398.1290 [M-H]" (obliczona dla C19H2oN503S: 398.1287)

LogP: 2.62
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5.4.70. Otrzymywanie N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2543g (L mmol) 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1512 g
(1 mmol) 2-nitrobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ pomaranczowy krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,253 g czystego
N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnosciag 65%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.21 (s, 4H, CH,), 4.08 (s, 4H, CH,), 7.00 (dd, 2H,
J1= 9.1 Hz, J, = 4.7 Hz), 7.08 (t, 2H, J = 8.7 Hz), 7.65 (m, 1H, Ar-H), 7.79 (t, 1H, J = 7.6
Hz), 8.06 (m, 2H, Ar-H), 8.60 (s, 1H, CH), 11.59 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): & 49.3; 49.9; 115.8; 117.8; 125.1; 128.2; 129.2;
130.7; 134.1; 139.6; 147.8; 148.5; 155.7; 181.1.

Temperatura topnienia: 175 - 176 C

LR-MS (ESI): 412.2 [M+Na]"

LogP: 2.90
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5.4.71. Otrzymywanie N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2363g (1 mmol) (4-fenylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu oraz 0,1512g (1 mmol)
2-nitrobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze mikrofalowym, po
czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wiytracit si¢
jasnopomaranczowy 0sad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,274 g czystego
N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 74%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.28 (s, 4H, CH,), 4.08 (s, 4H, CH,), 6.82 (t, 1H, J
= 7.2 Hz), 6.98 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 7.24 (m, 2H, Ar-H), 7.65 (m, 1H, Ar-H), 7.80 (t, 1H, J =
7.6 Hz), 8.06 (m, 2H, Ar-H), 8.61 (s, 1H, CH), 11.59 (s, 1H, NH).

BBC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 48.5; 49.9; 115.9; 119.6; 125.1; 128.2; 129.2;
129.5; 130.7; 134.1; 139.6; 148.5; 150.9; 181.1.

Temperatura topnienia: 167 - 168 C

LogP: 2.81
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5.4.72. Otrzymywanie N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-cykloheksylopiperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (12a)

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2424 g (1 mmol) (4-cykloheksylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu oraz 0,1512 g (1 mmol)
2-nitrobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze mikrofalowym, po
czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢
zotty osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie
krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,220 g czystego
N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-cykloheksylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
59%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 1.21 (m, 5H, CH,), 1.76 (m, 5H, CHy), 2.57 (s, 4H,
CH,), 3.89 (s, 4H, CHy), 7.64 (m, 1H, Ar-H), 7.79 (t, 1H, J = 7.7 Hz), 8.04 (m, 2H, Ar-H),
8.57 (s, 1H, CH), 11.45 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 25.7; 26.3; 28.8; 31.2; 48.9; 50.7; 125.1; 128.2;
129.2; 130.6; 134.1; 139.3; 148.4; 180.1.

Temperatura topnienia: 173 - 174C

HRMS-ESI-TOF: 376.1799 [M+H]" (obliczona dla C1gH2sNs0,S: 376.1807)

LogP: 3.56
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5.4.73. Otrzymywanie N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-(difenylometylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (12b)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1632g (0.5 mmol) 4-(difenylometylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0756 g
(0.5 mmol) 2-nitrobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit sie ciemnopomaranczowy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,1643 g
czystego  N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]-4-(difenylometylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu
Z wydajnoscig 75%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 1.06 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 2.40 (s, 4H, CH,), 3.94 (s,
4H, CHy), 7.32 (t, 5H, J = 7.5 Hz), 7.46 (m, 5H, Ar-H), 7.62 (t, 1H, J = 8.5 Hz), 7.76 (t, 1H, J
=7.7 Hz), 8.02 (m, 2H, Ar-H), 8.53 (s, 1H, CH), 11.45 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d¢-DMSO, ppm): § 49.1; 50.3; 51.8; 74.9; 125.1; 127.5; 128.1; 128.3;
129.0; 130.7; 134.0; 139.3; 142.8; 148.4; 181.0.

