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Santrauka

Siuo metu vienas didZiausiy i$§akiy medicinos chemikams yra naujy antimikrobiniy medZiagy
karimas, siekiant kontroliuoti didéjantj vaistams atspariy mikroby padermiy skaiciy. Remiantis
literatliros apzvalgomis, hidrazono dariniai yra perspektyvios molekulés, galin¢ios veikti kaip
pries§vézinis, antimikrobinis agentas. Be to, farmakologinis hidrazony aktyvumas yra susij¢s su
antioksidantiniu, analgetiniu, prieSuzdegiminiu, antivirusiniu, priestraukuliniu ir antimalariniu
poveikiu. Hidrazonai dazniausiai yra kristaliniai, lengvai prieinami organiniai junginiai. Jie gali buiti
sintetinami organiniuose tirpikliuose, esant riig§¢iy priedams arba be jy. Remiantis literatiiroje rastais
duomenimis, hidrazony bioaktyvumas didéja, struktiroje atsirandant tokiy funkciniy grupiy, kaip
hidroksi, metoksi, nitro, amino ir kt.

Siame darbe atliktos hidrazony kondensacijos reakcijos su aromatiniais aldehidais ir ketonais.
Tyrimy metu i§ 3-[(4-metilfenil)amino]propanhidrazido (3-(p-tolilamino)propanhidrazido) buvo
gauti N ‘“-pakeistieji hidrazono dariniai. Tada i§ Sio pradinio junginio buvo sintetintas 2-{3-[(4-
metilfenil)amino]propanoil }-N-fenilhidrazinkarbotioamidas, reakcijoje naudojant fenilizotiocianata,
kaip reagentg. Sis junginys buvo sintetintas, norint atlikti riigitine ciklizacija su konc. H,SO4 ir gauti
tiadiazolg — 5-{2-[(4-metilfenil)amino]etil}-N-fenil-1,3,4-tiadiazol-2-aming. Literatiroje buvo rasta
keleta skirtingy reakcijy salygy, kaip vykdyti tiadiazolo N-alkilinimo reakcijas, todél Sio darbo metu
jos buvo isbandytos.

Biologiniy tyrimy metu buvo istirtas naujai gauty junginiy antioksidacinis ir antibakterinis aktyvumas
pries keletg bakterijy padermiy. Nustatyta, kad didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo N'-
[1-(furan-2-il)etiliden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas, N*-[1-(tiofen-2-il)etilden]-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas ir N *(1-[3-aminofenil)etilden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas.
Didziausig antibakterinj aktyvumg prie§ gramneigiamas bakterijas E. coli parodé N ‘-furan-2-
ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas, X.  campestris —  N*(1-fenilpropilden)-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas, R. radiobacter — N ‘~(4-nitrofeniliden)-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas, o pries gramteigiamg B. subtilis — N *-[1-(furan-2-il)etiliden]-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas.
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Summary

Nowadays, one of the biggest challenges for medicinal chemists is the discovery of new antimicrobial
agents. Because people have to control the increasing number of drug-resistant microbial strains.
Various hydrazone derivatives can act as potential anticancer, antimicrobial agents. In addition, the
pharmacological effects are related to antioxidant, analgesic, anti-inflammatory, antiviral,
anticonvulsant and antimalarial effects. They can be synthesized in organic solvents with or without
acid additives. Hydrazones are mostly crystalline, readily available organic compounds. According
to the data found in the literature, the bioactivity of hydrazones increases with the appearance of
functional groups such as hydroxy, methoxy, nitro, amino, etc. in the structure.

Condensation reactions of hydrazones with aromatic aldehydes and ketones were performed in this
work. During the research, N'-substituted hydrazone derivatives were obtained from 3-[(4-
mehylphenyl)amino]propanehydrazide (3-(p-tolylamino)propanehydrazide). 2-{3-[(4-
methylphenyl)amino]propanoyl}-N-phenylhydrazinecarbothioamide was then synthesized from this
main compound in a reaction using phenylisothiocyanate as a reagent. This compound was
synthesized to undergo acidic cyclization with conc. H.SO4 and give the thiadiazole — 5-{2-[(4-
methylphenyl)amino]ethyl}-N-phenyl-1,3,4-thiadiazol-2-amine. ~ Several  different  reaction
conditions for N-alkylation of thiadiazole have been found in the literature, so they were tested in this
work.

The antioxidant and antibacterial activities of the newly obtained compounds against several bacterial
strains were tested in biological assays. It was found that N’-[1-(furan-2-yl)ethyldene]-3-(p-
tolylamino)propanehydrazide, N -(1-(thiophen-2-yl)ethyldene)-3-(p-tolylamino)propanehydrazide
and N -[1-(3-aminophenyl)ethyldene]-3-(p-tolylamino)propanehydrazide had the highest antioxidant
activity. N ’-(furan-2-ylmethylene)-3-(p-tolylamino)propanehydrazide  showed the highest
antibacterial activity against gram-negative bacteria E. coli, N’-(1-phenylpropyldene)-3-(p-
tolylamino)propanehydrazide — X. campestris, N *-(4-nitrophenylidene)-3-(p-
tolylamino)propanehydrazide for R. radiobacter, and N’-[1-(furan-2-yl)ethyldene]-3-(p-
tolylamino)propanehydrazide against Gram-positive B. subtilis.
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Santrumpy sgrasas
ABTS — 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonriagsties) diamonio druska;
BMR — branduoliy magnetinis rezonanasas;
CS2 — anglies disulfidas;
d — dubletas;
DMF — N,N-dimetilformamidas;
DMSO - dimetilsulfoksidas;
DMSO-ds — deuteriuotas dimetilsulfoksidas;
DNR — deoksiribonukleornigstis.
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas;
FDA — JAV maisto ir vaisty administracija;
FRAP — gelezies jonus mazinanti antioksidaciné galia;
Hz — hercai;
IR — infraraudonieji spinduliai;
J — protony tarpsukininés sgveikos konstanta;
kv — kvadrupletas;
LB — Lizogeninis sultinys (terpe);
m — multipletas;
m.d. — milijoninés dalys;
MCR — daugiakomponentinés reakcijos;
MSA — metansulfono riigstis;
N, O, S, C, H — azoto, deguonies, sieros ir anglies ir vandenilio atomai;
PLC — plonasluoksné chromatograma;
s — singletas;
SAR — struktiiros ir aktyvumo rysys;
t — tripletas;
THF — tetrahidrofuranas;

TPTZ — 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazinas;



UV — ultravioletiniai spinduliai;

ZIV-1 — zmogaus imunodeficito virusas, naikinantis zmogaus imuniteto lasteles (1 tipas)



Ivadas

Nuolat augantis atsparumas antimikrobinéms medziagoms tapo pagrindine prieZastimi ieSkoti naujy
sintezes biidy bei gauti vis daugiau bioaktyviy junginiy. Didelis jvairiy medziagy naudojimas zemés
tikio srityse dar labiau paspartino atspariy patogeny dauginimasi bei naujy molekuliy kiirima [1]. Dél
anksciau pateiktos literatiiros, kuriant naujas molekules, mokslininky démesys dazniausiai krypsta i
ciklines sistemas su heteroatomais. Atomai, kurie néra nei anglis, nei vandenilis, organinéje chemijoje
paprastai vadinami heteroatomais. Labiausiai paplit¢ heterociklai yra tie, kurie turi penkiy ar SeSiy
nariy ziedus ir kuriuose yra azoto (N), deguonies (O) arba sieros (S) heteroatomy. Heterociklinés
sistemos dariniai yra laikomi svarbia biojunginiy, farmaciniy vaisty, antibiotiky sudétine dalimi.

Kuriant naujus vaistus, hibridiniy molekuliy kiirimas, derinant skirtingus farmakoforus viename, gali
suteikti naujy, jvairy farmakologinj aktyvuma turinciy, junginiy gavimg. Yra jrodyta, kad penkiy
nariy heterociklai yra jdomi junginiy klasé, pasizyminti placiu biologiniu aktyvumu. Taip pat
nustatyta, kad junginiai, turintys pirazolo fragmentg, turi prieSnavikinj, prieSuzdegiminj ir
antibakterinj poveikj. Teigiama, kad daugelis heterocikly yra antioksidantai [2]. Hidrazony dariniai,
kurie atlieka svarby vaidmenj organinéje ir medicinos chemijoje, per daugelj mety sudomino daugelj
mokslininky dél savo daug zadancios biologinés veiklos, jskaitant antimikrobinj, prie§vézinj poveik],
antituberkuliozinj, antivirusinj ir prieStraukulinj. Kai kurie hidrazono komponentai buvo naudojami
kaip vaistai, pavyzdziui, nitrofurazonas, furazolidonas ir kt. [3]. Taip pat yra Zinoma, kad
semikarbazidai yra jdomi junginiy grupé, kuri yra vertingas penkiy nariy heterocikly sintezés
pirmtakas. Mokslinéje literatiiroje apraSoma, kad daugelis semikarbazidy pasizymi puikiu biologiniu
aktyvumu [2].

Antioksidantai yra svarbis keliuose biologiniuose procesuose, tokiuose kaip imunitetas, apsauga nuo
audiniy pazeidimo, dauginimasis, augimas ar vystymasis. Yra zinoma, kad daugelis Zmoniy ligy,
pavyzdziui, vézZys, aterosklerozé ir artritas, koreliuoja su oksidacine zala, kurig sukelia reaktyvis
laisvieji radikalai. Literatiiroje teigiama, kad antioksidantai gali biiti naudingi Parkinsono ir
Alzheimerio ligy profilaktikai ir gydymui [2]. Todél naujo aktyvaus antioksidanto paieska sulaukia
didelio démesio ir yra nuolatos tobulinami tyrimai medicinos chemijos srityje.

Darbo tikslas — susintetinti hidrazony struktiiros junginius, atlikti cheminius Kkitimus 3-(p-
tolilamino)propanhidrazido struktiiroje ir istirti naujai susintetinty junginiy biologinj aktyvuma.
Siam tikslui pasiekti i3sikelti uzdaviniai:

1. jvykdyti 3-(p-tolilamino)propanhidrazido kondensacijos reakcijas su aldehidais;

2. jvykdyti 3-(p-tolilamino)propanhidrazido kondensacijos reakcijas su ketonais;

3. istirti naujai susintetinty junginiy biologinj aktyvumag ir palyginti tarpusavyje;

4. iSbandyti literatiiroje rastas salygas N-prijungimui prie 5-{2-[(4-metilfenil)amino]etil}-N-

fenil-1,3,4-tiadiazol-2-amino.



1. Literatiiros apZvalga
1.1 Heterocikliniai junginiai ir jy paplitimas

Heterociklinis junginys, dar vadinamas heterociklu, yra bet kuri i§ pagrindiniy organiniy junginiy
klasés, kuriai budinga, kad kai kurie arba visi jy molekulése esantys atomai yra sujungti i ciklus,
kuriuose yra bent vienas kito elemento nei anglis atomas. Savo bendra struktiira heterocikliniai
junginiai primena ciklinius organinius junginius, kuriy zieduose yra tik anglies atomai, pavyzdziui,
ciklopropanas (su trijy anglies atomy ziedu) arba benzenas (su Sesiy anglies atomy ziedu), taciau yra
heteroatomai, kurie suteikia heterocikliniams junginiams fizines ir chemines savybes, kurios daznai
visiskai skiriasi nuo jy anglies ziedo analogy [4].
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Pirolas Piridinas Tiazolas Oksazolas

1.1 pav. Heterocikliniy junginiy (pirolo, piridino, tiazolo ir oksazolo) cheminés struktiiros

Dazniausiai pasitaikantys heterociklai yra tie, kurie turi penkiy ar $e$iy nariy ziedus ir turi azoto (N),
deguonies (O) arba sieros (S) heteroatomus. Daugelio biologiniy medziagy molekules sudaro piridino
ir pirolo Ziedai, tiazolas, oksazolas ir kt. (1.1 pav.). Piridinas ir pirolas buvo aptikti 1850-aisiais
metais riecbiame misinyje, susidariusiame stipriai kaitinant kaulus [4].

Heterocikliniai junginiai apima daugybe gyvybei bitiny biocheminiy medziagy. Pavyzdziui,
nukleino rugstys — cheminés medZiagos, turinfios geneting informacija, kontroliuojancia
paveldéjima, susideda i§ ilgy heterocikliniy vienety grandiniy. Daugelis natiiraliai susidaranciy
pigmenty, vitaminy ir antibiotiky yra heterocikliniai junginiai. Siuolaikiné visuomené¢ yra
priklausoma nuo sintetiniy heterocikly, naudojamy kaip vaistai, pesticidai, dazikliai ir plastikai [4].

2 N N N— S

Iy, 3 J ] g

N > \) N= =N NT
4 1,2,3-tiadiazolas 1,2,4-tiadiazolas 1,2,5-tiadiazolas 1,3.,4-tiadiazolas

1.2 pav. Tiadiazoly struktiiros ir nomenklatiira

Tiazolai ir oksazolai taip pat turi didele biologing reik§me, todél jvairtis $iy struktiiry dariniai
mokslininkams kelia didel; susidoméjimg. Tiazoly ziedy sistema yra tiamine (tiaminas, vitaminas
B1), penicilino grupés antibiotikuose, taip pat daugelyje sintetiniy dazy ir pramoniniy cheminiy
medziagy. Sintetiniai vaistai, priklausantys tiazoly Seimai, yra antimikrobinés medziagos
sulfatiazolas ir acinitrazolas, antidepresantas pramipeksolis ir vaistas nuo astmos cinalukastas [4].
Tiadiazolai ir oksadiazolai taip pat labai reikSmingi junginiai, kurie pasizymi stipriu biologiniu
aktyvumu, todé¢l labai svarbu zinoti jy nomenklatiirg. Kadangi cikle heteroatomai gali iSsidéstyti
keliose pozicijose, tai rasant junginiy pavadinimus, numeracija prasideda nuo sieros atomo ir toliau
tesiasi prie§ laikrodzio rodykle (1.2 pav.). Tokiu bidu gaunami teisingi tiadiazolo dariniy
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pavadinimai. Toks pats principas galioja ir oksadiazolams, tik vietoje sieros atomo, heterociklinése
sistemose atsiranda deguonis.

1.1.1 Heterocikliniy junginiy cheminés savybés

Aromatinio junginio reaktyvumui jtakos turi papildomas jame esancios konjuguotos sistemos
stabilumas, kuris savo ruoztu lemia junginio polinkj reaguoti, pakeiciant vandenilj. Heteroatomas gali
veikti kaip nukleofilas — atomas arba molekulé, kuri ieSko teigiamai jkrauto centro, pavyzdziui, i$
dalies neapsaugoto atomo branduolio. Heteroatomas atakuoja teigiamai jkrauta anglies atoma,
susidarant] dél elektrony pasitraukimo. Heterociklinés ziedo formavimo reakcijos, kuriy metu
heteroatomas veikia kaip elektrofilas — elektrony ieSkantis atomas arba molekulé — yra retos, nes
azoto, deguonies ir sieros atomai patys yra daug elektrony turintys centrai, kurie paprastai veikia kaip
nukleofilai [4].

Viena i$ tokio didelio deguonies, sieros ir ypa¢ azoto turin¢iy ziedy paplitimo vaisty molekulése
priezastis — tikslas atkartoti natiiraliai gamtoje randamus junginius, jterpiant naujus fragmentus,
funkcines grupes. Tai leidzia iSgauti jvairesnes farmakologines savybes, jy stipruma, patogesnj
vartojimo budg ir kt. Kadangi heterociklai yra pagrindiniai daugelio nattiraliy produkty elementai,
medicininés chemijos pastangos daznai vystosi siekiant imituoti tokius struktiirinius motyvus. Taciau
kai kurios vaisto savybés, kurias galima modifikuoti strategiskai jtraukiant heterocikling dalj j
molekule, yra: stiprumas ir selektyvumas naudojant bioizosterinius pakaitalus, lipofiliskumas,
poliskumas ir tirpumas vandenyje. Heterocikly naudojimo farmakologiné nauda siekiant didesnés
galios ir specifiSkumo daugeliu atvejy gali buti paaiskinta jy gebéjimu dalyvauti vandeniliniuose
rySiuose su tiksliniu baltymu, kur heterociklas gali atlikti H-akceptoriaus, kaip heteroaromatiniuose
junginiuose, arba H-donoro vaidmenj, kaip ir so¢iuosiuose N-heterocikluose. Pavyzdziui, heterocikly
gebéjimas pasiekti gera chelaty sudaryma su metalo jonais buvo panaudotas kuriant ZIV-1 integrazés
inhibitorius [5].

Reakcijos gali bati vykdomos su elektrofilais, tokiais kaip halogenidai (alkilhalogenidai,
heterocikliniai halogenidai), formaldehidu ir kt. Retai literatiiroje raSoma apie nepakeisto tiadiazolo
elektrofiling ataka, tac¢iau kai pakaitas jvedamas j zieda, ataka gali vykti. Nukleofiliné ataka Ziedo
anglies atomui lengvai jvyksta dél to, kad Ziede truksta elektrony. Be to, Ziedo anglies atomus
paliekantys pakaitai yra labai suaktyvinti, kad galéty bty pakeisti [6].

