10. STRESZCZENIE

Amidrazony stanowig przydatne substraty do syntezy wielu ukladow
heterocyklicznych piecioczionowych, szescioczionowych, siedmiocztonowych,
skondensowanych oraz pochodnych o budowie liniowej i kompleksow. Otrzymane w ten
sposob produkty wykazywaty réznorodng aktywnos¢ biologiczna, co uzasadnia kontynuacje
badan w kierunku syntezy innych pochodnych.

Celem pracy bylo przebadanie przebiegu reakcji N’-podstawionych amidrazonéw
z bezwodnikiem itakonowym, ustalenie warunkéw otrzymywania produktow o budowie
liniowej i cyklicznej w/w reakcji, wybor amidrazonu do syntezy ligandéw z innymi
bezwodnikami cyklicznymi, przeprowadzenie otrzymanych ligandow w kompleksy miedzi(1I)
oraz okreslenie aktywnosci biologicznej otrzymanych produktow.

W pierwszym etapie zbadano przebieg reakcji N°-podstawionych amidrazonéw 1-8
z bezwodnikiem itakonowym w $rodowisku bezwodnego eteru dietylowego. W zaleznosci
od podstawnikow obecnych w amidrazonach otrzymano pochodne kwasu 2-metylideno-4-
oksobutanowego 9-14 lub 1,2.4-triazolu 15-16 przedstawione na schemacie 37.
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Schemat 37.
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Nastepnie podjeto probe cyklizacji zwiazkéw 9-14 w réznych warunkach. W wyniku
ogrzewania zwiazkow 10-14 w temperaturze wrzenia wody otrzymano z dobrg wydajnoscia
pochodne kwasu 2-(1,2,4-triazol-3-ylo)metyloprop-2-enowego 18-22. Podczas ogrzewania
zwigzku 9 w wodnym roztworze hugu sodowego powstatl zwigzek 17. Inny przebieg miata
cyklizacja zwiazkéw 10-11 w S$rodowisku zasadowym - otrzymano pochodne kwasu
(E)-3-(1,2,4-triazol-3-ylo)metyloprop-2-enowego 23-24, bedace izomerami zwigzkow 18-19
(schemat 38).
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Schemat 38.

Kolejnym etapem pracy byla synteza ligandéw 10, 25-30, ktore otrzymano w reakcji
amidrazonu 2 z bezwodnikami cyklicznymi a-g. Reakcje prowadzono w $rodowisku
eterowym, jedynie do syntezy pochodnej kwasu 2-propenowego 30 jako rozpuszczalnik
zastosowano mniej polarny toluen (schemat 39). Amidrazon 2 wybrano ze wzgledu
na tatwos¢ tworzenia przez jego pochodne kompleksow z miedzig(Il) w formie krysztalow
oraz opisang w piSmiennictwie aktywnos$¢ przeciwbakteryjng i przeciwnowotworowa
pochodnych pirydyno-2-karbohydrazonamidu.

Struktury otrzymanych zwigzkow 9-30 potwierdzono za pomocg analizy

spektroskopowej ('"H NMR, IR) oraz krystalograficznej 11 monokrysztaléw, dodatkowo
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dla pochodnych 1,2.4-triazolu 15-24 wykonano badania 3C NMR oraz MS. Na podstawie
analizy widm '"H NMR stwierdzono, ze zwiazki 9-14 o strukturze liniowej i ligandy 25-30
wystepuja w roztworze DMSO w dwoch formach pozostajacych w rownowadze dynamiczne;j,
prawdopodobnie s to izomery Z/E.
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Schemat 39,

W wyniku reakcji ligandéw 10, 25-30 z octanem miedzi(Il) lub chlorkiem miedzi(II)
otrzymano kompleksy 31-36 przedstawione na rys. 52. Poniewaz w przypadku kompleksow
miedzi(IT) 31-36 analiza NMR nie byta mozliwa ze wzgledu na paramagnetyczne wlasciwosci
jonéw miedzi, tozsamos$¢ tych zwiazkéw ustalono za pomoca analizy rentgenograficznej

monokrysztatow oraz w oparciu o0 widma w podczerwieni.
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Rysunek 52.
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Badania strukturalne wykazaty, ze otrzymano trzy rodzaje produktow: kompleks 31
o budowie polimerycznej oraz zwiazki 32-35 o budowie dimerycznej oraz pochodng 36
wykazujaca inny uktad koordynacyjny wokot kationu miedzi od pozostatych kompleksow.

Zaobserwowano wplyw s$rodowiska kompleksowania liganda 30 na strukturg
otrzymanego produktu: w reakcji z obojetnym roztworem chlorku miedzi(Il) otrzymano
kompleks 36 o strukturze bipiramidy trygonalnej, natomiast zasadowy roztwor octanu
miedzi(Il) sprzyjal powstawaniu zwiazku 35 o strukturze plaskiej kwadratowej.

Przeprowadzona analiza struktury krysztalow wykazata, ze ligandy 10, 25-29
wystepuja w ciele stalym w postaci izomeru Z, natomiast w kompleksach 31-36 obecny
jest wylacznie izomer E.

Wyznaczono chromatograficzne parametry lipofilowosci zwiazkéw 9-30 za pomoca
techniki TLC. Opracowano metode identyfikacji zwiazkow 9-14 i 25-30 na chromatogramie
poprzez reakcje¢ z jonami miedzi(Il). Zwiazki 15-24 nie ulegaly w tych warunkach reakcji
kompleksowania. Najwyzsze wartosci wspotczynnika lipofilowosci Ry posiadaly zwigzki
14, 25 i 27, natomiast wsrod pochodnych triazolu zwiazki 15, 16, 21 i 22.