Temperatura topnienia: 111 - 112°C

HRMS-ESI-TOF: 460.1818 [M+H]" (obliczona dla C,5H2sN50,S: 460.1807)

LogP: 4.53
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5.4.74. Otrzymywanie N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]morfolino-1-tiokarbohydrazydu (12e)

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,0806 g (0.5 mmol) (4-morfolino)tiokarbohydrazydu oraz 0,0756g (0.5 mmol)
2-nitrobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze mikrofalowym, po
czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢
zotty osad produktu, ktory przesagczono pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie
krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,188 g czystego

N'-[(2-nitrofenylo)metyleno]morfolino-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 46%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.67 (m, 4H, CH,), 3.92 (m, 4H, CHy), 7.64 (m,
1H, Ar-H), 7.79 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 8.04 (m, 2H, Ar-H), 8.58 (s, 1H, CH), 11.53 (s, 1H, NH).
BC-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 50.8; 66.4; 125.1; 128.3; 129.1; 130.8; 134.1;
139.7; 148.5; 181.4.

Temperatura topnienia: 192 - 193C

HRMS-ESI-TOF: 295.0876 [M+H]" (obliczona dla C1,H15N403S: 295.0865)

LogP: 1.07

169



5.4.75. Otrzymywanie N'-[(4-nitrofenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2664 g (1 mmol) 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1534 g
(1 mmol) 4-nitrobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ pomaranczowy osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano 2z metanolu wuzyskujac 0,340g czystego
N'-[(4-nitrofenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 85%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.17 (m, 4H, CH,), 3.70 (s, 3H, CHs), 4.08 (s, 4H,
CHy), 6.85 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 6.96 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 7.90 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 8.27 (s, 2H,
Ar-H), 8.29 (s, 1H, CH), 11.55 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (101 MHz, dg-DMSO, ppm): § 50.2; 50.4; 55.7; 114.8; 118.2; 124.6; 128.1; 141.3;
141.7; 145.3; 148.0; 153.7; 181.2.

Temperatura topnienia: 180 - 181C

HRMS-ESI-TOF: 400.1448 [M+H]" (obliczona dla C1gH,,N505S: 400.1443)

LogP: 2.97
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5.4.76. Otrzymywanie N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2543g (1 mmol) 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm®
(0,1279 g, 1 mmol) 2-fluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ jasnozotty osad produktu, ktéry przesgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano 2z metanolu uzyskujac 0,385g czystego
N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnosciag 87%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.20 (m, 4H, CH,), 4.09 (m, 4H, CH,), 7.00 (m,
2H, Ar-H), 7.08 (t, 2H, J = 8.4 Hz), 7.29 (m, 2H, Ar-H), 7.46 (m, 1H, Ar-H), 7.85 (t, 1H, J =
7.5 Hz), 8.40 (s, 1H, CH), 11.40 (s, 1H, NH).

BC-NMR (101 MHz, d-DMSO, ppm): & 49.4; 54.2; 115.7; 117.8; 122.4; 125.4; 126.7;
132.1; 137.2; 147.9; 155.5; 159.9; 162.3; 181.2.

Temperatura topnienia: 163 - 164C

LR-MS (ESI): 359.4 [M-H]

LogP: 2.95
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5.4.77.  Otrzymywanie  N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2664 g (1 mmol) 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm?®
(0,1279 g, 1 mmol) 2-fluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ jasnozotty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,110 g czystego
N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 30%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.13 (s, 4H, CH,), 3.70 (s, 3H, CHs), 4.07 (s, 4H,
CHy), 6.85 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 6.95 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 7.29 (m, 2H, Ar-H), 7.46 (m, 1H, Ar-
H), 7.85 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 8.40 (s, 1H, CH), 11.38 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 50.3; 55.6; 114.8; 116.6; 118.2; 122.4; 125.4;
126.7; 132.1; 137.1; 145.4; 153.7; 160.1; 162.1; 181.0.

Temperatura topnienia: 168 - 169C

LR-MS (ESI): 371.4 [M-H]

LogP: 2.67
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5.4.78. Otrzymywanie N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2813 g (1 mmol) 4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm® (0,1279 g,
1 mmol) 2-fluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ ciemnozolty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,249 g czystego
N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnosciag 64%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.68 (m, 4H, CH,), 4.12 (m, 4H, CH,), 6.99 (m,
2H, Ar-H), 7.28 (m, 2H, Ar-H), 7.46 (m, 1H, Ar-H), 7.88 (t, 1H, J = 7.3 Hz), 8.10 (m, 2H, Ar-
H), 8.41 (s, 1H, CH), 11.43 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, de-DMSO, ppm): 6 45.8; 49.4; 112.5; 116.5; 120.2; 122.4; 126.3;
129.5; 132.1; 137.2; 154.6; 160.1; 162.1; 180.9.