1.2 Hidrazidai ir hidrazonai

Hidrazidai apima daugybe organiniy hidraziny dariniy, turinéiy aktyvig ir svarbig veikimo
mechanizmui funkcing grupe — -C(=O)NHNH,. ISanalizavus literatiira, stipriu antibakteriniu,
antioksidaciniu ir prie§véziniu poveikiu daznai pasizymi hidrazido jvairGs dariniai. Jie yra labai
svarbils tarpiniai produktai heterocikliniy junginiy sintezeje, taip pat turi skirtingg ir jvairy biologinj
aktyvuma. Sie dariniai pladiai naudojami kaip vaistai, polimery, klijy gamyboje ir kitose pramonés
srityse, todél démesys bei jy jvairiy dariniy sintez€¢ yra ypac aktuali net ir Siomis dienomis, kai
farmaciniy junginiy jvairové yra labai plati [7].
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1.1 schema. Hidrazido sintez¢, naudojant karboksirtigstj ir pridedant hidrazinhidrata

Pati paprasCiausia hidrazido sintezé yra naudojant karboksirtig§tj kartu su metanoliu rugstingje
aplinkoje, taip gaunant esterj. | kurj pridéjus hidrazinhidrato etanolyje yra gaunamas hidrazidas be
ypatingy salygy (1.1 schema). Norint gauti hidrazidg pakanka esterio konversija vykdyti kambario
temperatiroje. Hidrazidai ir jy dariniai gali bati paver¢iami jvairiais heterocikliniais junginiais
ciklizuojant arba pridedant ciklg su daugybe reagenty [7].

Rl I|{3 Rl Rl
|
N\ - R3 -~ N\ )\ NH2
Ry If R IT © R; N
R, R, |
Hidrazinas Hidrazidas Hidrazonas

1.3 pav. Hidrazino, hidrazido ir hidrazono struktiiriniai skirtumai

Hidrazonai yra svarbiis dviSakiai ligandai, kurie paprastai egzistuoja keto pavidalu kietoje biisenoje,
o pusiausvyroje tarp keto ir enolio formy — tirpalo biisenoje. Tokie hidrazonai sintetinami
laboratorijoje kaitinant pakeistus hidrazidus arba hidrazinus su atitinkamais aldehidais arba ketonais
skirtinguose organiniuose tirpikliuose, tokiuose kaip etanolis, metanolis, butanolis, tetrahidrofuranas
ir kt. 1.3 pav. pavaizduoti hidrazino, hidrazido ir hidrazono struktiiriniai panaSumai ir skirtumai.
Hidrazonai gali reaguoti ir su elektrofilais, ir su nukleofilais vienu metu. Junginiuose yra nukleofilinis
azotas, elektrofilinis ir nukleofilinis imino anglies atomas ir riigitinis N-H protonas. Sie junginiai
buvo pritaikyti biologiniams, farmakologiniams ir pramoniniams tikslams, tokiems Kkaip
antibakteriniai, antimaliariniai, antimikobakteriniai, prieStraukuliniai, prieSuzdegiminiai vaistai,
antidepresantai, prie$véziniai, antimikrobiniai vaistai ir dazikliai [8]. Hidrazono funkciné grupé yra -
CO-NH-N=CH- fragmentas, turintis imino (C=N) dviguba jungtj, todél susidaro E/Z izomerija. Taip
pat, C=N ir karbonilo (C=0) grupiy buvimas struktiiroje gerina metaly jony koordinavimo galimybes,
0 NH ir (arba) C=0 grupés padeda sudaryti vandenilinius rySius, kad suri$ty atitinkamus anijonus /
katijonus ir biomolekules. Tokia hidrazono struktiira leidzia junginius naudoti jvairiose srityse. Sie
struktiiriniai motyvai suteikia hidrazono grupei jos fizines, chemines ir biochemines savybes [9].

1.2.1 Hidrazido ir hidrazono dariniy sintezé ir savybés

Hidrazono dariniai yra dar viena reik§minga vaisty ir farmacijos chemijos junginiy grupé. Nustatyta,
kad hidrazono junginiy biologinis aktyvumas, susijes su aktyviu azometino (-NH-N=CH-) fragmentu
molekuléje. Junginiai, derinami su jvairiais heterocikliniais karkasais, pasizymi jvairiu biologiniu
aktyvumu, jskaitant prie§vézinj, antibakterinj, antivirusinj, antioksidacinj. Mokslininky jrodyta, kad
vienos ar keliy metoksi grupiy jvedimas j benzeno Ziedag sustiprina jvairiy junginiy prieSvézinj
aktyvuma [10].
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)J\ NaBH, H
Na_ _R i N_ _R
Ar N~ N Ar NT O

4 5a, 5b
(5a) Ar = C,H,NO, R = C4Hj
(5b) Ar = C4HsN, R =C,H,

1.2 schema. N-alkilhidrazidy gavimas, naudojant NaBH,4

N-alkilhidrazidai gali bati sintetinami redukuojant hidrazonus NaBHs (1.2 schema). Daugelis
veiksmingy junginiy, tokiy kaip iproniazidas ir izokarboksazidas, yra sintezuojami redukuojant
hidrazido-hidrazonus. Junginiai vartojami tuberkuliozei gydyti, taip pat turi antidepresinj poveikj, o
pacienty nuotaika gydymo metu tampa geresné. Kitas kliniSkai veiksmingas hidrazidas-hidrazonas
yra nifuroksazidas, kuris naudojamas kaip Zarnyno antiseptikas [10].

R (0)
E\)J\/O
N \ \ N /NH2
N CH3CH20H, 2 val.
70-80 % \ /
\ / 6a-k
(8a) R = tert-butil, Ar = C;(H;yNO, Q
(8b) R = fenil, Ar = C ¢H ,NO, )J\ CH;CH,0H, HCI (kat.)
(8¢) R = fenil, Ar = C|,H;NO, 2 val., 30-90 %

(8d) R = fenil, Ar = C¢HO

(8e) R = fenil, Ar = C¢H;Cl

(8f) R = fenil, Ar = C4Hg

(8g) R = tert-butil, Ar = C¢Hg

(8h) R = tert-butil, Ar = C,H,;NO,

R O
(8i) R = tert-butil, Ar = C,H;Cl H\)J\
(8j) R = fenil, Ar = C,(H,0 N N
(8K) R = fenil, Ar = C,Hy S N7
N H

\N Ar
N/

1.3 schema. Hidrazono dariniy gavimas naudojant daugiakomponentines reakcijas

Norint gauti naujus hidrazono darinius, mokslininkai atliko daugiakomponentes reakcijas (MCR)
tarp 2-aminopiridino, atitinkamo aldehido ir etil-2-izocianoacetato (izonitrilo). MCR yra greita ir
efektyvi bioaktyviy junginiy generavimo strategija, nes galimy produkty skaicius didéja didéjant
komponenty skai¢iui. Be to, sililoma strategija yra ekonomiska. MCR vyksta tarp aminoazino,
aldehido ir izonitrilo, kai viename inde susidaro 3-aminais pakeisti heterociklai. Taigi pirmasis
hidrazono dariniy gamybos etapas buvo imidazo[ 1,2-a]piridino esteriy gavimas 75 % iSeiga etanolyje
kambario temperatiiroje. Po to, metilo esteriy reakcija su hidrazino hidratu etanolyje, virinant su
griztamuoju Saldytuvu. Mokslininkai gavo atitinkamus tarpinius hidrazido produktus 70-80 % iSeiga.
Galiausiai, nauji hidrazono dariniai buvo pagaminti patenkinama iSeiga (30-90 %) per ragstimi
katalizuojamg hidrazidy kondensacija su pasirinktais aromatiniais aldehidais kambario temperatiiroje
(1.3 schema). Gana stabiltis hidrazonai susidaro i§ 5-hidrazino-1,2,3,4-tiatriazolo ir ketony arba
aldehidy [11].
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1.4 schema. Hidrazony alkilinimo reakcijos halogenidais, nitrilais, izo(tio)cianatais

Hidrazonai gali bati alkilinti su halogenidais (RsHal), kad susidaryty nauji junginiai, arba toliau
reaguoti su elektrofiliniais nitrilais (RsCN) arba izo(tio)cianatais (RsNCX), gaunant atitinkamus
hidrazono darinius (1.4 schema). Visos $ios hidrazony reakcijos vyksta azoto atome, esan¢iame Salia
ziedo, o ne N-4 ar kito hidrazono azoto. Taip pat mokslininkai nustaté, kad monopakeisti 5-amino-
1,2,3,4-tiatriazolai turi daugybe biologiniy savybiy, jskaitant antihipertenzinj, fungicidinj,
antituberkulinj, antivirusinj, prieSvézinj ir centrinés nervy sistemos raumenis stimuliuojantj poveikj
[12].

Ivairiy biologiniy tyrimy metu nustatyta, kad hidrazong turinti 2-naftaleno dalis pasizyméjo mazesniu
aktyvumu nei hidrazinas, bet vis tiek prilygo antioksidantui vitaminui C.

O
(0) . ::
N
N/\)J\N/ g N
H H
(0]
14

15 S

\_s

1.4 pav. Mokslininky tyrimo metu naudoty junginiy strukttiros

Taciau N-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)-3-((4-metoksifenil)amino)propanamido (14) antioksidacinis
aktyvumas yra 1,37 karto didesnis nei gerai Zinomo antioksidanto askorbo rtigsties. Hidrazono,
turinio tiofeno fragmenta (15), antioksidacinis aktyvumas buvo 1,26 karto didesnis nei teigiamos
kontrolés (1.4 pav.). Taip pat, dauguma susintetinty junginiy buvo aktyvis pries glioblastomg U-87.
Tiofeno dariniai, kurie buvo nustatyti kaip stipris antioksidantai atliekant DPPH tyrima, tur¢jo labai
silpng poveik]j lasteliy gyvybingumui. Antioksidacinio ir prieSvéZinio aktyvumo rysj ne visada galima
paaiskinti, nes daugelis kity skirtingy veikimo mechanizmy prisideda prie prieSvézinio aktyvumo
pasiekimo. Tyrime buvo i$siaiskinta, kad fluoru pakeistas tiofeniltriazolas, kurio aktyvumas skiriasi
pries lasteliy linijas, buvo nustatytas kaip turintis daug zadantj priesvézinj aktyvuma [13].
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1.5 pav. Junginiy, pasizymin¢iy biologiniu aktyvumu, strukttra

Mokslininky buvo susintetinta pirazino-2-karboksirtigsties hidrazido dariniy serija ir patikrintas jy
aktyvumas pries M. tuberculosis. N4-etil-N1-pirazinoil-tiosemikarbazidas (16) parodé didZiausig
aktyvumga prie§ $ig bakterija (1.5 pav.). Filhas ir jo kolegos aprasé dviejy naujy 3-(4-pakeistas-aril)-
1,2,4-oksadiazol-N-acilhidrazony serijy sintez¢ ir jy in vitro aktyvuma prie§ parazita T. cruzi. N-{4-
[(3-fenil-[1,2,4]oksadiazol-5-karbonil)-hidrazonometil]-fenil}-acetamidas (17) buvo toks pat stiprus
kaip ir etaloninis vaistas benznidazolas [14].

1.3 Semikarbazidy sintezé

Semikarbazidas yra monokarboksiriigSties amidas (karbamidas), kuriame viena i§ amino grupiy
pakeista hidrazinu. Kitaip tariant, tai karbamido ir karbohidrazido kombinacija. Semikarbazido
dariniai yra mokslininky traukos centras, nes jie turi placiausig biologinj aktyvuma ir yra pagrindiné
keliy rtsiy reikSmingy vaisty molekuliy dalis. Jie yra ligandai, kurie veikia kaip azoto (N) ir
deguonies (O) donorai. Semikarbazonai ir jy dariniai atlieka gyvybiskai svarby vaidmenj organinéje
ir mediciningje chemijoje. Jie daugiausia naudojami kuriant vaistus ir pasizymi jvairiu biologiniu
aktyvumu: prieSgrybeliniu, antibakteriniu, prieStraukuliniu, antiproliferaciniu, Sirdies apsauginiu
antihelmintiniu, prieSgrybeliniu, antimikrobiniu, prieSuzdegiminiu, antituberkuliniu, antivirusiniu,
priesvéziniu ir kt. Semikarbazonai paskatino mokslininkus jy dariniy sintezés ir biologinio vertinimo
link, siekiant sukurti puikias terapines priemones kovai su gyviny ir zmoniy ligomis. Kai kurie
hidrazonai ir semikarbazonai taip pat pasiZymeéjo prieStraukulinémis savybémis. Lipofilinio arilo
ziedo, turin¢io CI~, Br~ arba NO*~ grupes, buvimas yra atsakingas uz §j aktyvuma. Vandenilinio rysio
atsiradimg semikarbazono dariniuose nustaté Dimmockas ir jo kolegos. Arilo semikarbazonai turi
didesn;j stabiluma, nes jy struktiiroje yra elektroneigiama grupé arilo ziedo para padétyje [15].

@) S
HoN )k H,N )k
N NH, N NH,
H H

Semikarbazidas Tiosemikarbazidas

1.6 pav. Semikarbazido ir tiosemikarbazido struktiira

Tiosemikarbazidas (NH2-NH-(C=S)-NH2) yra klasikiné semikarbazido (NH2-NH-(C=0)-NH,)
bioizosteré, kurioje deguonis yra pakeistas siera (1.6 pav.). Bendra, aktyviy (tio)semikarbazony
struktiirg, sudaro aromatiné¢ sistema, susieta su (tio)semikarbazono dalimi. Dirbant su S$iuo
struktiiriniu  pagrindu, buvo atlikta daug moksliniy tyrimy projekty, siekiant atrasti naujus
(tio)semikarbazono darinius, turin¢ius optimizuotg stiprumg ir sauguma. Sriramo ir jo kolegy
atliktame moksliniame darbe buvo susintetinti kai kurie skirtingy aromatiniy sistemy N-
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hidroksitiosemikarbazonai ir iStirtas jy antibakterinis aktyvumas. Nustatyta, kad tarp panaudoty
aromatiniy karbonilo junginiy kondensavimuisi su N-hidroksitiosemikarbazidu junginiy aktyvumo
tvarka buvo tokia: diarilo ketonai > acetofenonai > aromatiniy aldehidy Schiff bazés [16]. Yra zinoma,
kad molekuliy biologinis aktyvumas yra susij¢s su jy struktiira ir fizikinémis-cheminémis savybémis.
Elektroniniai efektai ir pakaity padétis, pH verté ir tirpiklio poliSkumas yra pagrindiniai veiksniai,
darantys jtakg Siai tautomerijai [17]. Taigi, semikarbazidas ir tiosemikarbazidas yra vieni i$ labiausiai
paplitusiy terapiskai vertingy molekuliy cheminiy struktiiry. Jie yra svarbiis vaisty kiirimo proceso
komponentai dél jy gebé&jimo sudaryti vandenilio rySius, kurie laikomi viena i§ svarbiausiy vaisty ir
biologiniy taikiniy sgveiky. Be daugybés farmakologiniy savybiy, tiosemikarbazidai ir semikarbazido
dariniai daznai veikia kaip strateginiai farmakoforai.

0 0
)k \p, AMNCS Hoon
R N —> R N Ar
H H
18 19 S

R = Me, Et, fenil, 4-CH;-C¢H,, 4-CH;30-CgHy;
Ar = fenil, 4-CH;-CHy-

1.5 schema. 1,4-dipakeisty tiosemikarbazido dariniy sintezé su arilizotiocianatais

Literatiiroje raSoma, kad karbohidrazidus apdorojant arilo izotiociantais skirtingomis reakcijos
salygomis (pvz., piridinu, NaOH, KOH ir NaH), gaunami 1,4-dipakeistai tiosemikarbazido dariniai
(19) (1.5 schema) [18].

O

O
)k SC )k N _NH
NH, NH,SCN )
R N e 2 4 " N/ T
H H

20 21 S

R = Me, Et, Cikloheksil, fenil, 4-CH;-C¢H,, 4-C1-C¢Hy-

1.6 schema. 1-aciltiosemikarbazido sintezé su amonio tiocianatu

Taip pat, kaitinant karbohidrazidus su amonio tiocianatu acetone, gaunami 1-aciltiosemikarbazidali
(21) (1.6 schema) [18].
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1.7 schema. Hidrazido reakcija su 4,4-difenilmetano diizocianatu

Dar viena serija naujy pakeisty semikarbazido dariniy buvo susintetinta, vykstant karboksirtigsties
hidrazido reakcijai su 4,4-difenilmetano diizocianatu. Reakcijos buvo vykdomos bevandeniame
dietilo eteryje. Literattiroje raSoma, kad semikarbazidas buvo gautas i$ hidrazido (10 arba 20 mmol)
ir izocianato (10 mmol) dietilo eteryje po 48 valandy laikymo kambario temperatiiroje (1.7 schema).
Gautas produktas (24a-h) buvo nufiltruotas, perplautas dietilo eteriu ir kristalizuotas i§ etanolio [17].