Wstepna ocene wilasciwoscei biologicznych otrzymanych zwiazkéw przeprowadzono
w oparciu o zgodnos¢ z regutg Lipinskiego oraz warto$ci powierzchni polarnej czasteczki
(TPSA). Zwiazki 10-30 spelnialy warunki ,reguly pigciu” oraz charakteryzowaly sig
umiarkowanymi wartosciami TPSA, co moze $wiadczy¢ o ich korzystnych parametrach
farmakokinetycznych (biodostgpno$¢, wchianianie, przenikanie przez blony komérkowe).
Kompleksy 32-36 nie spelnialy reguly Lipinskiego oraz posiadaly zbyt duza powierzchnie
polarng czasteczki, co moze znaczaco obnizy¢ ich wchianianie i przenikanie przez blony
biologiczne. Kompleks 31 zostat wykluczony z badan biologicznych ze wzgledu na staba
rozpuszczalno$¢ w DMSO i innych rozpuszczalnikach.

Potencjalng aktywno$¢ biologiczng otrzymanych zwiazkéw przewidziano
za pomocg programu PASS Online. Wedhug przeprowadzonych obliczen wigkszos¢ zwiazkoéw
9-30 moze wykazywac aktywno$¢ przeciwwirusowa, a takze wplywaé stymulujaco na funkcje
nerek i proces erytropoezy. Najszersze spektrum mozliwych efektow farmakologicznych
uzyskano dla pochodnych 1,2,4-triazolu 15-22.

Wyniki wstepnych badan przeprowadzonych w warunkach in vifro nad aktywnoscig
biologiczng otrzymanych zwiazkow pozwalajg stwierdzié, ze:

- pochodne 9-36 wykazaly stabsza od tetracykliny (MIC = 1-16 pg/ml) aktywnosé
bakteriostatyczng. Najaktywniejsze zwiazki hamowaly w stezeniu 50 pg/ml wazrost
gronkowca zlocistego Staphylococcus aureus (30, 35, 36), paleczki ropy blekitnej

Pseudomonas aeruginosa (36), paciorkowca kalowego Enterococcus faecalis (22)
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lub pratkow Mycobacterium smegmatis (30, 34 i 35);

- zwigzki 9-30 byly nietoksyczne wobec ludzkich jednojadrzastych komérek krwi
(PBMC) w stezeniach do 50 pg/ml, jedynie zwiazki 11 i 19 posiadajace podstawniki
2-pirydylowy i fenylowy powodowaly w tym st¢zeniu nekroz¢ komorek;

- najsilniejszy efekt antyproliferacyjny wobec ludzkich PBMC wykazywaly
w stezeniu 50 pg/ml zwiazki 13 1 29 oraz pochodne triazolu 15, 23, 24. Trzy ostatnie zwigzki
wykazywaly w stezeniu 100 pg/ml zblizone dziatanie do ibuprofenu zastosowanego w tej
samej dawce;

- bardzo silne, poréwnywalne do ibuprofenu zahamowanie syntezy TNF-o rzedu 98%
zaobserwowano dla pochodnych triazolu 15, 23 1 24 w stezeniu 10 pg/ml, nieznacznie stabsze
dzialanie wykazywat ligand 27,

- najsilniejsze zahamowanie syntezy 1L.-6 (rzedu 35%) wywotywala pochodna triazolu
22 posiadajaca podstawnik fenylowy i 4-nitrofenylowy:

- zwiazki 15, 23 i 24 wykazywaly silniejszg aktywno$¢ przeciwzapalng od pozostatych
pochodnych triazolu 16-22, daje to podstawg¢ do przeprowadzenia dalszych badan
nad okre$leniem mechanizmu ich dziatania;

- ligandy 10, 25-30 wykazywaly stabg aktywno$¢ cytotoksyczna wobec linii komorek
nowotworowych HL-60 i byly nieaktywne wobec komoérek MCF-7 i HT-29, najsilniejsza
aktywno$¢ wykazywal zwiazek 30. Dla komplekséw 33 i 34 zaobserwowano wzrost
aktywnosci cytotoksycznej w stosunku do macierzystych ligandéw, natomiast dla zwiazku 35
zmniejszenie lub zanik pierwotnej aktywnosci;

- kompleks 32 w stezeniu 10 pg/ml wykazywat istotng aktywnos¢ cytotoksyczng
wobec komérek raka okreznicy CX-1 oraz raka naskorka A-431, natomiast w stezeniu
100 pg/ml hamowat porownywalnie do cisplatyny proliferacje komoérek linii nowotworowych
L-1210, SW 948, CX-1 1 A-431. Zwiazek 32 jest okolo pigédziesigciokrotnie mniej toksyczny
od cisplatyny, co stwarza nadzieje, ze moglby si¢ on staé potencjalnym lekiem
przeciwnowotworowym.

Zwiazek 21 wykazal niska toksycznos¢ oraz staby wplyw depresyjny na osrodkowy
uklad nerwowy myszy. Ponadto w dawce 100mgkg i.p. wykazywal aktywnosé
przeciwdrgawkowa, natomiast wdawce 12,5-100 mg/kg i.p. istotnie wydtuzal czas snu

tiopentalowego.
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