Temperatura topnienia: 182 - 183C

LR-MS (ESI): 386.3 [M-H]

LogP: 3.31
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5.4.79. Otrzymywanie N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(2-pirydylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1187g (0.5 mmol) [4-(2-pirydylo)-1-piperazyno]tiokarbohydrazydu oraz 0,06 cm®
(0,0640 g, 0.5 mmol) 2-fluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ jasnozotty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono
pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie Krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,0960 g
czystego N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(2-pirydylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu
z wydajnosciag 62%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.65 (s, 4H, CH,), 4.07 (s, 4H, CH,), 6.68 (t, 1H, J
=55 Hz), 6.85 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 7.28 (t, 2H, J = 9.2 Hz), 7.46 (d, 1H, J = 6.3 Hz), 7.57 (t,
1H,J = 7.7 Hz), 7.86 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 8.15 (s, 1H, Ar-H), 8.41 (s, 1H, CH), 11.39 (s, 1H,
NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 44.7; 50.0; 107.5; 113.7; 116.4; 122.4; 125.4;
126.7; 132.1; 137.1; 138.1; 148.0; 159.0; 162.1; 181.0.

Temperatura topnienia: 162 - 163C

LogP: 1.94
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5.4.80. Otrzymywanie N’-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(5-trifluorometylo-2-
pirydylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1527 g (0.5 mmol) 4-[5-(trifluorometylo)-2-pirydylo]piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz
0,06 cm® (0,0640 g, 0.5 mmol) 2-fluorobenzaldehydu. Mieszanine ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ zotty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,1660 g
czystego N’-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(5-trifluorometylo-2-pirydylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 81%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.81 (s, 4H, CH,), 4.07 (s, 4H, CH,), 6.96 (d, 1H, J
=9.0 Hz), 7.28 (t, 2H, J = 9.9 Hz), 7.46 (d, 1H, J = 6.3 Hz), 7.86 (m, 2H, Ar-H), 8.41 (s, 1H,
CH), 8.44 (s, 1H, Ar-H), 11.41 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 44.1; 49.7; 106.7; 116.5; 122.4; 125.4; 126.7;
132.1; 135.0; 137.2; 145.7; 160.1; 160.3; 162.1; 181.1; 207.0.

Temperatura topnienia: 225 - 226C

LogP: 3.60
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5.4.81. Otrzymywanie N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-cykloheksylopiperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2424 g (1 mmol) (4-cykloheksylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu oraz 0,11cm3 (0,1279 g,
1 mmol) 2-fluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ biaty osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,034 g czystego
N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-cykloheksylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
19%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 1.20 (t, 4H, J = 9.8 Hz), 1.58 (d, 1H, J = 11.6 Hz),
1.71-1.81 (m, 4H, CH,), 2.27 (s, 1H, CH,), 2.58 (s, 4H, CH,), 3.89 (s, 4H, CH>), 4.09 (m, 1H,
CH,), 7.27 (t, 2H, J = 8.6 Hz), 7.45 (dd, 1H, J; = 13.6 Hz, J, = 6.0 Hz), 7.83 (t, 1H, J = 7.3
Hz), 8.37 (s, 1H, CH), 11.42 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): 6 25.7; 26.3; 28.7; 31.2; 49.0; 62.9; 122.4; 125.4;
126.6; 132.0; 136.8; 160.1; 162.0; 180.7.

Temperatura topnienia: 159 - 160C

LR-MS (ESI): 348.1 [M+H]"

LogP: 3.61
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5.4.82. Otrzymywanie N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2613g (1 mmol) 4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm®
(0,1279 g, 1 mmol) 2-fluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wytracit si¢ kremowy osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,206 g czystego
N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 56%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.54 (m, 4H, CH,), 4.09 (m, 4H, CH,), 7.01 (d, 2H,
J = 8.8 Hz), 7.28 (m, 2H, Ar-H), 7.46 (dd, 1H, J; = 13.3 Hz, J,= 6.4 Hz), 7.61 (d, 2H, J = 8.8
Hz), 7.87 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 8.41 (s, 1H, CH), 11.41 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 4 46.1; 49.1; 98.6; 114.0; 116.5; 120.6; 122.4; 125.4;
126.7; 132.1; 133.8; 137.2; 153.0; 160.1; 180.9.