1.4 Tiadiazoly ir oksadiazoly sintezé, struktiira ir savybés

Diazolai turi elektronneigiama aromating sistema, kuri yra susijusi su pakaitais, prisijungusiais prie
ciklo. Kai kurie tyrimai jrod¢, kad junginiai, kuriy sudétyje yra diazolo ciklai yra veiksmingi prie§
daugybe bakterijy. Diazolai pasizymi puikiu stabilumu stiprioms riigitims ir oksidacijai. Sis ciklas
yra ploks§cias penkiakampis Ziedas, pasizymintis daugybe aromatiniy junginiy savybiy bei saveiky ir
turintis bazine struktiira, turin¢iag z-elektronus [19].

N. N—
/TS \
N W 1\{ 0
\/S \/
1,3,4-tiadiazolas 1,3,4-oksadiazolas

1.7 pav. 1,3,4-tiadiazolo ir 1,3,4-oksadiazolo struktiiros

Tiadiazolai yra heterocikliniai aromatiniai junginiai, susidedantys i§ dviejy azoto atomy ir sieros
atomo. Tiadiazolai placiai naudojami medicinin¢je chemijoje. Oksadiazolo junginiai yra
heterocikliniai aromatiniai junginiai, susidedantys i§ dviejy anglies atomy, dviejy azoto atomy ir
vieno deguonies atomo (1.7 pav.). Yra keturios oksadiazolo formos, kurios skiriasi priklausomai nuo
heterocikliniy atomy i$sidéstymo [20].

Iprasti sintezés metodai atliekami gana sudétingomis salygomis ir yra neiSvengiamas Salutiniy
produkty susidarymas. Per pastaruosius deSimtmecius buvo aprasytos kelios 1,3,4-tiadiazoly sintezes
vienoje kolboje, kuriy metu galima iSvengti daugiapakopés sintezés vargo. Tarp Siy metody kai kurie
vis dar atliekami sudétingomis sglygomis, o kiti — patobulinti [6].

Kitame mokslininky aprasytame tyrime, kaitinant su trietilaminu etanolyje, tiosemikarbazidai buvo
ciklizuojami per dehidratacija, kad gautysi atitinkami triazolai. Tiadiazolai buvo gauti ciklizuojant
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semikarbazidg, apdorojant ortofosforo riigstimi. Ciklizacija vykdyta 4 valandas, virinant su grjztamu
Saldytuvu DMF ir etanolio miSinyje. Tada reakcijos misinys atSaldytas ir supiltas j ledinj vandeni.
Kietos nuosédos nufiltruotos ir perkristalintos i$ atitinkamy tirpikliy [21].

0] O y==

+ )J\ )k - > N—N -
0 18-20 val. aliejaus vonioje /& O
26 N

1.8 schema. Tiosemikarbazony ciklizacija, naudojant acto rigsties anhidridg

Aldehidiniai tiosemikarbazonai taip pat yra tinkami substratai gaminant penkiy ar SeSiy nariy
heterociklinius Ziedus, kuriuose yra trys heteroatomai, reaguojant jiems su oksiduojanciais reagentais
arba kitais ciklizacijos reagentais. Taigi, mokslininkai iSnagrin¢jo heterocikliniy junginiy sinteze i§
tiosemikarbazony, kai reaguojant su acto rigsties anhidridu yra gaunami pakeisti tiadiazolino
dariniai. Apdorojant acto riigSties anhidridu dichlormetano tirpale, po to kaitinant 75 °C
temperatiiroje aliejaus vonioje 18-20 valandy, buvo gautas 27 produktas (1.8 schema) [21].

Polshettivaras ir jo kolegos pranesé, kad reakcija tarp ragsties hidrazido ir sieros reagenty CSo,
izotiocianato arba ditiokarbamaty, gaminant tiadiazolus, visada susideda i§ dviejy ar daugiau etapy,
i§ kuriy pirmasis yra atitinkamy tiosemikarbazidy sintezé, kurie véliau virsta tiadiazolais [6].

NO,
NCS 0
/O/ ¥ ©\)‘\ nm, NIRO S\//©/
N /
O,N H \
28 2 N 30

1.9 schema. 2-pakeistojo-1,3,4-tiadiazolo gavimas, esant vandeniui ir trietilaminui

Mokslininkai pranesé, kad izotiocianatas tiesiogiai reaguoja su rugsties hidrazidu, kad gauty 2-
pakeistgjj-1,3,4-tiadiazolg (30), esant vandeniui ir trietilaminui (1.9 schema).
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1.10 schema. 1,3,4-tiadiazoly sintezés budai (ciklizacijos)

1,3,4-tiadiazolai taip pat gali biiti pagaminti ciklizuojant tiohidrazinus. Kiekvienas tiohidraziny
darinys gali jvesti specialius pakaitus j tiadiazolo Zieda. Daugelis 1,3,4-tiadiazoly sintezés vyksta
naudojant  tiosemikarbazidus,  pakeistus  tiosemikarbazidus arba  tiosemikarbazonus.
Tiosemikarbazidus arba pakeistus tiosemikarbazidus efektyviai gaminant susidaro 2-amino-1,3,4-
tiadiazolai, kurie buvo placiai tiriami kaip pagrindiniai tarpiniai produktai gaminant 1,3,4-tiadiazolo
darinius. Sioje reakcijoje acilinimas arba Schiff bazés susidarymas a-amino grupéje inicijuoja
tiosemikarbazidy ciklizacijg ir veikiant dehidratuojan¢iam agentui galima gauti tiadiazoly (1.10
schema). Naudota daug jprasty acilinimo agenty, tokiy kaip karboksirtigstis, riigsties halogenidas, ir
rigsties anhidridas [6].

S 1. POCl; S S N
COOH
Vi 2. NH,CSNHNH, 7 N\ /LI
N
Cl cl
36 37

1.11 schema. Ciklizacijos reakcijos su karboksirtagstimi ir POCI3 bei tiosemikarbazidu

Tiadiazolai egzistuoja skirtingomis struktiiromis, kurias lemia heterocikliniy atomy padétis
penkiakampiame Ziede. Vienas 1§ seniausiy tiosemikarbazido dariniy paruoSimo biidy yra vandens
molekulés eliminavimas naudojant vieng i§ dehidratuojan¢iy medziagy, tokiy kaip koncentruota
sieros rugstis, fosforo riigstis ir metilsulfonragstis. Mokslininkai pranes¢, kad ciklizacijos reakcija
taip pat vyksta naudojant stipry katalizatoriy — POCI3, dalyvaujant dioksanui, virinant su grjztamuoju
Saldytuvu 4-5 valandas (1.11 schema). Si reakcija taip pat vyksta tiosemikarbazidui reaguojant su
karboksirig§ties dariniu dioksane virinant su griZztamuoju Saldytuvu 5 valandas, kad susidaryty
tiadiazolo ziedas [6].

NN
N32CO3 \ SH
NH,CSNHNH, + CS; - |
CH,CH,OH g
38 3 H,N

\

40

1.12 schema. Ciklizacijos reakcija su anglies disulfidu
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Kitas sintezés budas vyksta ciklizuojant tiosemikarbazidg anglies disulfidu, dalyvaujant natrio
karbonatui arba kalio karbonatui, virinant su griztamuoju Saldytuvu (1.12 schema). Tiosemikarbazido
ciklizacija priklauso nuo reakcijos terpés, kai reakcija vyksta rigscioje terpéje, susidaro tiadiazolo
darinys, bet kai reakcija vyksta bazinéje terpéje, susidaro triazolo darinys [6].

_N
N /
| >\NH
E i = S
\N N/
H H
0 42

41
N/N y
S >\NH
konc. H,SO
H )J\ onc. 2 4
N\N N T o8val
H H
o)
43

1.13 schema. Tiadiazolo dariniy gavimo biidai, naudojant bromg arba konc. H2SO4

Mokslininky yra atrasti ir kiti tiadiazolo dariniy gavimo btdai, jskaitant reakcijg su bromu (80 %
iSeiga), taip pat kitais budais, pavyzdziui, ciklizuojant su sieros ragstimi (1.13 schema) [19].

0
O )J\ H
N S H,SO
)J\ _NH, CS, _R N~ T Rt S \( >/SH
R KOH / CH;CH,OH H !

45 46 47

TZ

R = Ar, ArHet, -adamantanas
1.14 schema. Tiadiazolo sintezé naudojant anglies disulfidg ir sieros ragstj

Ditiosemikarbazidai sintetinami naudojant anglies disulfida, kaip sieros Saltinj, kuris reaguoja su
hidrazinu, hidrazidais, tiosemikarbazidu, paprastai esant bazinéms saglygoms. Tame padiame etape
ditiosemikarbazidai visada acilinami, po to vyko ciklodehidratacija (koncentruota sieros riigstis buvo
dehidratas) (1.14 schema). Wei‘as su kolegomis ir Kadis aprasé¢ bendra semikarbazido ir 1,3,4-
tiadiazolo sintezés su acilhidrazidu metoda. Kitas 1,3,4-tiadiazolo paruo$imo biidas yra pirmiausia
gauti semikarbazida, acilintg chloroacetilchloridu ir po to dehidratuoti. Taip pat iSsiaiSkinta, kad
1,3,4-oksadiazolo junginiai yra termiskai stabiliis, o jy stabilumas didéja pridéjus alkilo arba fenilo
grupes [6].
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1.15 schema. Taidiazolo gavimas, naudojant sausg piriding

Svarbus 1,3,4-oksadiazol-2-tiolio gavimo biuidas yra anglies disulfido reakcija su karboksiriigsties
hidrazidais bazinéje terpéje (1.15 schema). Mokslininkai nusprendé panaudoti fenilhidrazida su
anglies disulfidu sausame piridine, kad gauty 5-fenil-4,3,1-oksadiazol-2-tiolj (49) [19].

[N
N )k 1. CH;COONa NH,
Z SN O NH, - ©
H
51

2. CH3COOH, Br2

50

1.16 schema. Ciklizacija su Br/CHsCOOH, CH3COONa

Kitas penkianario ciklo — oksadiazolo sintezés metodas yra ciklizuoti imino semikarbazida
dalyvaujant Bro/CH3COOH, CH3COONa (1.16 schema) [19].

O

N, * €S, KOH/CHyCH,OH

N 0]
" ‘PN
52 N

53

1.17 schema. Tiadiazolo sintezé su anglies disulfidu ir KOH

Tada mokslininkai sukiiré kitg metoda, naudodami kalio hidroksido tirpalg etanolyje vietoj piridino
(1.17 schema). Sis metodas laikomas vienu geriausiy iki $iol.

Taigi, remiantis literatiiroje randama statistika, daugiau nei 85% visy biologiskai aktyviy cheminiy
junginiy turi heterocikla. Sis faktas atspindi pagrindinj heterocikly vaidmen;j Siuolaikiniame vaisty
karime [22].
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1.8 pav. Junginiy struktiiros ir jy biologinis aktyvumas

Moksliniai tyrimai parodé didelg 1,3,4-tiadiazolo ir jo dariniy svarba, kuriant naujus farmakologinius
junginius ir gydant bakterines infekcijas. Tiadiazolai yra labai svarbi heterocikliniy junginiy klase,
pasizyminti jvairiomis farmakologinémis savybémis (1.8 pav.). Terapinis 1,3,4-tiadiazolo potencialas
yra komerciniuose vaistuose, taip pat jvairiy tyrimy, kuriy rezultatai yra svarbis, tikslas, daugiausia
mikrobiologinei veiklai. Galimybé naudoti kaip bioizosterg kitiems heterociklams, pavyzdziui,
oksadiazolui, padidina lipofiliSkuma, neprarandant farmakologiniy savybiy. Taigi, jvairiy 1,3,4-
tiadiazolo dariniy sintetiniai metodai yra labai veiksmingi, leidZiantys sukurti ir paruoSti naujas
antibakterines medziagas [23]. Kito mokslinio tyrimo metu buvo susintetinta eilé naujy tiadiazoly,
turin¢iy imidazolo fragmentg. Visi susintetinti junginiai buvo jvertinti dél jy prie§vézinio aktyvumo
pries kepeny karcinomos Igsteliy linijg. Rezultatai atskleidé, kad 1,3,4-tiadiazolo dariniai taip pat turi
daug Zadantj prieSnavikinj prie$ dauguma kepeny vézio lasteliy [24]. Oksadiazolai yra naujai atrasta
ne B-laktaminiy antibiotiky klasé, nukreipta j lasteliy sieneliy biosinteze. Sie antibiotikai pasizymi
stipriu  baktericidiniu poveikiu prie§ sunkiai gydomas gramteigiamas bakterijas. Jie neturi
gramneigiamo antibakterinio aktyvumo. Neseniai buvo praneSta apie oksadiazoly strukttros ir
aktyvumo ry$j (SAR) pries S. aureus, daugiausia démesio skiriant ziedo modifikacijoms [25].
Toksoforinis -N=C-O-rysys 1,3,4-oksadiazolo Ziede gali biiti atsakingas uz jy stipry farmakologinj
aktyvumg. Yra jvairiy parduodamy vaisty, kuriy sudétyje yra 1,3,4-oksadiazolo ziedo, tokiy kaip
nitrofurano darinys — Furamizolas, kuris pasizymi stipriu antibakteriniu poveikiu, pavyzdziy.
Raltegraviras kaip antivirusinis vaistas ir Nesapidilis vartojamas antiaritminiam gydymui. FDA
patvirtintas prieSvézinis agentas Zibotentan yra 1,3,4-oksadiazolo darinys. Fenilo Ziedo pakeitimas
skirtingais pakaitais, tokiais kaip p-Cl, p-NOz ir p-tBu, dar labiau padidina aktyvumg. Metiltio grupés
pavertimas metilsulfonilo grupe taip pat padidina aktyvumg [26]. Atliktame moksliniame tyrime
pakeisti 1,3,4-oksadiazolo dariniai turéjo platy biologinio aktyvumo spektra, pavyzdziui,
prie$navikinj, antibakterinj ir prieSgrybelinj, prieSuzdegiminj ir antioksidacinj [20].

1.5 N-alkilinimo reakcijos

Efektyvus anglies ir azoto jungciy sukiirimas yra pagrindinis Zingsnis sintezuojant daugybe junginiy,
kurie pladiai taikomi gyvosios gamtos moksluose ir chemijos pramonéje. D¢l $iy produkty svarbos
yra daug galingy metody, skirty aminy sintezei. Daugumai sudétingesniy procediiry reikalingi
katalizatoriai, pagristi specifiniais (tauriyjy metaly) kompleksais. Nors Sie metodai jrodé savo
veiksmingumg daugybe pavyzdziy, jie daznai gali biiti vengiami dél didelio Salutiniy produkty ar
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atliecky kiekio [27]. Veiksminga prieiga prie alkilaminy turéty turéti didelés jtakos farmacijos
pramonei, nes toks fragmentas yra daugelyje vaisty. Tiesioginis aminy alkilinimas paprastai buvo
pasiektas amininant alkilhalogenidus. Pastaruoju metu, atsirado naujy kataliziniy transformacijy,
pavyzdziui, tiesioginis arilhalogenidy amininimas, hidroamininimas ir aminy alkilinimas naudojant
alkoholius kaip alkilinimo agenta. Pastarieji turi didelj poveikj d¢l tvarumo, nes alkoholiai yra lengvai
prieinamos pradinés medziagos i jvairiy pramongés Saky. Pastaraisiais metais mokslininkai parode¢,
kad transformacijos galimos naudojant gausesnius ir maziau toksi$kus metalus [28].

Et;N
N 3 SN
P “NH, Br —————> Ph/\g

57 58 DMF

59

1.18 schema. N-alkilinimo reakcija, naudojant benzilamino, butilbromido, trietilamino N,N-
dimetilformamide

Mokslininkai nustaté, kad optimizuota sintez¢, naudojant benzilamino, butiloromido, trietilamino
N,N-dimetilformamide gali vykti 20-25 °C temperattroje. Tyrime 1 mol trietilamino buvo sumaisSytas
su DMF ir kaitinta 8 valandas, nuolat maisant (1.18 schema). Reakcijos eiga buvo stebima
plonasluoksne chromatografija. Atsizvelgiant j optimizuotas reakcijos salygas, §ios strategijos
taikymo sritis buvo istirta naudojant jvairius aminus ir alkilbromidus. Visy tirty pirminiy aminy N-
alkilinimas pirminiu halogenidu vyko sklandziai 62—87 % iSeigomis [28].