Temperatura topnienia: 177 - 178 C

LR-MS (ESI): 389.3 [M+Na]"

LogP: 2.74
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5.4.83. Otrzymywanie N’-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (13)

K/N Cl
L
Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2613 g (0.5 mmol) 4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,06 cm?®
(0,0640 g, 0.5 mmol) 2-fluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ jasnozotty krystaliczny osad produktu, ktory przesgczono
pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,125 g
czystego N’-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-(3,4-dichlorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 61%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.35 (m, 4H, CH,), 4.06 (m, 4H, CHy), 6.95 (dd,
1H, J; =9.0 Hz, J, = 2.6 Hz), 7.16 (d, 1H, J = 2.6 Hz), 7.28 (m, 2H, Ar-H), 7.39-7.50 (m, 2H,
Ar-H), 7.86 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 8.41 (s, 1H, CH), 11.41 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): § 47.6; 49.1; 49.8; 115.5; 116.5; 120.1; 122.4; 125.4;
126.7; 131.0; 132.1; 137.2; 150.6; 160.1; 162.1; 181.0.

Temperatura topnienia: 178 - 179

LogP: 4.42
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5.4.84. Otrzymywanie N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1182 g (0.5 mmol) (4-fenylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu oraz 0,06 cm® (0,0640 g,
0.5 mmol) 2-fluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit sie zotty krystaliczny osad produktu, ktory przesagczono pod zmniejszonym
Cisnieniem, a nastgpnie Kkrystalizowano z metanolu uzyskujac 0,163 g czystego

N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 95%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.28 (s, 4H, CH,), 4.10 (m, 4H, CH,), 6.81 (t, 1H, J
=7.2 Hz), 6.98 (d, 2H, J = 7.8 Hz), 7.26 (m, 4H, Ar-H), 7.45 (m, 1H, Ar-H), 7.85 (m, 1H, Ar-
H), 8.41 (s, 1H, CH), 11.39 (s, 1H, NH).

B3C-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): § 48.5; 49.1; 50.1; 116.0; 119.7; 125.5; 126.7; 129.5;
132.1; 137.1; 151.0; 160.1; 162.1; 181.0.

Temperatura topnienia: 173 - 174C

LogP: 2.86

179



5.4.85. Otrzymywanie N'-[(2-fluorofenylo)metyleno] morfolino-1-tiokarbohydrazydu

o

O

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1612g (1 mmol) (4-morfolino)tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm® (0,1279g, 1 mmol)
2-fluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze mikrofalowym, po
czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢
jasnozotty krystaliczny oSad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,137 g czystego

N'-[(2-fluorofenylo)metyleno]morfolino-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 51%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.68 (m, 4H, CH,), 3.93 (m, 4H, CH,), 7.28 (m,
2H, Ar-H), 7.46 (dd, 1H, J, = 13.9 Hz, J, = 6.7 Hz), 7.83 (t, 1H, J = 7.6 Hz), 8.38 (s, 1H, CH),
11.35 (s, 1H, NH).

BBC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 51.0; 66.5; 116.5; 122.3; 126.7; 132.1; 137.2;
160.1; 162.1; 181.2.

Temperatura topnienia: 171 - 172C

LR-MS (ESI): 267.8 [M+H]*

LogP: 1.12
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5.4.86. Otrzymywanie N’-[(2,5-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2813 g (1 mmol) 4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm® (0,1421 g,
1 mmol) 2,5-difluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze
-20°C. Witracit sie zotty krystaliczny osad produktu, ktory przesagczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano 2z metanolu wuzyskujac 0,151g czystego
N’-[(2,5-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnosciag 37%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.68 (s, 4H, CH,), 4.11 (s, 4H, CH,), 6.97 (t, 2H, J
= 8.3 Hz), 7.34 (m, 2H, Ar-H), 7.58 (t, 1H, J = 8.6 Hz), 8.10 (dd, 2H, J, = 9.0 Hz, J, = 4.5
Hz), 8.36 (s, 1H, CH), 11.50 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): & 45.7; 49.3; 112.4; 120.4; 126.2; 129.5; 136.0;
137.2; 138.1; 154.5; 156.3; 157.9; 159.8; 180.9.

Temperatura topnienia: 178 - 179C

LogP: 3.63
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5.4.87. Otrzymywanie N'-[(2,5-difluorofenylo)metyleno]morfolino-1-tiokarbohydrazydu

@

Zwigzek otrzymano zgodnie z rocedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2813g (1 mmol) (4-morfolino)tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm® (0,1421g, 1 mmol)
2,5-difluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut w reaktorze mikrofalowym,
po czym pozostawiono na noc W lodowce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit sie
zotty krystaliczny osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,082 g czystego
N'-[(2,5-difluorofenylo)metyleno]morfolino-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscig 29%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.68 (m, 4H, CH,), 3.93 (m, 4H, CH,), 7.33 (m,
2H, Ar-H), 7.52 (m, 1H, Ar-H), 8.33 (s, 1H, CH), 11.43 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): & 51.0; 66.4; 111.9; 112.1; 124.0; 136.0; 156.3;
158.2; 159.8; 181.1.

Temperatura topnienia: 187 - 188 C

LR-MS (ESI): 283.8 [M+H]"

LogP: 1.44
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5.4.88. Otrzymywanie N’-[(2,5-difluorofenylo)metyleno]-4-(2-pirydylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2373 g (1 mmol) [4-(2-pirydylo)-1-piperazyno]tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm® (0,1421 g,
1 mmol) 2,5-difluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit sie zotty krystaliczny osad produktu, ktory przesagczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano 2z metanolu uzyskujac 0,082g czystego
N’-[(2,5-difluorofenylo)metyleno]-4-(2-pirydylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnosciag 34%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.18 (m, 4H, CH,), 4.07 (m, 4H, CH,), 6.68 (m,
1H, Ar-H), 6.85 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 7.35 (m, 1H, Ar-H), 7.57 (t, 2H, J = 7.1 Hz), 8.14 (d, 2H,
J=3.3Hz),8.36 (s, 1H, CH), 11.47 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 44.6; 51.0; 107.5; 107.7; 113.6; 113.8; 118.3;
124.1; 135.9; 138.1; 148.0; 159.0; 159.1; 181.0; 193.2.

Temperatura topnienia: 150 - 151°C

LogP: 2.26
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5.4.89. Otrzymywanie N'-[(2,5-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2664 g (1 mmol) 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm?®
(0,1421 9, 1 mmol) 2,5-difluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ kremowy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,160 g czystego
N'-[(2,5-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscia 41%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.13 (s, 4H, CH,), 3.70 (s, 3H, CHs), 4.08 (s, 4H,
CH,), 6.85 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 6.94 (d, 2H, J = 7.4 Hz), 7.34 (m, 2H, Ar-H), 7.54 (m, 1H, Ar-
H), 8.35 (s, 1H, CH), 11.46 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 50.1; 50.3; 55.6; 111.9; 114.8; 118.3; 124.1; 135.9;
145.3; 153.7; 156.3; 157.9; 158.2; 159.8; 180.9.

Temperatura topnienia: 162 - 163C

LogP: 2.99
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5.4.90. Otrzymywanie N'-[(2,6-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2613g (1 mmol) 4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm®
(0,1421 9, 1 mmol) 2,6-difluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ kremowy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,216 g czystego
N'-[(2,6-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-cyjanofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 56%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 3.51 (s, 4H, CH,), 4.08 (s, 4H, CH,), 7.01 (d, 2H, J
=8.9 Hz), 7.18 (t, 2H, J = 8.7 Hz), 7.48 (m, 1H, Ar-H), 7.61 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 8.30 (s, 1H,
CH), 11.45 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): & 46.2; 49.1; 49.9; 98.7; 112.7; 112.9; 114.1; 114.2;
120.5; 131.9; 133.8; 153.0; 159.7; 161.7; 180.9.

Temperatura topnienia: 177 - 178 C

LogP: 2.92
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54.91. Otrzymywanie  N’-[(2,6-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2813 g (1 mmol) 4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm® (0,1421 g,
1 mmol) 2,6-difluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze
-20°C. Wiytrgcit si¢ ciemnozolty osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
cisnieniem, a nastgpnie Kkrystalizowano z metanolu uzyskujac 0,234 g czystego
N’-[(2,6-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 58%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.65 (s, 4H, CH,), 4.10 (s, 4H, CH,), 6.98 (m, 2H,
Ar-H), 7.19 (t, 2H, J = 8.7 Hz), 8.10 (t, 3H, J = 8.2 Hz), 8.30 (s, 1H, CH), 11.46 (s, 1H, NH).
BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 45.9; 49.7; 112.5; 120.5; 126.2; 128.7; 131.9;
134.0; 137.4; 154.1; 154.6; 159.7; 161.7; 180.9.

Temperatura topnienia: 186 - 187

LogP: 3.50
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5.4.92. Otrzymywanie N'-[(2,6-difluorofenylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,2363g (1 mmol) (4-fenylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm® (0,1421 g,
1 mmol) 2,6-difluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ biaty osad produktu, ktory przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,182 g czystego
N'-[(2,6-difluorofenylo)metyleno]-4-fenylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia
50%.