H;BNH; \

H
N+ CH;COOH -~ _N_
61 MSA, 5 val. Rl R2
60a-e 62a-e

(62a-e) R; = C¢Hg; 4-Me-CgHs; 4-OMe-CgHs 4-F-CgHs; 4-Cl-CgHs;
(62a-¢) R,=H

1.19 schema. N-alkilinimo reakcija su amoniako boranu ir metansulfono rtgstimi

Taip pat sukurta tikslinga aminy redukcinio N-alkilinimo su lengvai prieinamomis karboksirtigstimis,
kaip alkilinimo reagentais, sintezé. Kaip vandenilio $altinis buvo naudojamas komerciskai prieinamas
ir daug vandenilio turintis amoniako boranas (HsB-NH3). Si strategija parodé puiky funkciniy grupiy
suderinamumg ir sklandZiai buvo gauta daugybé tretiniy aminy, jskaitant ir vaisty molekules.
Atsizvelgiant | tai, kad amidai gali biiti pagrindiniai tarpiniai produktai, buvo istirta Lewiso riigstis
BF3-Et;0, kuri, kaip nustatyta, pagreitina amidy susidaryma. Produktas buvo gautas 59 % iSeiga.
Toliau buvo tiriamos jvairios riigstys, o MSA (metansulfono riigstis) davé geriausig rezultata (1.19
schema). Kai MSA kiekis buvo padvigubintas, norimo produkto iSeiga smarkiai padidéjo iki 97 %.
Kai reakcijos buvo vykdomos ore arba kambario temperatiiroje, iSeiga sumaze¢jo. Galiausiai buvo
gautos optimalios reakcijos salygos, naudojant CH3CN kaip tirpikli N2 atmosferoje 60 °C
temperatiiroje per 5 valandas [28, 29].

N-alkilinimas gali buiti vykdomas keliuose skirtinguose tirpikliuose, dazniausiai DMF ir THF, ir
vyksta esant bazei, tokiai kaip natrio karbonatas arba tretiniai aminai. Temperatiira yra pagrindinis
parametras, turintis jtakos reakcijos kinetikai, nors reakcija gali jvykti ir kambario temperatiiroje.
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Heteroaromatiniy aminy alkilinimui daZznai reikia naudoti stiprias bazes, tokias kaip natrio
bis(trimetilsilil)amidas, ir kriogenines salygas. Alkilinimo greitis atitinka eile: pirminis aminas >
antrinis aminas > tretinis aminas, o halogenido darinio reaktyvumas atitinka halogenido pakaitalo
elektroneigiamuma. Bromidai ir jodidai yra praktiskiausi fragmentai, o chloridai islicka gana paplite
del plataus komercinio prieinamumo. Nukleofilinis alkilhalogenidy pakeitimas néra laikomas
ekologiska reakcija, nes susidaro Salutinis halogenidy produktas. Didelio masto pramoniniai paprasty
aminy gamybos metodai dazniausiai teikia pirmenybg alkoholiy aminavimui, nes Salutinis produktas
yra vanduo [30].

R R, W
NaBH, + R;COOH . N
: R R,
Ni (kat.)
63 Toluenas 64

R; =R, = Aromatiniai, alifatiniai, Heteroaromatiniai radikalai, benztiazolai;
Rj; = aril, heteroaril, amino

1.20 schema. N-alkilinimas su natrio borohidridu ir jkapsuliuotu Ni

Kitame mokslininky tyrime natrio borohidridas ir jkapsuliuotas Ni buvo naudojami Kkaip
katalizatorius, kad buty pasiekta puiki kiekybiné iseiga (95-99 %) (1.20 schema). Taip pat buvo
s¢kmingai jrodytas Sio alkilinimo metodo universalumas naudojant naujus antrinius aminus.
Palyginimui, i metodika yra $velni, ekologiskai efektyvi ir uztikrina didel¢ 95-99 % iSeiga. I acto
rigsti toluene 05 °C temperatiiroje dalimis buvo pridétas natrio borohidridas. Po to j reakcijos miSinj
buvo pridéta Ni katalizatorius ir palaipsniui temperatiira buvo padidinta iki 25-30 °C. | gauta miSinj
buvo pridétas junginys ir temperatiira padidinta iki 80 °C, po to dalimis papildomai pridedama natrio
borohidrido [31].

Taip pat, atsizvelgiant j svarba, buvo sukurta daugybé N-acilinimo metodiky, skirty amidy sintezei i$
aminy ir karboksilato dariniy. Tinkamas acilinimo agento pasirinkimas amido jungtims formuoti yra
labai svarbus, nes daugelis veiksniy turi jtakos pagaminto amido produkto iSeigai. Visy pirma,
pirminio amino reaktyvumas (pvz., pirminis arba antrinis), esamos funkcinés grupés tipas (pvz., N-
ir O-acilinimo cheminis selektyvumas) gali reik§mingai paveikti naudojamy acilinimo salygy
pasirinkimg. Paprasti amidai daZznai gaminami naudojant patikimus metodus, kurie sujungia aming
su jprastu acilinimo agentu (pvz., riigSties chloridu, riigsties anhidridu, metilo esteriu ir kt.),
dalyvaujant bazei arba katalizatoriui [32]. Taip pat, simetriniai riigSties anhidridai yra lengvai
paruo$iami ir plac¢iai naudojami kaip N-acilinimo reagentai aminams, o acto rugsties anhidridas

placiai naudojamas nekatalizuojamose reakcijose [32].
O
P
N2
N O
H

Toluenas, 22 val. - Rj

R,COOH *+ R;—NH,
65 66

R, R, = Alkil, Aril 67

1.21 schema. Acilinimas su karboksirtigstimi
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KarboksirtigStys yra potencialiai labai naudingi acilinimo reagentai amido jungtims formuoti, kurie
placiai naudojami kaip pirminiai substratai gaminant jvairius acilinimo agentus. Karboksilato druskos
gali reaguoti ir sudaryti amido rysius aukstoje temperatiiroje (140—180 °C), taciau atSiaurios salygos,
kuriy paprastai reikia, labai apriboja substrato apimtj ir tokio tipo amido jung¢iy susidarymo iseiga.
Williamsas ir jo kolegos apra$é paprasCiausias salygas tokio tipo reakcijai vykti. 110-150 °C
temperatiira yra skirta tiesioginei riigS¢iy ir aminy kondensacijai, naudojant tolueng (arba ksileng)
kaip nepolinj tirpiklj, kad nesusidaryty karboksilato druskos. Jy apraSytos salygos leido susintetinti
junginius auk$tomis iSeigomis (1.21 schema) [32].

R, 0
H R,COOH \]/
N .

/ N .
Rj R, H,N—NH, - H,0 R /N\R
2 1

68a-b 69a-b

(69a-b) R, = Aril,
(69a-b) R, = CH,
(693-])) R3 = CH3> CHzCH3

1.22 schema. Acilinimas naudojant hidrazino hidratg ir karboksirtigstj

N-acilinimas paprastai atlickamas naudojant acto riigSties anhidridg, esant bazéms arba naudojant
acetilchloridg. Mokslininkai sukiiré patogy ir Svelny metodg antriniy aminy N-acilinimui gera iSeiga,
naudojant hidrazino hidrata, kuris yra labai naudingas reagentas daugelio organiniy junginiy sintezei
ir transformavimui. Acto rigstis/propiono riigstis buvo pridéta j amino ir hidrazino hidrato miSinj ir
reakcijos misinys virinamas su griztamuoju Saldytuvu 3—6 val., reakcija stebint plonasluoksne
chromatografija, o véliau buvo neutralizuota prisotintu NaHCO3 tirpalu (1.22 schema). Pasalinus
tirpiklj sumazintame slégyje, produktas (69a-b) buvo perkristalizuotas is tirpiklio [33].

O @) 0)
N )L )K o Y
R; R, O KT N
Rj R
70 -

Ry, R, =H, alkil, aril
1.23 schema. Acilinimo reakcija, naudojant acto ragsties anhidrida

Literatiroje raSoma, kad amino arba amino alkoholio ir acto riigSties anhidrido miSinys buvo
maiSomas kambario temperatiiroje atitinkamg laikg (1.23 schema). Pasibaigus reakcijai, reakcijos
miSinys iStirpintas eteryje ir 1 val. stovéjo kambario temperatiroje. Per tg laikg susidaré produkto
kristalai, kurie buvo nufiltruoti [34].

1.6 Reik§mé medicininéje chemijoje ir biologinio aktyvumo nustatymas

Medicininé chemija uZzsiima naujy dariniy kiirimu bei esamy junginiy savybiy tyrimais. Kuriant
tikslingas vaistines molekules, labai svarbu atsizvelgti ] tam tikrus junginiy parametrus. Vandenilinis
rySys yra svarbus ne tik farmakologinéms savybéms, bet ir fizikinéms bei cheminéms vaisty
molekuliy transportinéms savybéms. LipofiliSkumas (pagal ClogP, apskai¢iuotg 1-oktanolio ir
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vandens pasiskirstymo koeficiento logaritmg) yra pagrindinis molekulinis deskriptorius, turintis
jtakos jvairioms vaisty savybéms. Didelis lipofiliSkumas daznai siejamas su prastu medziagy
apykaitos stabilumu ir toksiskumu. Kadangi $iuo metu parduodamy vaisty vidutinis ClogP yra apie
2,7, todél sickiama negaminti dideliy ir labai lipofiliniy junginiy. Heterocikliniai fragmentai gali
sumazinti junginio ClogP, palyginti su jo anglies analogais, tod¢l heterocikly jtraukimas j molekule
gali biti naudingas [5]. Tirpumas vandenyje yra svarbi vaisto savybé, lemianti jo geriamajj biologinj
prieinamumg. Daugybé aromatiniy ir nearomatiniy heterocikly pasizymi zymiai geresniu tirpumu
vandenyje nei jy anglies analogai, o tai paaiSkinama vandenilinio ry$io galimybe [5].

Literatiroje daZniausiai analizuojamas ir tiriamas heterocikliniy junginiy antibakterinis,
antioksidacinis ir prieSvézinis aktyvumas. Per pastaruosius kelis deSimtmecius bakterijy ir grybeliy
padermiy atsparumas vaistams iSaugo, tod¢l jvairios infekcijos tampa rimta grésme sveikatos
priezitros jstaigoms visame pasaulyje. Todél medicinos chemikams naujy antimikrobiniy medziagy
paieska yra nesibaigianti ir svarbi uzduotis [7]. Keli literatiiroje apraSyti hidrazonai turéjo stipry
antivirusinj poveikj prie§ skirtingas virusy padermes [36]. Kai buvo atrastos beveik visos svarbios
antibiotiky grupés ir iSsprestos pagrindinés chemoterapijos problemos, §ie junginiai jau gali prarasti
savo veiksmingumg dél padidéjusio mikroby atsparumo. Dél Sios priezasties naujy antibiotiniy
junginiy atradimas yra labai svarbus. Labiausiai zinomi antibakterinio tyrimo in vitro metodai yra
disko difuzijos arba agaro skiedimo [37]. 1940 m. sukurtas agaro disko difuzijos tyrimas yra
naudojamas daugelyje klinikinés mikrobiologijos laboratorijy atliekant jprastinius jautrumo
antimikrobinéms medziagoms tyrimus. Taikant Sig gerai Zinoma procediira, antimikrobiné¢ medziaga
difunduoja j agarg ir slopina tiriamojo mikroorganizmo dauginimasi bei augima, o tada iSmatuojami
augimo slopinimo zony skersmenys. Kadangi bakterijy augimo slopinimas nereiSkia bakterijy
mirties, $iuo metodu negalima atskirti baktericidinio ir bakteriostatinio poveikio. Disko difuzijos
tyrimas turi daug pranaSumy, palyginti su kitais metodais: paprastumas, maza kaina, galimybé istirti
didziulj mikroorganizmy ir antimikrobiniy medziagy skaiciy ir pateikty rezultaty interpretavimo
paprastumas [37].

Literatiiroje sintetinant bioaktyviuosius junginius, daZnai jiems atliekami antioksidaciniai tyrimai.
Junginiai, turintys antioksidaciniy savybiy, galin¢iy sulaikyti laisvuosius radikalus, paskatino
mokslininkus naudoti juos profilaktinéje ir gydomojoje fitoterapijoje. Antioksidanty vaidmuo yra
neutralizuoti biologinése lgstelése esancius laisvuosius radikalus, kurie neigiamai veikia gyvus
organizmus. Laisvyjy radikaly sukeltas oksidacinis aktyviai dalyvauja labai dazny ligy, tokiy kaip
diabetas, aukStas kraujospudis, aterosklerozé, timinis inksty nepakankamumas, Alzheimerio ir
Parkinsono liga, fiziologijoje [38, 39].

Ant10k51dantas
(Il) Fe
(III) Fe

1.24 schema. FRAP tyrimo metu Fe** kitimas j Fe?*
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Vienas pagrindiniy ir dazniausiai taikomy antioksidacinés galios nustatymo metody yra vadinamas
FRAP (1.24 schema). Sis tyrimas yra paprastas, greitas ir ekonomiskas, jam nereikia brangios ir
sudétingos jrangos. Taciau Pulido, Bravo ir Saura-Calixto pranesé, kad Sio tyrimo rezultatai kartais
gali skirtis, priklausomai nuo antioksidanty ir Fe** reakcijos analizés laiko, kuris mokslininky tyrimo
metu svyravo nuo keliy minuéiy iki keliy valandy [38, 40].

Antioksidantas
—_—

74 75
1.25 schema. DPPH radikalo iSaktyvinimas antioksidantu

Kitas antioksidacinio aktyvumo nustatymo metodas yra DPPH (1.25 schema). Radikalas tirpsta
jvairiuose organiniuose tirpikliuose, bet netirpsta vandenyje. Reakcijos metu pasikeicia tirpalo
spalva, iSmatuota ties 517 nm bangos ilgiu, o spalvos pokytis yra antioksidacinio aktyvumo rodiklis
[38].

1.7 Pass online programa

PASS Online programa prognozuoja daugiau nei 3500 biologinio aktyvumo rasiy, jskaitant
farmakologinj poveikj, veikimo mechanizmus, toksinj, sgveika su metaboliniais fermentais ir
transporteriais, jtaka geny ekspresijai ir kt. Norint gauti junginio biologinio aktyvumo profilj,
reikalinga tik struktiriné formulé. Taigi prognozuoti galima net kompiuteriu suprojektuotai, bet dar
nesusintetintai virtualiai struktiirai, tai labai palengving sintezés planavima ir galimy naujy molekuliy
sinteze, siekiant pagerinti uzsibréztg tikslg (farmakologines savybes jau esamy molekuliy).
Prognozavimas pagristas daugiau nei 250 000 biologiskai aktyviy medziagy struktiros aktyvumo ir
ry$iy analize. PASS algoritmo patikimumas buvo jrodytas specialiuose eksperimentuose su
pagrindiniais junginiais i§ duomeny bazés, kurig sudaré 18977 junginiai su 124 poveikiais. Junginiy
rinkinys buvo 50 karty atsitiktinai padalintas j du vienodus pogrupius. Pirmasis pogrupis buvo
naudojamas kaip mokymo rinkinys, antrasis kaip vertinimo pogrupis ir atvirkS¢iai (100
eksperimenty). 20, 40, 60, 80 % informacijos buvo atsitiktinai nejtraukta i§ treniruo€iy rinkinio.
Kiekvienam veiklos tipui buvo apskai¢iuotas vidutinis prognozavimo tikslumas (IAP). Buvo jrodyta,
kad PASS vis dar suteikia pagrista prognoziy tiksluma [41].

Kadangi PASS paslauga medicinos chemikai, farmakologai ir toksikologai naudojasi jau keletg mety,
yra daug publikacijy, kuriose PASS prognozés buvo patvirtintos vélesne sinteze ir biologiniais
tyrimais. Siekiant pateikti tikslesnes naujoms cheminéms klaséms priklausanciy junginiy prognozes
ir iSplésti naujomis biologinémis veiklomis, PASS mokymo rinkinys yra nuolatos tobulinamas ir
plec¢iamas. Cheminio junginio biologinio aktyvumo spektras — tai jvairiy rasiy biologinio aktyvumo
visuma, atspindinti junginio sgveikos su jvairiais biologiniais subjektais rezultatus. Biologinis
aktyvumas apibréziamas kokybiskai (,,taip* / ,,néra*), o tai rodo, kad biologinio aktyvumo spektras
atspindi medziagos savybe, priklausancig tik nuo jos struktaros ir fizikiniy-cheminiy savybiy [41].
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1.8 Literatuiros apzZvalgos apibendrinimas

Siuolaikinéje medicininés chemijos srityje pladiai tyrin¢jami jvairts hidrazidai ir hidrazonai. Jau nuo
seniai zinomas heterocikliniy junginiy galimas jvairus biologinis aktyvumas. Labiausiai Sie junginiai
pasizymi antibakterinémis, antioksidacinémis, prieSvézinémis ir antivirusinémis savybémis.
Atliekant hidrazidy kondensacijg su aldehidais ir ketonais, gaunami jvairiai pakeisti hidraziny
dariniai. Tokiu biidu gaunami nauji junginiai, kurie gali buti naudojami kaip antioksidantai arba
antibakteriniai agentais prie§ atsparumg esamiems vaistams jgavusias bakterijas. Todél Siy junginiy
paieska niekada nestovi vietoje ir ieSkoma vis aktyvesniy kamieny bei prijungti pasiruoSty
fragmenty/funkciniy grupiy, kad iSgauti naujus, kuo aktyvesnius junginius. Siekiant dar labiau
praplésti biologiniy junginiy sgrasa, vykdoma hidrazidy riigstiné ciklizacija iki 1,3,4-tiadiazoly ir
vykdomos jy N-alkilinimo reakcijos su jvairiais acetofenonais. Remiantis literatiiros apzvalga, Sio
darbo metu siekta susintetinti naujus hidrazonus ir 1,3,4-tiadiazolus, parinkti tinkamas sglygas N-
alkilinimo reakcijoms bei istirti gauty junginiy biologinj aktyvuma.
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2. Medziagos ir tyrimy metodai
2.1 Medziagos ir aparatiira

Naudoti tirpikliai: vanduo, acetonas, N,N-dimetilformamidas, metanolis, izopropanolis, etanolis,
DMSO.

Naudoti reagentai: p-toluidinas, metilakrilatas, fenilizotiocianatas, konc. H.SO4, KOH, K>COg, 2-
acetilfuranas, acetofenonas, 2-acetiltiofenas, propionfenonas, 3-aminoacetofenonas, 4-
nitrobenzaldehidas, 5-nitrotiofen-2-karboksialdehidas, benzaldehidas, salicilbenzaldehidas, 2-
hidroksi-1°‘-naftaldehidas, 2-brom-4‘chloracetofenonas, 4-metoksiacetofenonas, 2-
bromacetofenonas.

Sintezés laboratorijoje naudota aparatara: UV lempa 245 nm - stebéti plonasluoksnei
chromatogramai, Perkin EImer Spectrum 100FT-IR — IR analizei (méginiy tabletes su KBr), MEL-
TEMP 1001D - lydymosi temperatiirai nustatyti, Bruker Avance III — junginiy BMR spektrams gauti
(deuteriuotas DMSO tirpiklis, vidinis standartas — tetrametilsilanas).

2.2 Eksperimenty apraSymas
3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (3) susintetintas pagal zinomg metodika [42]. Lyd.t. 135-136 °C.

N-fenil-2-[3-(p-tolilamino)propanoil]hidrazin-1-karbotioamidas resintezuotas pagal
moksliniame straipsnyje pateikta metodikg [43]. Balta kieta medziaga; lyd.t. 164—165 °C.

N-fenil-5-[2-(p-tolilamino)etil]-1,3,4-tiadiazol-2-aminas  resintezuotas pagal  moksliniame
straipsnyje pateikta metodikg [43]. Balta kieta medziaga; lyd.t. 151-152 °C.

Junginiy 5a-5e sintezé vykdyta pagal toliau apibiidinta metodika:

Junginiui 3 reaguojant su ketonais metanolyje, maiSant virimo temperatiiroje 24 val., susidaré
atitinkami hidrazono dariniai. Reakcijos eiga buvo sekta plonasluoksne chromatograma. Po reakcijos
1 miSin] buvo jpilta distiliuoto vandens.

N¢-[1-(furan-2-il)etiliden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5a)

N X

Ci6H19N30, z o
285,35 g mol’!

0,67 g (3 mmol) atitinkamo propanhidrazido (3) ir 0,34 g (3,1 mmol, 0,37 ml) 2-acetilfurano istirpinti
20 ml MeOH. | misin; jlasintas katalitinis Kiekis acto rtigsties. Iskritusios nuosédos nufiltruotos,
praplautos metanoliu, perkristalizuotos i metanolio. ISeiga: 0,28 g (28 %). Lyd. t. 128-130 °C

'H BMR (400 MHz, DMSO-dg; Z/E izomery misinys, 40/60), § (m.d.): 2,11 (s, 3H, CHsar); 2,13 (s,
3H, CHs); 2,55 (t, 0,8H, J = 6,8 Hz, CH2CO); 2,83 (t, 1,2H, J = 7,2 Hz, CH2CO); 3,27 (kv, 2H, J =

29



7,0 Hz, J = 14,2 Hz, CH2NH); 5,22 (s, 1H, CONH); 6,50-7,70 (M, 7H, Ha: ar); 10,34 (s, 0,6H, NH);
10,39 (s, 0,4H, NH).

13C BMR (101 MHz, DMSO-de). & (m.d.): 13,58 (CH3); 20,49 (CHsAr); 33,06 (CH.CO); 34,45
(CHoNH); 111,47; 111,84; 112,41; 112,85; 125,14; 129,91; 140,58; 144,19 (Ca,); 144,68; 146,62;
152,13 (C=N); 168,84: 174,52 (C=0).

IR (KBr), v/em™: 3336,97-3180,73 (NH); 2820,84-2973,98 (CH); 1638,16 (C=0).
Nustatyta, %: C 64,76; H 6,74; N 14,23,
Apskaiciuota, C16H19N302, %: C 67,35; H 6,71; N 14,73,;

N ‘-(1-feniletiliden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5b)

\O\ (0]
N,
H

H
CigH21N30
295,39 g mol’!

0,67 g (3 mmol) atitinkamo propanhidrazido (3) ir 0,37 g (3,1 mmol, 0,32 ml) acetofenono istirpinti
20 ml MeOH. Iskritusios nuosédos nufiltruotos, praplautos metanoliu, perkristalizuotos i§ metanolio.
ISeiga: 0,72 g (70 %). Lyd. t. 132—134 °C

'H BMR (400 MHz, DMSO-dg, Z/E izomery misinys, 40/60), § (m.d.): 2,11 (s, 3H, CH3zAr); 2,21 (s,
3H, CHs); 2,58 (t, J = 6,8 Hz, 0,8H, CH,CO); 2,90 (t, J = 7,2 Hz, 1,2H, CH>CO); 3,29 (kv, J = 6,8
Hz, J = 12,4 Hz, 2H, CH2NH); 5,21 (s, 1H, NH); 6,49-6,87 (m, 4H, Ha/); 7,36-7,73 (m, 5H, Har);
10,40 (s, 0,6H, NH); 10,44 (s, 0,4H, NH).

13C BMR (101 MHz, DMSO-ds). & (m.d.): 14,01 (CHsAr); 20,49 (CHs); 33,03 (CH.CO); 34,51
(CH2NH); 112,84; 113,00; 124,91; 125,13; 126,47; 126,80; 128,85; 129,56; 129,89; 138,54 146,60
(Car); 146,63; 148,35; 152,26; 168,99 (C=N); 174,72 (C=0).

IR (KBr), viem™: 3352,16-3192,32 (NH); 2731,38-2939,88 (CH); 1681,48 (C=0).

Nustatyta, %: C 75,47, H 7,41; N 14,57;

Apskaiciuota, C18H21N30, %: C 73,19; H 7,17; N 14,23;
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N ‘-[1-(tiofen-2-il)etilden]- 3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5c)

|
[j\ N
N/\)J\/\
H

C16H19N3OS /
301,41 g mol™!

TZ

0,67 g (3 mmol) atitinkamo propanhidrazido (3) ir 0,30 g (3,1 mmol, 0,29 ml) 2-acetiltiofeno istirpinti
20 ml MeOH. | misinj jlaSintas katalitinis kiekis acto ruigsties. ISkritusios nuosédos nufiltruotos,
praplautos metanoliu, perkristalizuotos i§ metanolio. ISeiga: 0,65 g (62 %). Lyd. t. 114-116 °C.

IH BMR (400 MHz, DMSO-ds, Z/E izomery misinys, 40/60). § (m.d.): 2,11 (s, 3H, CH3Ar); 2,22 (s,
3H, CHa); 2,54 (t, J = 6,8 Hz, 0,8H, CH2CO); 2,83 (t, J = 7,1 Hz, 1,2H, CH,CO); 3,28 (kv, 2H, J =
7,3 Hz, J = 15,4 Hz, CHaNH); 5,21 (s, 1H, NH); 6,50 (M, 2H, Har); 6,94 (m, 3H, CHar); 7,44 (m,
2H, Har); 10,40 (s, 1H, CONH).

13C BMR (101 MHz, DMSO-de). 5 (m.d.): 14,32; (CHsAr); 20,50 (CHs); 33,05 (CH.CO); 34,44
(CH2NH); 112,82; 124,93; 127,79; 128,50; 129,11: 129,92; 143,82; 144,96 (Ca,): 146,62; 149,06;
168,55 (C=N); 174,30 (C=0).

IR (KBr), v em'’: 3348,65-3103,78 (NH); 2733,52-2940,41 (CH); 1683,88 (C=0).

Nustatyta, %: C 64,38; H 6,53; N 14,15;
Apskaiciuota, C16H19N30S, %: C 63,76; H 6,35; N 13,94;

N ‘-(1-fenilpropilden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5d)

\©\ O
N
N/\)J\N/ A

H H
C19H23N30
309,41 g mol’!

0,67 g (3 mmol) atitinkamo propanhidrazido (3) ir 0,42 g (3,1 mmol, 0,42 ml) propionfenono istirpinti
20 ml MeOH. Iskritusios nuosédos nufiltruotos, praplautos metanoliu, perkristalizuotos i§ metanolio.
ISeiga: 0,19 g (18 %). Lyd. t. 116-118 °C

IH BMR (400 MHz, DMSO-ds, Z/E izomery misinys, 40/60), & (m.d.): 0,98 (t, 3H, J = 7,5 Hz,
CH,CHs); 2,11 (s, 3H, CHsAr); 2,59 (t, J = 6,8 Hz, 0,8H, CH,CO); 2,74 (kv, J = 7,6 Hz, J = 14,4 Hz,
2H, CH,CHa); 2,91 (t, J = 7,2 Hz, 1,2H, CH2CO); 3,28 (kv, 2H, J = 6,8 Hz, J = 13,2 Hz, CHoNH):;
5,23 (s, 1H, NH); 6,47-6,84 (m, 4H, Ha); 7,37-7,71 (m, 5H, Har); 10,52 (s, 1H, NH).
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13C BMR (101 MHz, DMSO-de). & (m.d.): 11,18 (CH3CH>); 19,66 (CH3CH>); 20,50 (CHsAr); 33,07
(CH2CO); 34,53 (CH2NH); 112,83; 113,07; 124,90; 125,25; 126,54; 128,99; 129,54; 129,89; 137,33;
146,62 (Car); 152,62; 156,17 (C=N); 169,12; 174,84 (C=0).

IR (KBr), vem™: 3388,12-3185,47 (NH); 2732,93-2976,99 (CH); 1652,11 (C=0).

Nustatyta, %: C 73,32; H 7,58; N 13,49;
Apskaiciuota, C19H23N30, %: C 73,76; H 7,49; N 13,58;

N‘-[1-(3-aminofenil)etilden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5e)

I
[ j\ N
H H

C15H2oN,0
310,40 g mol!

H,N

0,67 g (3 mmol) atitinkamo propanhidrazido (3) ir 0,42 g (3,1 mmol) 3-aminoacetofenono istirpinti
20 ml MeOH. Iskritusios nuosédos nufiltruotos, praplautos metanoliu, perkristalizuotos i§ metanolio.

ISeiga: 0,41 g (38 %). Lyd. t. 118-120 °C.

'H BMR (400 MHz, DMSO-dg, Z/E izomery misinys, 40/60), § (m.d.): 2,11 (s, 3H, CH3Ar); 2,13 (s,
3H, CHg); 2,55 (t, J = 6,8 Hz, 0,8H, CH»CO); 2,88 (t, 1,2H, J = 7,2 Hz, CH.CO); 3,28 (t, 2H, J = 6,0
Hz, J=12,4 Hz, CH2NH); 5,20 (s, 1H, NH); 6,49-7,16 (m, 8H, Ha, ar); 6,95 (s, 2H, NH>); 10,28 (s,
0,6H, NH); 10,33 (s, 0,4H, NH).

13C BMR (101 MHz, DMSO-ds), 5 (m.d.): 14,17 (CHs); 14,67; 20,51 (CHsAr); 33,08 (CH2CO); 34,53
(CH2NH); 112,17; 112,88; 114,73; 115,49; 115,79; 124,97; 129,35; 129,93; 139,31; 146,58; 148,75;
149,13 (Ca,); 153,11; 168,81 (C=N): 174,61 (C=0).

IR (KBr), v/em™: 3460,84-3223,67 (NH); 2731,87 —2968,71 (CH); 1643,55 (C=0).
Nustatyta, %: C 69,86; H 7,32; N 18,11,

Apskaiciuota, C18H22N40O, %: C 69,65; H 7,14; N 18,05;

Junginiy 7a-7g sintezé vykdyta pagal toliau apibtidintg metodika:

Junginiui 3 reaguojant su aldehidais metanolyje, maiSant virimo temperatiiroje 24 val., susidaré
atitinkami hidrazono dariniai. Reakcijos eiga buvo sekta plonasluoksne chromatograma. Po reakcijos
1 miSinj buvo jpilta distiliuoto vandens. ISkrit¢ nuosédos nufiltruotos, praplautos metanoliu,
perkristalizuota i§ metanolio.
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N‘-(furan-2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7a)

|
[ j\ N
H H

Ci5H17N30;
271,32 g mol™!

0,5 g (2,5 mmol) hidrazido (3) ir 0,25 g (2,6 mmol, 0,22 ml) 2-furaldehido istirpinti 20 ml MeOH. |
misin] jlaSintas katalitinis kiekis acto rugsties. ISkritusios nuosédos nufiltruotos, praplautos
metanoliu, perkristalizuotos i§ DMF ir vandens miSinio. ISeiga: 0,33 g (47 %). Lyd. t. 131-133 °C

'H BMR (400 MHz, DMSO-ds, Z/E izomery misinys, 40/60), & (m.d.): 2,13 (s, 3H, CHz3); 2,43 (t,
0,8H,J=7,0 Hz, CH2CO); 2,80 (t, 1,2H, J = 7,2 Hz, CH.CO); 3,27 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH2NH); 5,33
(s, 1H, CHzNH); 6,48-6,59 (m, 3H, Har, ar); 6,80-6,89 (m, 3H, Har, ar); 7,78 (S, 1H, Har) 7,87 (5,
0,6H, CH); 8,03 (s, 0,4H, CH); 11,24 (s, 0,6H, NH); 11,35 (s, 0,4H, NH).

13C BMR (101 MHz, DMSO-ds). 5 (m.d.): 20,26 (CHs); 32,36 (CH.CO); 34,38 (CH2NH); 112,30;
112,49; 113,45; 124,40; 129,60; 133,33 (CH); 136,22; 145,00; 146,41; 149,36 (Ca); 149,52; 167,65
173,21 (C=0).

IR (KBr), v/em™: 3340,70-3122,36 (NH); 2953,17-2862,71 (CH); 1665,51 (C=0).
Nustatyta, %: C 67,04; H 6,38; N 13,63;
Apskaiciuota, C15H17N302, %: C 66,40; H 6,32; N 15,49;

N ‘-fenilden-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7b)

\©\ O
N
N/\)J\N/ AN

H H
Ci7H19N30
281,36 g mol™!

0,5 g (2,5 mmol) hidrazido (3) ir 0,28 g (2,6 mmol, 0,27 ml) benzaldehido istirpinti 20 ml MeOH.
Iskritusios nuosédos nufiltruotos, praplautos metanoliu, perkristalizuotos i§ DMF ir vandens misinio.
ISeiga: 0,35 g (48 %). Lyd. t. 165-167 °C

'H BMR (400 MHz, DMSO-ds, Z/E izomery miginys, 40/60), & (m.d.): 2,13 (s, 3H, CHz3); 2,47 (t,
0,8H, J=7,0 Hz, CH,CO); 2,88 (t, 1,2H, J = 7,2 Hz, CH>CO); 3,29 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,NH); 5,35
(s, 1H, NH); 6,51 (d, 2H, Har); 6,89 (d, 2H, Har); 7,41-7,65 (m, 5H, Har); 8,00 (s, 0,6H, CH); 8,14
(s, 0,4H, CH); 11,30 (s, 0,6H, NH); 11,42 (s, 0,4H, NH).
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13C BMR (101 MHz, DMSO-de). & (m.d.): 20,26 (CH3Ar); 32,37 (CH,CO); 34,38 (CH,NH); 112,46;
124,41; 126,85; 127,19; 128,98; 129,59; 129,95 130,16; 134,43 (Ca:): 134,39; 143,19 (CH=N);
146,44; 167,74: 173,38 (C=0).

IR (KBr), v/icm™: 3334,45-3062,34 (NH); 2857,74-2967,03 (CH); 1665,52 (C=0).