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.25 (s, 4H, CH,), 4.08 (s, 4H, CH,), 6.81 (t, 1H, J
= 7.2 Hz), 6.97 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 7.18 (m, 1H, Ar-H), 7.23 (dd, 3H, J; = 14.3 Hz, J,= 6.5
Hz), 7.48 (m, 1H, Ar-H), 8.29 (s, 1H, CH), 11.41 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 6 49.1; 50.5; 112.8; 116.0; 116.1; 116.6; 119.8;
129.5; 131.9; 133.9; 151.0; 159.7; 161.7; 181.0.

Temperatura topnienia: 168 - 169C

LogP: 3.05
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5.4.93. Otrzymywanie N'-[(2,6-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2664 g (1 mmol) 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm?®
(0,1421 9, 1 mmol) 2,6-difluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ kremowy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,225 g czystego
N'-[(2,6-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscig 58%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.11 (s, 4H, CH,), 3.70 (s, 3H, CHs), 4.07 (s, 4H,
CH,), 6.84 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 6.94 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.18 (t, 2H, J = 8.8 Hz), 7.48 (m, 1H,
Ar-H), 8.29 (s, 1H, CH), 11.39 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, de-DMSO, ppm): 6 50.2; 55.6; 111.9; 112.7; 112.9; 114.8; 118.2;
118.8; 131.9; 133.8; 145.4; 153.9; 159.7; 161.7; 180.9.

Temperatura topnienia: 186 - 187C

LogP: 2.85
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5.4.94. Otrzymywanie N'-[(2,6-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2543g (1 mmol) 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,11 cm®
(0,421 g, 1 mmol) 2,6-difluorobenzaldehydu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut
w reaktorze mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodowce laboratoryjnej
w temperaturze -20°C. Wytracit si¢ kremowy osad produktu, ktory przesgczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,183 g czystego
N'-[(2,6-difluorofenylo)metyleno]-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnoscia 48%.

'H-NMR (400 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.18 (s, 4H, CHy), 4.08 (s, 4H, CH,), 6.99 (m, 2H,
Ar-H), 7.08 (t, 2H, J = 8.8 Hz), 7.18 (t, 2H, J = 8.8 Hz), 7.48 (m, 1H, Ar-H), 8.29 (s, 1H,
CH), 11.41 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 49.5; 50.6; 112.8; 115.7; 115.9; 117.9; 131.9;
133.9; 148.0; 155.8; 157.6; 159.7; 161.7; 180.9.

Temperatura topnienia: 176 - 177C

LogP: 3.13
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5.4.95. Otrzymywanie N'-(2-chlorotioksant-9-yleno)-4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (14a)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,2813 g (1 mmol) 4-(4-nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,2517 g (1 mmol)
2-chlorotioksantonu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze mikrofalowym, po
czym pozostawiono na noc W lodoéwce laboratoryjnej w temperaturze -20 °C. Wytracit si¢
pomaranczowy osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym ci$nieniem, a nastgpnie
krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,442 g czystego N'-(2-chlorotioksant-9-yleno)-4-(4-
nitrofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 87%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.56 (m, 4H, CH,), 3.91 (m, 4H, CH,), 6.96 (m,
2H, Ar-H), 7.60 (m, 2H, Ar-H), 7.83 (m, 2H, Ar-H), 7.92 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 8.08 (m, 2H,
Ar-H), 8.37 (d, 1H, J = 2.0 Hz), 8.46 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 9.14 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 45.6; 46.6; 112.5; 126.2; 127.2; 127.6; 128.5;
129.3; 129.6; 130.0; 132.1; 133.3; 133.8; 135.9; 136.8; 137.2; 138.1; 154.2; 178.3; 182.7.
Temperatura topnienia: 177 - 178 C

LR-MS (ESI): 510.3 [M+H]*

LogP: 5.60
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5.4.96. Otrzymywanie kwasu ({[2-(2-chlorotioksant-9-yleno)hydrazynylo]tiokarbonylo}-

amino) octowgo

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,0746 g (0.5 mmol) kwasu {[(hydrazynylo)karbotionylo]Jamino} octowego oraz 0,1259 g
(0.5 mmol) 2-chlorotioksantonu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit sie¢ brgzowy osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,1704 g czystego kwasu
({[2-(2-chlorotioksant-9-yleno)hydrazynylo]tiokarbonylo}amino) octowyego z wydajnoscia
87%.