Nustatyta, %: C 72,94; H 7,01; N 14,97,
Apskaiciuota, C17H19N30, %: C 72,57; H 6,81; N 14,94,

N ‘-(tiofen-2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7c)

\O\ O
N

H H
C,5H;7N;0S

/
287,38 g mol’! S

0,5 g (2,5 mmol) hidrazido (3) ir 0,29 g (2,6 mmol, 0,24 ml) tiofen-2-karboksaldehido istirpinti 20
ml MeOH. | misinj jlasintas katalitinis kiekis acto rugsties. ISkritusios nuosédos nufiltruotos,
praplautos metanoliu, perkristalizuotos i§ DMF ir vandens misinio. I$eiga: 0,49 g (66 %). Lyd. t. 187—
189 °C

IH BMR (400 MHz, DMSO-ds, Z/E izomery misinys, 40/60), 5 (m.d.): 2,13 (s, 3H, CHa); 2,43 (t, J
= 6,8 Hz, 0,8H, CH,CO): 2,80 (t, J = 7,2 Hz, 1,2H, CH,CO): 3,28 (t, J = 7,4 Hz, 2H, CHoNH); 5,32
(s, 1H, CH2NH); 6,51 (d, 2H, Hay); 6,89 (t, J = 7,6 Hz, 2H, Ha); 7,10 (d, 1H, Har): 7,37 (d, 1H, Has);
7,60 (t, J = 4,4 Hz; 1H, Har); 8,18 (s, 0,6H, CH); 8,35 (s, 0,4H, CH); 11,27 (s, 0,6H, NH); 11,36 (s,
0,4H, NH).

13C BMR (101 MHz, DMSO-de). & (m.d.): 20,26 (CHs); 32,37 (CH2CO); 34,38 (CH2NH); 112,45;
124,40 (CH); 128,10; 128,41; 128,89; 129,62; 130,42; 130,90; 138,45; 139,06; 141,50; 146,42 (Car);
167,56; 173,00 (C=0).

IR (KBr), v/cm™: 3346,63-3098,82 (NH); 2854,96-2972,21 (CH); 1664,00 (C=0).

Nustatyta, %: C 62,44; H 6,06; N 15,22;

Apskaiciuota, C1sH17N30S, %: C 62,69; H 5,96; N 14,62;
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N ‘-(2-hidroksifenilden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7d)

\QA)CL AN

N N
H H
OH
Ci7H19N30,
297,36 g mol’!

0,5 g (2,5 mmol) atitinkamo propanhidrazido (3) ir 0,32 g (2,6 mmol, 0,28 ml) salicilbenzaldehido
iStirpinti 20 ml MeOH. I8kritusios nuosédos nufiltruotos, praplautos metanoliu, perkristalizuotos i$
DMF ir vandens miSinio. ISeiga: 0,47 g (61 %). Lyd. t. 202-204 °C

IH BMR (400 MHz, DMSO-ds, Z/E izomery misinys, 40/60), 5 (m.d.): 2,13 (s, 3H, CHs); 2,49 (t,
1,2H, J = 6,8 Hz, CH,CO); 2,85 (t, 0,8H, J = 7,4 Hz, CH2CO); 3,31 (t, 2H, J = 6,8 Hz, J = 12,4 Hz,
CH;NH); 5,35 (s, 1H, NH); 6,49-7,62 (m, 8H, Har, ar); 8,29 (5, 0,4H, CH); 8,34 (s, 0,6H, CH); 10,18
(s, 0,4H, OH): 11,20 (s, 0,6H, NH); 11,29 (s, 0,4H, NH); 11,66 (s, 0,6H, OH).

13C BMR (101 MHz, DMSO-de). & (m.d.): 20,26 (CH3); 32,33 (CH2CO); 34,16 (CH2NH); 112,53;
116,53; 118,74; 119,55; 120,24: 124,41; 124,54; 126,79; 129,60; 131,49; 141,25; 146,37 (Ca);
146,92 (CH=N); 156,52; 157,47; 167,53; 172,96 (C=0).

IR (KBr), v/em!: 3337,65-3070,28 (NH); 2948,60 (OH); 2860,68 (CH); 1663,42 (C=O0).

Nustatyta, %: C 68,23; H 6,53; N 14,02,
Apskaiciuota, C17H19N302, %: C 68,67; H 6,44; N 14,13;

N ‘-(4-nitrofeniliden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7e)

\QA)CL/N\

N N
H H
Cy7H3N405
326,36 g mol’!

NO,

0,5 g (2,5 mmol) atitinkamo propanhidrazido (3) ir 0,39 g (2,6 mmol) 4-nitrobenzaldehido istirpinti
20 ml MeOH. Iskritusios nuosédos nufiltruotos, praplautos metanoliu, perkristalizuotos i§ DMF ir
vandens miSinio. ISeiga: 0,47 g (55 %). Lyd. t. 179-181 °C

IH BMR (400 MHz, DMSO-ds, Z/E izomery misinys, 40/60), 5 (m.d.): 2,12 (s, 3H, CHa); 2,51 (t,
0,8H, J = 6,6 Hz, CH2CO); 2,91 (t, 1,2H, J = 7,0 Hz, CH,CO); 3,30 (t, 2H, J = 7,2 Hz, J = 14,4 Hz,
CH:NH); 5,34 (s, 1H, NH); 6,50, 6,88 (2d, 4H, Ha); 7,83-7,92 (m, 2H, Har); 8,05 (s, 0,6H, CH);
8,21 (M, 2H, Har); 8,26 (s, 0,4H, CH): 11,58 (s, 0,6H, NH); 11,71 (s, 0,4H, NH).
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3C BMR (101 MHz, DMSO-ds). & (m.d.): 20,24 (CHsAr); 32,16 (CH2CO); 34,42 (CH,NH); 112,45;
112,53; 124,16; 124,41; 124,54; 127,70; 128,08; 129,59; 140,71 (Ca:); 143,82 (CH=N); 146,42;
147,71 168,20; 173,85 (C=0).

IR (KBr), v/icm™: 3339,51-3097,78 (NH); 2865,83 — 2982,30 (CH); 1661,26 (C=0).

Nustatyta, %: C 62,97; H5,73; N 17,34,
Apskaiciuota, C17H18N4O3, %: C 62,57; H 5,56; N 17,17;

N ‘-[(5-nitrotiofen-2-il)metilen]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7f)

\O\ O
N
N/\)j\N/ AN

H H
Cy5H 6N4O5S

332,38 g mol’! 7 s

NO,

0,5 g (2,5 mmol) atitinkamo propanhidrazido (3) ir 0,41 g (2,6 mmol) 5-nitrotiofen-2-
karboksialdehido istirpinti 20 ml MeOH. | misinj jlasintas katalitinis Kiekis acto ragsties. Iskritusios

nuosédos nufiltruotos, praplautos metanoliu, perkristalizuotos i§ DMF ir vandens miSinio. ISeiga:
0,45 g (52 %). Lyd. t. 193-195 °C

'H BMR (400 MHz, DMSO-ds, Z/E izomery misinys. 40/60). 5 (m.d.): 2,13 (s, 3H, CHs): 2,47 (t,
0,8H, J = 7,0 Hz, CH,CO): 2,83 (t, 1,2H, J = 7,2 Hz, CH2CO); 3,28 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH,NH); 5,33
(s, 1H, NH); 6,50-6,89 (2d, 4H, Har); 7,42-8,05 (m, 2H, Ha:); 8,13 (s, 0,6H, CH); 8,38 (s, 0,4H,
CH); 11,69 (s, 0,6H, NH); 11,77 (s, 0,4H, NH).

13C BMR (101 MHz, DMSO-ds). 5 (m.d.): 20,24 (CHs); 32,25 (CH,CO); 34,43 (CH2NH); 112,44;
124,46 (CH=N); 129,01; 129,61; 130,71; 136,43; 139,76; 146,32; 146,84: 150,48 (Ca); 150,86;
168,23; 173,56 (C=0).

IR (KBr). viem'™: 3403,44-3179,22 (NH); 2853,23-2966,67 (CH); 1666,57 (C=0); 1519,79, 1341,35
(NO).

Nustatyta, %: C 55,05; H 4,98; N 17,03,

Apskaiciuota, C1sH16N4O3S, %: C 54,20; H 4,85; N 16,86;
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N‘-[(2-hidroksinaftalen-1-il)metilen]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (79)

I
[ j\ N
/\)J\N/ N
H

Cy1Hy1N30,

OH
347,42 g mol’! O‘

0,5 g (2,5 mmol) hidrazido (3) ir 0,45 g (2,6 mmol) 2-hidroksi-1-naftaldehido istirpinti 20 ml MeOH.
Iskritusios nuosédos nufiltruotos, praplautos metanoliu, perkristalizuotos i§ DMF ir vandens miSinio.
ISeiga: 0,46 g (51 %). Lyd. t. 195-197 °C

TZ

'H BMR (400 MHz, DMSO-de, Z/E izomery misinys, 40/60), 8 (m.d.): 2,13 (s, 3H, CHs): 2,54 (t,
1,2H, J = 6,8 Hz, CH2CO); 2,90 (t, 0,8H, J = 7,0 Hz, CH,CO); 3,35 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CHoNH); 5,39
(s, 1H, NH); 6,53-6,90 (2d, 4H, Ha); 7,20-8,50 (m, 6H, Ha:); 8,91 (s, 0,4H, CH); 9,15 (s, 0,6H,
CH): 11,14 (s, 0,4H, NH); 11,37 (s, 0,4H, OH): 11,79 (s, 0,6H, NH); 12,66 (s, 0,6H, OH).

13C BMR (101 MHz, DMSO-de). & (m.d.): 20,25 (CH3); 32,27 (CH,CO); 34,18 (CH2NH); 108,61;
110,00; 112,54; 118,40; 119,02; 120,90; 123,73; 124,56; 127,91; 129,11: 129,61; 131,69; 132,79
(Car); 142,71; 145,31 (CH=N); 146,37; 156,93; 157,97; 167,33; 172,47 (C=0).

IR (KBr), vicm'®: 3382,74-3195,86 (NH); 2912,07, 2857,48 (OH); 1667,43 (C=0).

Nustatyta, %: C 70,78; H 6,14; N 11,94,
Apskaiciuota, C21H21N302, %: C 72,60; H 6,09; N 12,10;

1-fenil-2-{(2-[5-(fenilamino)-1,3,4-tiadiazol-2-il]etil}(p-tolil)amino)etan-1-onas (9)

\O\N/\I}\ NIjQ

C,5Hp4N4OS
428,55 g mol’!

0,31 g N-fenil-5-(2-(p-tolilamino)etil)-1,3,4-tiadiazol-2-amino (4) buvo istirpintas DMF. [ tirpala
jdéta 0,001 mol KOH, 0,001 mol K>COs ir 2-bromacetofenono (0,0011 mol, 0,219 g) ir reakcijos
miSinys maiSytas 24 val., 60 °C temperatiiroje. MiSinys buvo atveésintas, jpilta vandens, susidare
kristalai, kurie buvo filtruoti, praplauti ir dziovinti. Perkristalizuota i§ DMF ir vandens miSinio. ISeiga
0,059 (12 %). Lyd. t. 113-115 °C.

IH BMR (400 MHz, DMSO-ds, & (m.d.): 2,12 (s, 3H, CHs); 3,11 (t, J = 6 Hz, 2H, CH2); 3,33 (t, J =
6 Hz, 2H, CH,N); 5,42 (s, 2H, NCHCO); 6,50-7,54 (m, 14H, Har, ar. ar); 10,20 (s, 1H, NH).

37



C BMR (101 MHz, DMSO-ds). 5 (m.d.): 20,50 (CHs); 29,84 (CHz); 42,94 (CHy); 44,70 (CHy);
113,04; 117,73; 122,34; 129,61; 129,87; 129,99; 130,11; 133,57; 137,45; 141,15; 146,35 (Car, ar,
Ar); 158,62; 165,96; 170,64 (C=0).

IR (KBr), v/em™: 3253,83 (NH); 1513,65 (C=0).

2.3 Naujy junginiy biologiniy savybiy tyrimai
Biotechnologijos laboratorijoje atliktuose tyrimuose naudota jranga:

e Autoklavas ,,Certoclav CV-EL ;

e Centrifuga ,,Universal 320 R “;

e Laminaras ,,Telstar BV 100 *;

e Mégintuveliy purtyklé ,,Biosan BioVortex V1
e pH metras ,,Winlab “;

e Spektrofotometras ,,Shimadzu UV-1280 *;

e Svarstyklés ,,Shimadzu ATX 8400 “;

e Termostatas ,, Binder BD23 «;

e Vandens vonelé ,,Memmert .

Biologiniuose tyrimuose naudoti junginiai:

e Natrio chloridas — 10 g/L;

e Triptonas - 10,0 g/L;

® Mieliy ekstraktas — 5,0 g/L;

e Mikro agaras — 10 g/L;

e Metanolis;

e DPPH etaloninis tirpalas;

e 0,2 M Natrio fosfatinis buferis (pH = 6,6);
e 1% Ks[Fe(CN)s];

® 10 % Trichloracto riigstis;

e 0,1% FeCls3;

e 300 mM acetato buferis (pH = 3,6);

e 40 mmol/L HCI;

e 10 mmol TPTZ, istirpintas 40 mmol/l HCI;
e 20 mmol/L FeCls x 6H20;

® 2000 umol/L FeSO4 X 7H20;

e 20 mM fosfatinis buferis (pH = 7,4);

e 2mM ABTS;

e 0,17 mM Kkalio persulfatas;

e 0,066 M K/Na fosfatinis buferis;

e DMSO.
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2.3.1 Antibakterinis aktyvumas agaro difuziniu metodu

Antibakteriniams tyrimams buvo sukurti keli metodai, tarp Kuriy ir agaro difuzinis metodas [44].
Bakterijy augimui buvo paruosta 0,4 L LB terpés (2.1 lentelé). Jos pH buvo 7,2. Tyrimams naudotas
antibiotikas ciprofloksacinas (2.2 lentelé). Bakterijos buvo pasétos j terpe Petri 1ékstelése. Po 24 val.
buvo stebimas jy augimas.

2.1 lentelé. LB terpés sudétis ir paruo$imas

Terpés komponentas Koncentracija, g/l Paimtas kiekis, g
Natrio chloridas 10 4
Triptonas 10 4
Mieliy ekstraktas 5 2
Mikro agaras 10 4

2.2 lentelé. Antibiotiko naudojamas ir paruosimas

Antibiotikas Pradiné koncentracija ir Darbiné koncentracija
antibiotiko paruoSimas

Ciprofloksacinas 10 mg/ml DMSO 50 pg/ml

Agaro difuzijos metodo junginys difunduoja per agaro terpe, paséta tam tikra bakterija. Filtro
popieriaus diskas yra dedamas ant terpés 1éksteléje pavirSiaus. Jei junginiai yra antimikrobiniai, tai
aplink diska susidaro slopinimo zona. Slopinimo zonos skersmuo iSmatuojamas liniuote milimetrais.
Si zona apie diskelj apibadina antimikrobinj aktyvuma, kurj galima palyginti su kontrole ir lékstele
su antibiotiku, kuris labai stipriai slopina bakterijas (§iuo atveju — ciprofloksacinas). Tai ekonomiskas
ir efektyvus antimikrobinio aktyvumo nustatymo metodas.

Junginiai buvo uzpilti DMSO (20 mmol). Bakterijy $viesos sugertis buvo matuota 600 nm bangos
ilgyje. Ant LB terpés buvo uzpilta 50 pl bakterijy suspensijos ir uzdéti popieriniai diskai, ant kuriy
buvo lasinta po 50 pul junginiy. Vienoje Petri Ieksteléje buvo lasinta ne junginiai, o antibiotikas —
ciprofloksacinas, o kitoje nelaSinta nickas, tik pasétos bakterijos. Tada 1ékstelés buvo sudétos j
termostatg ir laikomos 37 °C temperatiiroje. Po paros buvo stebimas bakterijy augimas ir antibiotiko,
junginiy antibakterinis poveikis, kuris buvo palygintas tarpusavyje.

2.3.2 Antioksidaciniy savybiy tyrimas DPPH metodu

Tyrime antioksidacinis aktyvumas buvo jvertintas matuojant, kiek procenty stabilaus DPPH radikalo
neutralizuoja junginiai.

Tyrimui atlikti paruostas 20 mmol junginio tirpalas. Etaloninis DPPH tirpalas paruostas 0,0024 g
DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml talpos matavimo kolboje. Palyginamasis tirpalas
paruostas i§ 1 ml DMSO, 1 ml DPPH etaloninio tirpalo. Tiriamasis tirpalas paruoStas | mégintuvelj
ipilant 1 ml paruosto ekstrakto ir 1 ml DPPH etaloninio tirpalo. Mégintuvélio turinys buvo sumaisytas
ir po 15 minuciy laikymo tamsoje iSmatuota tirpalo Sviesos sugertis. DPPH metode palyginamojo ir
tirlamyjy tirpaly Sviesos sugertis matuota 515 nm bangos ilgyje [45]. Antioksidacinés augaly
ekstrakty savybés apskaiciuotos pagal (2.1 formule:
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Ap—Ay

(T) X 100 %, (21)

¢ia A — palyginamojo tirpalo Sviesos sugertis; Aa — tiriamojo tirpalo Sviesos sugertis.
2.3.3 Antioksidaciniy savybiy tyrimas ABTS metodu

ABTS"" yra mélynai zalios spalvos katijonas, kuris praranda spalvg esant antioksidantui, todél pagal
spalvos pokytj spektrofotometriskai galima nustatyti junginiy antioksidacinj aktyvuma.

Tyrimui atlikti reikalingas 2 mM ABTS tirpalas buvo paruostas taip: 2 mM ABTS sumaisyta su 0,17
mM kalio persulfatu, kuris istirpintas 20 mM fosfatiniame buferyje (pH = 7,4) ir laikytas per naktj. |
0,5 ml junginio tirpalg jpilta 1,7 ml fosfato buferio (20 mM) ir 0,3 ml praskiesto ABTS tirpalo.
Tusc¢ias bandinys buvo fosfato buferis (20 mM). ABTS metode Sviesos sugertis nustatyta 734 nm
bangos ilgyje [46].

Antioksidacinis aktyvumas nustatytas pagal 2.2 formulg:

%, slopinimas = (A':;AA) x 100 (3.2)

B

¢ia Ap — praskiesto ABTS tirpalo Sviesos sugertis; Aa — tiriamojo augaly ekstrakto Sviesos sugertis.
2.3.4 Antioksidaciniy savybiy tyrimas FRAP metodu

Sis metodas nustato augalo redukuojan¢ias savybes, kuris paremtas gelsvo Fe**-TPTZ pavirtimu j
Fe?*-TPTZ (mélyna spalva) 593 nm bangos ilgyje esant Zemam pH. FRAP metodas skiriasi nuo
ABTS tuo, kad atliekamas esant neutraliam pH, o véliau riigstinémis (pH = 3,6) salygomis.

Tyrimui FRAP reagentas buvo paruostas i§ 50 ml 300 mM acetato buferio, 5 ml TPTZ ir 5 ml 20
mmol/l FeClz x 6H20. Méginiai (20 pL méginio ir 80 uL. DMSO) sumai$yti su 3 ml FRAP reagentu.
Kalibravimo kreivés paruoSimui FeSO4 X 7H20 (5, 10, 15, 20, 25, 30 umol/L) tirpalai sumai$yti su 3
ml FRAP reagentu ir praskiesti iki 10 ml distiliuotu vandeniu. Tus¢ias kalibravimo kreivés méginys
buvo 3 ml FRAP ir 7 ml H20. Tirpalai matuoti spektrofotometru 593 nm bangos ilgyje [47].

2.3.5 Antioksidaciniy savybiuy tyrimas redukciniu metodu

1 0,5 ml junginiy méginius supilta 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio bei 1,25 ml 1 % Ksz[Fe(CN)e].
Méginiai sumaisyti ir inkubuoti 50 °C temperatiiroje 20 min. Po to j juos pridéta 1,25 ml 10 %
trichloracto raigSties ir méginiai buvo vél sumaiSyti. Tada 1,25 ml tirpalai sumaiSyti su 1,25 ml
distiliuoto vandens ir 0,25 ml 0,1 % FeCls. 10 ml FeCls tirpalo gaminimas: 0,01 g FeClz uzpilta 10
ml distiliuoto vandens ir sumaiSyta. TusCias méginys: 1 ml 0,2 M fosfatinio buferio ir 1,0 ml 1%
Ks[Fe(CN)s]. Méginiai iSmatuoti 700 nm bangos ilgyje. Didesné $viesos sugertis parodo didesnes
redukcines savybes [48].
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Siame darbe pradinis junginys buvo pasirinktas 3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (3), kuris buvo
sintetintas pagal literatiiroje rastg metodikg [42].

CH3COOH, tyanp,
H,N

H,N—NH, ,
CH,CH,0H

\CL |
NH
3

3.1 schema. 3-(p-tolilamino)propanhidrazido sintezé

Pagal jg, reakcija, siekiant gauti 3-(p-tolilamino)propanhidrazidg (3) susidaré i§ dviejy etapy.
Pirmame p-toluidinas buvo iStirpintas acto ragStyje maiSant magnetine maiSykle kambario
temperatiiroje. Jam istirpus buvo pridéta metilakrilato, kad biity gautas atitinkamas esteris. Antrame
etape, 1 §] esterj buvo pridéta hidrazinhidrato ir etanolio vél viskg maiSant magnetine maiSykle iki kol
susidaré 3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (3) (3.1 schema). Struktiira buvo patvirtinta BMR
tyrimais. Spektre buvo matomi junginiui specifiniai signalai. *H BMR spektre buvo matomi du
papildomi signalai 5,10 m. d. ir 9,10 m. d. (NH2 ir NH grupiy). Taip pat matomi fragmentai: CH3
grupé ties 2,11 m. d., CH>CO ties 2,27 m. d., NHCH ties 3,18 m. d. Siq grupiy signalai, matomi
spektre, jrodé, kad reakcija jvyko ir i§ atitinkamo esterio buvo gautas hidrazidas, kuris buvo
pasirinktas kaip pradinis junginys naujy junginiy sintezei.

3-(p-tolilamino)propanhidrazida veikiant tioizocianatais metanolyje, galima gauti semikarbazidus,
kuriuos veikiant koncentruota sieros riigstimi — 1,3,4-tiadiazolus [43].

JOPETRLENIIN RN T

MeOH, 1 val. \O
konc. H,SO,
\@\ 20 min
C
N&
MeOH, 2 val.
eOH, 2 va N’N\
/\JI\ >\ N
N S
H
\©\ 4

3.2 schema. Semikarbazidy ir N-fenil-5-[2-(p-tolilamino)etil]-1,3,4-tiadiazol-2-amino sintezés

S
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3-(p-tolilamino)propanhidrazidas buvo naudotas semikarbazidy (3-1 ir 3-2) sintezei (3.2 schema). 3
junginj iStirpinus metanolyje ir jlasinus 4-metilfenilizotiocianato, 60 °C temperatiiroje, po dviejy
valandy susidaré balti kristalai — N-(p-tolil)-2-[3-(p-tolilamino)propanoil]hidrazin-1-karbotioamidas
(3-2), kurie buvo nufiltruoti, praplauti metanoliu ir i8dziovinti.  N-fenil-2-[3-(p-
tolilamino)propanoil]hidrazin-1-karbotioamidas (3-1) buvo gautas 3 junginj istirpinus metanolyje ir
1§ 1éto lasinant fenilizotiocianatg ir miSinj maiSant 60 °C temperatiiroje. Po valandos susidaré¢ baltos
nuosédos, kurios buvo nufiltruotos, praplautos metanoliu, padaryta plonasluoksné chromatograma,
kuri parodé, kad susidaré naujas junginys, o pradinio junginio miSinyje nebebuvo. N-fenil-2-[3-(p-
tolilamino)propanoil]hidrazin-1-karbotioamidas (3-1) buvo nufiltruotas §iltas, kristalai i§dziovinti.
Sis junginis toliau buvo naudojamas N-fenil-5-[2-(p-tolilamino)etil]-1,3,4-tiadiazol-2-amino (4)
sintezei su koncentruota sieros rigstimi. Reakcija vyko greitai (20 min) ir buvo stabdoma jpilant
vandens, tada susidaré baltos nuosédos, kurios buvo filtruotos, plautos distiliuotu vandeniu ir
dziovintos, o 4 junginys susidaré didele iSeiga (99 %). N-fenil-5-[2-(p-tolilamino)etil]-1,3,4-
tiadiazol-2-aminas (4) buvo naudojamas tolimesniuose N-alkilinimo tyrimuose ir naujy skirtingai
pakeisty tiadiazolo junginiy sintezéje. Jo struktiira buvo patvirtinta BMR tyrimais. *H BMR spektre,
lyginant su 3 junginio, aromatinéje dalyje buvo galima matyti multipleta, kuris rodé 9H signalus,
kurie priklauso dvejy aromatiniy ziedy protonams 4 junginio strukttiroje.

3.1 3-(p-tolilamino)propanhidrazido kondensacija su aromatiniais ketonais

Hidrazidus kondensuojant su ketonais, yra gaunami skirtingai pakeisti hidrazonai. Kadangi 5a-5e
junginiai buvo tirpiis metanolyje, todél buvo perkristalizuoti i Sio tirpiklio.

. 0 O
N N/NHz R’ R virimo temp., 24 val. H H \r
H 3 H

4a-4e Sa-Se

5b,d,e: CH;OH
Sa,c: CH;0H, CH;COOH (kat.)

Junginio nr. 5a 5b 5¢ 5d 5e
R -CH3 -CH3 -CHj3 -C2Hs -CHs
“n
« 51514585
— — H,N
ISeiga 28 % 70 % 62 % 18 % 38 %

3.3 schema. N'-[1-(furan-2-il)etilidien]-3-(p-tolilamino)propanhidrazido sintezé

Buvo vykdomos kondensacijos reakcijos su 3-(p-tolilamino)propanhidrazidu (3) ir jvairiais ketonais
metanolyje, miSinio virimo temperatiiroje (3.3 schema). Gauty hidrazony struktiiros buvo patvirtintos
13C, IH BMR, IR ir mikroanalizés tyrimais.
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3.1 pav. N'-[1-(furan-2-il)etiliden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazido *H BMR spektras

Lyginant su pradinio junginio spektru, N'-[1-(furan-2-il)etiliden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazido
(5a) struktiira buvo atpazinta i§ *H BMR spektre atsiradusio multipleto ties 6,50-7,70 m. d., Kuris
priklauso dviejy aromatiniy sistemy protono signalams (3.1 pav.) bei atsiradusiy smailiy *C BMR
spektre (111,47-129,91 m. d.). Taip pat spektre matomas ne tik CH3 signalas ties 2,11 m. d., bet ir
dar vienas — ties 2,13 m. d. Pagal *H BMR spektra galima matyti, kad susidaré Z ir E izomery miginys

(40/60), nes NH grupés vandenilis rodo du singletus. Taip pat IR spektre buvo matoma C=0 smailé
1638,16 cm™.
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3.2 pav. N'-(1-feniletiliden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazido (5b) FT-IR spektro fragmentas

N'-(1-feniletiliden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazida (5b) pavyko identifikuoti taip pat i§ BMR, IR
spektry, mikroanalizés. 'H BMR spektre matyti naujai atsirades multipletas silpnesniy lauky puséje
(7,36-7,73 m. d.), kuris priklauso naujai atsiradusios aromatinés sistemos protonams, taip pat 2,21
m. d. atsirado dar vienas singletas, kuris priklauso naujai atsiradusiai CHs grupei. **C BMR spektre
matyti papildomos smailés 112,84-138,54 m. d. Todél buvo galima atpazinti, kad susidaré
hidrazonas. Taip pat matyti, kad junginys yra Z ir E izomery misinys, kuriame vyrauja E izomeras
(santykis 40/60), nes NH vandenilis parodé du singletus ties 10,40 m. d. ir 10,44 m. d. IR spektre
buvo matoma stipri absorbcijos smailé 1681,48 cm™ bei NH grupiy smailés: 3085,53-3352,16 cm*
(3.2 pav.).

N'-[1-(tiofen-2-il)etilden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5¢) buvo gautas i$ pradinio junginio (3)
ir 2-acetiltiofeno pagal anks¢iau apraSytg metodika, o jo struktiira buvo patvirtinta atlikus BMR
tyrimus. *H BMR spektre matyti multipletas 6,94 m. d., kuris jrodo tiofeno prisijungima prie
hidrazido susidarant atitinkamam hidrazonui. Taip pat papildomas smailes galima pastebéti °C BMR
spektre (112,82-129,92 m. d.), kurie priklauso aromatiniams C atomams. Taip pat metilo grupés prie
aromatinio ziedo C atomas matomas ties 14,32 m. d., 0 naujai atsirades metilo C signalas ties 20,50
m. d., pagal kurias galima identifikuoti, kad susidaré norimas hidrazonas. Taip pat matomi anglies
signalai ties 33,05 m. d. (CH2CO) ir 34,44 m. d. (CH2NH). I§ *H BMR buvo nustatyta, kad susidaré
Z/E izomery miSinys (santykis 40/60), nes spektre matomi du tripletai, kurie priklauso CH.CO
vandenilio signalams ties 2,54 m. d. (0,8H) ir 2,83 m. d. (1,2H). IR spektre 3348,65-3103,78 cm™
smailés priklauso amino grupéms, o 1683,88 cm™ — C=0 grupei.
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3.3 pav. N'-(1-fenilpropilden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazido (5d) FT-IR spektras

N'-(1-fenilpropilden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5d) buvo gautas sintetinant hidrazida su
aromatiniu ketonu — propionfenonu. Susidarusio junginio struktiirg buvo galima nustatyti ir palyginti
su pradinio junginio BMR metodu. *H BMR spektre stipresniy lauky puséje matyti naujas tripletas
ties 0,98 m. d., kuris atitinka -CCH>CHs metilo grupés protonus. Taip pat -CCH2CH3 (CH2 grupés)
protoninius signalus galima pastebéti tame paciame spektre kaip kvarteta ties 2,74 m. d.. Aromatinéje
dalyje spektre naujai pastebéti protoniniai signalai (multipletas 7,37-7,71 m. d.), kurie priklauso
naujo aromatinio Ziedo aromatiniams protonams. Sio junginio spektre pastebéta, kad NH protoninis
signalas Siek tiek pasislinkes silpnesniy lauky puséje (10,52 m. d.) lyginant su pradinio junginio
signalu. Vandeniliniame spektre matyti, kad susidaré Z/E izomery miSinys santykiu 40/60, nes
matomi CH>CO du tripletai ties 2,59 m. d. (0,8H) ir 2,91 m. d. (1,2H). IR spektre matyti ryski
absorbcijos smailé 1652,11 ecm™, kuri priklauso C=0 grupei (3.3 pav.) bei amino grupiy smailés
3185,47-3388,12 cm™™,

Hidrazidg (3) kondensuojant su 3-aminoacetofenonu, susidaré N'-[1-(3-aminofenil)etilden]-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (5e). Strukttra buvo patvirtinta BMR, IR, mikroanalizés tyrimais.
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3.4 pav. N'-[1-(3-aminofenil)etilden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazido *H BMR spektras

Naujai atsirades CHz protoninis signalas atsirado ties 2,13 m. d. (3.4 pav.). Taip pat aromatinéje dalyje
matomi naujai atsiradusio aromatinio ziedo papildomi keturi protonai (6,49-7,16 m. d.), o aromatinés
amino grupés signalas buvo matomas kaip singletas ties 6,95 m. d.. IS spektro matyti, kad susidaré
Z/E izomery misinys, santykiu 40/60, nes CH2CO protonai rodé du tripletus ties 2,55 m. d. (0,8H) ir
2,88 m. d. (1,2H). 13C BMR spektre aromatinéje dalyje be pradinio junginio aromatinio Ziedo anglies
signaly matyti dar papildomai $esi nauji anglies signalai (112,17-139,31 m. d.), taip pat C=N grupés
anglies signalas ties 168,81 m. d.. Taip pat matomas papildomas anglies signalas naujai atsiradusios
CHs (14,17 m. d.) grupés anglies atomo, kas jrodo susidariusio 5e junginio struktiirg. IR spektre
keturios absorbcijos smailés, kurios priklauso amino grupéms struktiiroje: 3460,84 cm™, 3410,81 -
3223,67 cm™. C=0 grupés absorbcijos smailé yra ties 1643,55 cm™,
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3.2 3-(p-tolilamino)propanhidrazido kondensacija su aromatiniais aldehidais

Hidrazidui (3) reaguojant su aldehidais buvo taip pat gauti hidrazonai (7a—7g). Kadangi Sie junginiai

buvo netirptis metanolyje, izopropanolyje, acetone, o tirpo DMF, todé¢l perkristalizuoti buvo i§ DMF
ir vandens misSinio.

o ° RO
+ )J\ > N /\)J\ N~ N\
N N _NH, H R virimo temp.,24 val. H W
H 3 H R

H
Ta-7
6a-6g g
7b,d,e,g: CH;O0H
7a,c,f: CH;OH, CH;COOH (kat.)
Junginio nr. 7a 7b 7c 7d Te 7f 79
wr VA% S Y i oy
OH 7 OH
< | &S E |59
= = NO, NO,
ISeiga 47 % 48 % 66 % 61 % 55 % 52 % 51 %

3.4 schema. N’-(furan-2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazido ir N’-(tiofen-2-ilmetilen)-3-(p-
tolilamino)propanhidrazido sintezé