'H-NMR (500 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.71 (d, 2H, J = 2.0 Hz), 5.27 (s, 1H, NH), 7.62 (m,
1H, Ar-H), 7.78-7.89 (m, 3H, Ar-H), 7.93 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 8.01 (s, 1H, OH), 8.38 (d, 1H,
J=2.4 Hz), 8.46 (dd, 1H, J; = 8.1 Hz, J, = 1.5 Hz), 12.71 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 44.8; 127.1; 127.6; 128.3; 128.5; 129.3; 129.6;
130.0; 132.1; 133.3; 133.8; 135.9; 136.8; 166.6; 178.3.

Temperatura topnienia: 151 - 152C

LR-MS (ESI): 380.2 [M+H]"

LogP: 3.86
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5.4.97. Otrzymywanie N'-(2-chlorotioksant-9-yleno)-4-morfolino-1-tiokarbohydrazydu (14b)

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,0806g (0.5mmol) (4-morfolino)tiokarbohydrazydu oraz  0,1259g (0.5 mmol)
2-chlorotioksantonu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze mikrofalowym, po
czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢
brunatno-czerwony osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym cisnieniem,
a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,1485¢g czystego
N'-(2-chlorotioksant-9-yleno)-4-morfolino-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 76%.

'H-NMR (500 MHz, de-DMSO, ppm): & 3.57 (t, 4H, J = 5.6 Hz), 3.68 (t, 4H, J = 5.6 Hz),
7.62 (m, 1H, Ar-H), 7.79-7.89 (m, 3H, Ar-H), 7.94 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 8.39 (d, 1H, J = 2.4
Hz), 8.47 (dd, 1H, J;= 8.2 Hz, J, = 1.4 Hz), 9.13 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 43.4; 63.8; 127.2; 127.6; 128.3; 128.5; 129.3;
129.6; 130.0; 132.1; 133.3; 133.8; 135.9; 136.8; 178.3; 187.6.

Temperatura topnienia: 146 - 147C

LogP: 3.40
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5.4.98. Otrzymywanie N'-(2-chlorotioksant-9-yleno)-4-fenylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1182 g (0.5 mmol) (4-fenylo-1-piperazyno)tiokarbohydrazydu oraz 0,1259 g (0.5 mmol)
2-chlorotioksantonu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze mikrofalowym, po
czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze -20°C. Wytracit si¢
brunatno-czerwony krystaliczny osad produktu, ktéry przesgczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,1908 g czystego

N'-(2-chlorotioksant-9-yleno)-4-fenylopiperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajnoscia 82%.

'H-NMR (500 MHz, dg-DMSO, ppm): & 3.15 (m, 4H, CH,), 3.87 (m, 4H, CH,), 6.80 (t, 1H,
J=7.3Hz), 6.94 (m, 2H, Ar-H), 7.22 (m, 2H, Ar-H), 7.62 (m, 1H, Ar-H), 7.78-7.90 (m, 3H,
Ar-H), 7.94 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 8.39 (d, 1H, J = 2.4 Hz), 8.47 (dd, 1H, J; = 8.2 Hz, J, = 1.4
Hz), 9.18 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 47.5; 48.3; 116.0; 119.6; 127.1; 127.5; 128.3;
128.5; 129.3; 129.4; 129.6; 130.0; 132.1; 133.3; 133.8; 135.9; 136.8; 151.1; 178.3; 182.9.
Temperatura topnienia: 141 - 142C

LR-MS (ESI): 465.4 [M+H]"

LogP: 5.15
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5.4.99. Otrzymywanie N'-(2-chlorotioksant-9-yleno)-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1272g (0.5 mmol) 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1259 g
(0.5 mmol) 2-chlorotioksantonu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wytracit si¢ brunatno-czerwony osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,1646Qg czystego
N'-(2-chlorotioksant-9-yleno)-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnosciag 68%.

'H-NMR (500 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.08 (t, 4H, J = 5.2 Hz), 3.86 (t, 4H, J = 5.2 Hz),
6.97 (m, 2H, Ar-H), 7.06 (m, 2H, Ar-H), 7.62 (m, 1H, Ar-H), 7.78-7.89 (m, 3H, Ar-H), 7.93
(d, 1H, J = 8.6 Hz), 8.38 (d, 1H, J = 2.4 Hz), 8.46 (dd, 1H, J; = 8.1 Hz, J, = 1.5 Hz), 9.19 (s,
1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 47.5; 49.1; 115.7; 115.9; 117.8; 117.9; 127.1;
127.5; 128.3; 128.5; 129.3; 129.6; 130.0; 132.1; 133.3; 133.8; 135.9; 136.8; 178.3; 183.0.
Temperatura topnienia: 142 - 143C

LogP: 5.23
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5.4.100. Otrzymywanie  N'-(2-chlorotioksant-9-yleno)-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu (14c)

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji
0,1332 g (0.5 mmol) 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,1259 g
(0.5 mmol) 2-chlorotioksantonu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej w temperaturze
-20°C. Wytracit si¢ brunatno-czerwony osad produktu, ktory przesaczono pod zmniejszonym
ci$nieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,20119g czystego
N'-(2-chlorotioksant-9-yleno)-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu

z wydajnosciag 81%.

'H-NMR (500 MHz, d-DMSO, ppm): & 3.00 (t, 4H, J = 5.1 Hz), 3.68 (s, 3H, CH3), 3.85 (t,
4H, J = 5.1 Hz), 6.82 (m, 2H, Ar-H), 6.91 (m, 2H, Ar-H), 7.62 (m, 1H, Ar-H), 7.77-7.88 (m,
3H, Ar-H), 7.93 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 8.38 (d, 1H, J = 2.4 Hz), 8.47 (dd, 1H, J; = 8.2 Hz, J, =
1.5 Hz), 9.17 (s, 1H, NH).

BC-NMR (126 MHz, dg-DMSO, ppm): 8 47.7; 49.9; 55.7; 114.7; 118.2; 127.2; 127.6; 128.4;
128.5; 129.3; 129.6; 130.0; 132.1; 133.3; 133.8; 135.9; 136.8; 145.4; 153.7; 178.3; 183.0.
Temperatura topnienia: 148 - 149TC

LogP: 4.95
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5.4.101. Otrzymywanie N'-(3-pentylideno)-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-
tiokarbohydrazydu

Zwiazek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujgc do reakcji
0,1332¢g (0.5 mmol) 4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,05 cm?®
(0,0431 g, 0.5mmol) 3-pentanon. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit si¢ jasnorézowy krystaliczny osad produktu, ktory przesaczono pod
zmniejszonym cisnieniem, a nastgpnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,036 g czystego

N'-(3-pentylideno)-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajno$cig 22%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 1.01 (m, 3H, CHs), 2.23 (m, 3H, CH3), 2.32 (m,
3H, CH3), 3.11 (m, 4H, CH,), 3.41 (s, 4H, CHy), 3.69 (s, 4H, CH,), 6.84 (d, 2H, J = 8.9 Hz),
6.94 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 10.66 (s, 1H, NH).

BBC-NMR (126 MHz, ds-DMSO, ppm): & 10.4; 23.4; 28.8; 31.1; 49.7; 55.6; 114.7; 118.6;
145.6; 158.8; 165.7.

Temperatura topnienia: 187 - 188C

LogP: 1.70
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5.4.102. Otrzymywanie N'-(1,3-dihydroksypropan-2-yleno)-4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-

- My

Zwigzek otrzymano zgodnie z procedurg opisang W punkcie 5.4, wykorzystujac do reakcji

tiokarbohydrazydu

0,2543g (1 mmol) 4-(4-fluorofenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu oraz 0,0929 g
(1 mmol) dihydroksyacetonu. Mieszaning ogrzewano przez 20 minut W reaktorze
mikrofalowym, po czym pozostawiono na noc w lodéwce laboratoryjnej W temperaturze
-20°C. Wiytracit sie ciemnopomaranczowy osad produktu, ktory przesagczono pod
zmniejszonym cis$nieniem, a nastepnie krystalizowano z metanolu uzyskujac 0,061 g czystego

N'-(3-pentylideno)-4-(4-metoksyfenylo)piperazyno-1-tiokarbohydrazydu z wydajno$cig 25%.

'H-NMR (400 MHz, ds-DMSO, ppm): & 3.09 (m, 4H, CH,), 3.17 (d, 2H, J = 3.6 Hz), 3.86
(m, 4H, CHy), 4.09 (m, 2H, CHy), 6.97 (m, 2H, Ar-H), 7.06 (m, 2H, Ar-H), 9.19 (s, 1H, NH).
BC-NMR (126 MHz, d-DMSO, ppm): & 47.4; 49.1; 115.7; 115.9; 117.9; 148.0; 155.7;
157.6; 182.9.

Temperatura topnienia: 130 - 131C

LogP: -0.05
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