N’-(furan-2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7a) buvo gautas pradinj junginj 3 veikiant
2-furaldehidu metanolyje, jlasinant katalitinj kiekj acto rugsties (3.4 schema). Gauta 47 % iSeiga
reakcijai vykus 24 val. Reakcijos eiga buvo stebima plonasluoksne chromatograma, o jai jvykus, buvo
jpilta vandens. Reakcijg atliekant trumpiau, gauty kristaly kiekis buvo mazesnis. Nustatyta lydymosi

temperatiira intervale 131-133 °C. Junginio struktiira patvirtinta **C, 'H BMR, IR ir mikroanalizés
metodais.
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3.5 pav. N’~(furan-2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazido *H BMR spektro fragmentas

Lyginant su pradinio junginio protoniniu spektru, papildomai buvo rasti ir identifikuoti nauji signalai.
Du singletai ties 7,87 m. d. ir 8,03 m. d. buvo priskirti CH grupés protonui hidrazono struktiiroje. Du
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singletai ties 11,24 m. d. ir 11,35 m. d., kurie priklauso NH grupés protonui (3.5 pav.). Sie atvejai
rodo, kad susidaré Z/E izomery misinys santykiu 40/60. Taip pat 7a junginio strukttra pasitvirtino
dél protoniniy signaly aromatinéje srityje, joje atsirado trys nauji signalai intervale 6,48-7,78 m. d.,
jie priklauso heterociklinio fragmento trims protonams. 13C BMR spektre taip pat buvo rasta poky¢iy.
Nauji signalai aromatinéje dalyje, kurie priklauso heterociklo anglies atomams 7a junginyje: 112,30
m. d., 113,45 m. d., 145,00 m. d. ir 149,36 m. d. Gauti mikroanalizés rezultatai buvo labai artimi
apskaiciuotiems, todél tai dar kartg jrodé 7a junginio struktiirg. Atlikus IR analizg, junginio strukttrai
buvo priskirta C=0 grupé (1665,51 cm™) ir amino grupiy smailés (3340,70-3122,36 cm™).
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3.6 pav. N'-fenilden-3-(p-tolilamino)propanhidrazido (7b) FT-IR spektras

N'-fenilden-3-(p-tolilamino)propanhidrazidui (7b) gauti, reakcija buvo vykdyta su benzaldehidu
metanolyje miSinio virimo temperatiiroje maiSant magnetine maiSykle. Reakcijos pabaiga aptikus
plonasluoksne chromatograma, ji buvo sustabdyta ir | miSinj jpilta vandens. ISkritusios nuosédos buvo
filtruotos, praplautos ir perkristalizuotos. Struktiira buvo patvirtinta analitiniais tyrimais — BMR (*H
ir 13C). Gauti spektrai buvo lyginami su pradinio junginio — hidrazido spektru. Protoniniame spektre
buvo matyti naujai atsiradusi CH grupei priklausanti smailé ties 8,00-8,14 m. d. Taip pat matyti, kad
aromatingje srityje atsirado naujy signaly, kuriuos galima priskirti naujam aromatiniam Ziedui
hidrazono strukttiroje — multipletas ties 7,41-7,65 m. d. Protoniniame spektre buvo galima matyti po
du CH ir NH signalus, i$ kuriy santykio buvo nuspresta, kad susidaré Z/E izomery misinys (40/60).
13C BMR analizé dar kartg patvirtino gauto naujo junginio struktiirg dél naujai atsiradusiy signaly
aromatinéje srityje, kuriuos galima priskirti naujam Ziedui hidrazone, ir susiformavusios CH=N
jungties ties 143,19 m. d. IR analizé parodé ryskia sugerties juosta 1665,52 cm™ (C=0) ir tris amino
grupéms priklausanéias sugerties juostas: 3334,45-3062,34 cm™ (3.6 pav.).

N’-(tiofen-2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7c) buvo gautas pradinj junginj veikiant
tiofen-2-karboksaldehidu, pridedant katalitinj kiekj acto rigsties. Susidaré balti kristalai 66 % iSeiga,
kuriy lydymosi temperatiira nustatyta intervale 187—189 °C. Junginio struktiira patvirtinta 3C, *H
BMR, IR ir mikroanalizés tyrimais. *H BMR spektre buvo pastebéti nauji singletai 8,18 m. d. ir 8,35
m. d., kurie priklauso CH grupés hidrazone protonui, taip pat 11,27 m. d. ir 11,36 m. d., kurie
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priklauso NH grupés protonui. I$ Sio spektro buvo nustatyta, kad susidaré Z/E izomery miSinys
santykiu 40/60. Taip pat junginio struktiira patvirtino signalai aromatinéje dalyje — trys protonai
intervale 7,10-7,60 m. d., kurie priklauso heterociklinio Ziedo protonams. 3C BMR spektre buvo
pastebéti nauji signalai 124,40 m. d., 128,10 m. d., 128,41 m. d., 130,42 m. d., 146,42 m. d., kurie
priklauso atitinkamai CH grupés ir heterociklinio ziedo anglies atomams, o 173,00 m. d. — C=0
grupei. Atlikus IR analize, pastebéta ryski sugerties juosta ties 1664,00 cm™, kuri priklauso C=0
grupei. Mikroanalizés rezultatai buvo labai artimi apskai¢iuotiems, todél $iuo tyrimu dar kartg buvo
patvirtina junginio 7c struktura.
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3.7 pav. N'-(2-hidroksifenilden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazido *H BMR spektro fragmentas

N'-(2-hidroksifenilden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7d) buvo susintetintas i§ 3-(p-
tolilamino)propanhidrazido (3) ir salicilbenzaldehido metanolyje misinio virimo temperatiiroje 61 %
iSeiga. Kristalai buvo nufiltruoti, praplauti ir perkristalizuoti i§ DMF ir vandens miSinio, kad i§gauti
gryng junginj ir naudoti jj tolimesniuose tyrimuose. Gauti kristalai buvo i8dZiovinti, 0 struktiira
patvirtinta BMR tyrimais. *H BMR spektre matyti nauji signalai 10,18 m. d. ir 11,66 m. d., kurie
priskirti OH grupés vandeniliui, taip pat 11,20 m. d. ir 11,29 m. d. — NH grupés protono signalai (3.7
pav.). IS dviejy signaly galima sprgsti apie susidariusius Z/E izomerus 40/60. Lyginant su pradinio
junginio spektru, Siame papildomi signalai atsirado aromatingje srityje, kurie priklauso naujo
aromatinio ziedo protonams. Taip pat Siame spektre buvo matyti nauji signalai (8,29 m. d. ir 8,34 m.
d.), kurie priklauso CH grupés protonui (izomerams). *C BMR spektre pastebéta nauji signalai
aromatinéje srityje ir CH=N angliai priskirtas naujas signalas 146,92 m. d. IR spektre 3337,65-
3070,28 cm™ priklauso amino grupéms, 2948,60 cm™ — hidroksi grupei, 0 1663,42 cm™ — C=0.

49



mmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmm

40,15 DMSO

173.85
— 16820
47.

4.

3
0
.

28,

7.

24,

24
24,

12,

12,

NO,

Aromatika

. CHs
c=0 CH . ‘ CH, |

L T 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

3.8 pav. N'-(4-nitrofeniliden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazido (7e) **C BMR spektro fragmentas

N'-(4-nitrofeniliden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas  (7e) gautas i§ hidrazido ir 4-
nitrobenzaldehido, maiSant magnetinéje maiSykléje metanolyje. Kristalai nufiltruoti, perkristalinti,
18dZiovinti ir gauti 56% iSeiga. Strukttira buvo patvirtinta BMR tyrimais. Protoniniame spektre buvo
galima iSkart pamatyti naujus signalus aromatinéje srityje —naujame junginyje atsiradusios dar vienos
ciklinés sistemos protony (7,83—7,92 m. d. ir 8,21 m. d.). Signalai matyti keturiy protony dél para
padétyje esancios nitro grupés. Naujas singletas 8,05 m. d. priklauso CH grupés protonui. I NH
grupés protono dviejy singlety (11,58 m. d. ir 11,71 m. d.) galima spresti, kad susidaré Z/E izomery
misinys 40/60 santykiu. 3C BMR spektre taip pat padidéjo signaly aromatinéje srityje, dél atsiradusio
dar vieno ziedo struktiiroje. Lyginant su pradiniu junginiu, spektre matyti naujas signalas, kuris
priklauso CH=N grupés anglies atomui (143,82 m. d.) (3.8 pav.). IR spektre matyti intensyvi
absorbcijos smailé 1661,26 cm™ C=0 grupés, amino grupiy: 3339,51-3097,78 cm™.
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3.9 pav. Susidaré N'-[(5-nitrotiofen-2-il)metilen]-3-(p-tolilamino)propanhidrazido (7f) **C BMR spektro
fragmentas

Buvo vykdyta 3-(p-tolilamino)propanhidrazido (3) kondensacija su 5-nitrotiofen-2-karboksialdehidu
metanolyje mi$inio virimo temperatiiroje, pridedant katalitinj kiekj acto rtgsties. Susidaré N'-[(5-
nitrotiofen-2-il)metilen]-3-(p-tolilamino)propanhidrazido (7f) kristalai, kurie buvo nufiltruoti,
perkristalizuoti ir i8dziovinti. Junginio struktiira buvo patvirtinta analitiniais tyrimais. Protoniniame
spektre aromatin¢je dalyje buvo matyti nauji signalai, kurie priklauso penkianario ziedo protonams.
'H BMR spektre, multipletas matomas 7,42-8,05 m. d. — tai naujai atsiradusios aromatinés sistemos
protony signalai. Taip pat matomi du singletai 8,13 m. d. ir 8,38 m. d., kurie buvo priskirti CH grupés
protonui, taip pat 11,69 m. d. ir 11,77 m. d., matomi du singletai, kurie priklauso NH grupés protonui.
Matomi du singletai dél susidariusiy Z ir E izomery. I8 spektro matyti, kad jie susidaré 40/60 santykiu.
13C BMR spektre matyti nauji signalai aromatinéje srityje — tai penkianario ziedo keturi anglies
signalai. Taip pat matyti CH=N anglies atomo signalas ties 124,46 m. d. ir C=0 — ties 168,23 m. d.
(3.9 pav.). IR spektre intensyvi absorbcijos juosta ties 1666,57 cm™ ir amino grupiy juostos: 3403,44—
3179,22 cm,

N'-[(2-hidroksinaftalen-1-il)metilen]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (79) buvo gautas
kondensuojant hidrazida (3) su 2-hidroksi-1-naftaldehidu metanolyje. Kristalai gauti j miSinj jpylus
vandens, nufiltravus ir perkristalizavus i§ DMF ir vandens miSinio. Junginys susintetintas 52 % iSeiga.
Struktiira buvo patvirtinta BMR tyrimais. *H BMR spektre buvo rasti nauji signalai aromatinéje
srityje bei silpnesniy lauky puséje. Naujas protono signalas atsirado 8,91 m. d. ir 9,15 m. d. — tai CH
grupés singletai, taip pat NH protono du singletai (11,14 m. d. ir 11,79 m. d.) ir OH grupés protono
du signalai 11,37 m. d. ir 12,66 m. d. kuriy santykis parodo, kad susidaré Z/E izomery mi$inys 40/60
santykiu. 1*C BMR spektre atsirado nauji signalai aromatinéje srityje (108,61-132,79 m. d. intervale),
lyginant su pradiniu junginiu, ir CH=N anglies signalas silpnesniy lauky pusé¢je — 145,31 m. d. IR
spektre rasta intensyvi absorbcijos juosta 1667,43 cm™, kuri priklauso C=0 grupei ir amino grupiy
juostos: 3382,74-3195,86 cm™.
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3.3 N-fenil-5-[2-(p-tolilamino)etil]-1,3,4-tiadiazol-2-amino N-alkilinimas halogenalkanais

N-fenil-5-[2-(p-tolilamino)etil]-1,3,4-tiadiazol-2-amino N-alkilinimo reakcijos vykdytos naudojant
Jvairius acetofenonus.

\Q\NA/E&\ N:Q

Cl

24 val., 40 °C val,

> /\/L >\NH
N S
—N
\©\ NN KOH, K,CO3, DMF, o 9(12%)
/\/1]\ >\NH 24 val., 60 °C
N S >
H 4

KOH, K,CO3, DMF

24 val., 40 °C
O
\©\ /\/”\ >\NH
N S
10
O/

3.5 schema. 1-fenil-2-{[2-(5-(fenilamino)-1,3,4-tiadiazol-2-il]etil}(p-tolil)amino)etan-1-ono sintez¢ ir
nepavykusios reakcijos

1-(4-chlorfenil)-2-{{2-[5-(fenilamino)-1,3,4-tiadiazol-2-il]etil }(p-tolil)amino}etan-1-ono (8) sintezé
buvo vykdyta N-fenil-5-[2-(p-tolilamino)etil]-1,3,4-tiadiazol-2-aming (4) istirpinant DMF ir
pridedant KOH, K>COs bei reagenta — 2-brom-4‘chloracetofenong (3.5 schema). Reakcija buvo
maiSyta 24 val., 40 °C temperatiiroje. Taciau junginys nesusidar¢, nes j reakcijos misinj jpylus
vandens ir sustabdzius reakcija, chromatografiskai buvo rasta tik pradiné medziaga. Reakcija buvo
kartojama tokiomis pac¢iomis sglygomis tik naudojant kitg reagentg — 4-metoksiacetofenong, norint
gauti  5-{2-[(4-metoksibenzil)(p-tolil)amino]etil}-N-fenil-1,3,4-tiadiazol-2-aming  (10), taciau
reakcija taip pat nevyko. Toliau buvo bandomos keletas salygy su reagentu — 2-bromacetofenonu. I8
pradziy, buvo bandyta atlikti tomis paciomis sglygomis, kaip ir ankstesnés reakcijos, taciau rezultatas
buvo neigiamas. N-fenil-5-[2-(p-tolilamino)etil]-1,3,4-tiadiazol-2-aming (4) istirpinus DMF, pridéjus
KOH, K2COs ir 2-bromacetofenono, maisant 24 val., didesnéje nei 40 °C temperatiiroje (60 °C) buvo
gautas norimas junginys — 9. Junginys susidaré¢, taciau labai nedidelis kiekis — tik 0,05 g (12 %).
Kadangi gautas produktas sunkiai arba visai netirpo kituose tirpikliuose, junginys buvo perkristalintas
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18 DMF ir vandens miS$inio. Struktiira buvo jrodyta analitiniais tyrimais. Lyginant su pradiniu
junginiu, TH BMR spektre, aromatinéje srityje, atsirado nauji penki aromatiniai protonai, kurie
priklauso naujai prijungtam aromatiniam ziedui. Taip pat, ties 5,42 m.d. atsirado singletas, kuris rodo
naujai atsiradusius du protonus, kurie priklauso naujai CH2 grupei. I$ Siy pokyc¢iy protoniniame
spektre jau buvo galima jsitikinti, kad gavome norimg junginj, taciau papildomai atlikome ir kitus
analitinius tyrimus: 3C BMR analize, IR spektroskopija. **C BMR spektre pamatéme naujus signalus
aromatinéje srityje dél naujai prijungto aromatinio ziedo bei alifatinéje — dél papildomos CHz grupés
struktiiroje. Kiti analitiniai tyrimai dar kartg patvirtino gauto junginio struktiira.

3.4 Pass online rezultatai naujai sintetintiems junginiams

PASS (angl. Prediction of Activity Spectra for Substances) yra programinés jrangos produktas,
sukurtas kaip priemoné jvertinti bendrg biologinj organiniy vaisty tipo molekuliy potencialg. PASS
leidzia vienu metu prognozuoti daugelio risiy biologinj aktyvuma, pagrista organiniy junginiy
struktiira. Taigi, PASS buvo naudojamas virtualiy molekuliy biologinio aktyvumo profiliams jvertinti
pries$ jy cheming sintezg ir biologinius tyrimus. Pa (tikimybe¢ "buti aktyviam") jvertina tikimybe, kad
tiriamas junginys priklauso aktyviy junginiy poklasiui (panasus j molekuliy struktiras, kurios yra
tipiskiausios PASS treniruo¢iy "aktyviy medziagy" pogrupyje rinkinys). Pi (tikimybé ,buti
neaktyviam®) jvertina tikimybe, kad tiriamas junginys priklauso neaktyviy junginiy poklasiui
(panasus | molekuliy struktiiras, kurios yra buidingiausios PASS treniruociy ,,neaktyviy“ pogrupyje
rinkinys). IEP (angl. Invariant Error of Prediction) yra vidutiné prognozés paklaida, gauta per visg
PASS mokymo rinkinj kryzminio patvirtinimo procediroje [41].

3.1 lentelé. Pass online programos rezultatai tiriamiems junginiams

Biologinis aktyvumas

Junginys Antimikobakterinis | Antiparazitinis | PrieSuZdegiminis | Antibakterinis
Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi

(6]
\Q\A)K/NHZ 0,657 0,007 0,569 | 0,010 |- - 0,289 | 0,064
N N
H H

N

7@@

N

LSS
O

¥

0,795 0,004 0,517 | 0,014 | 0,576 0,037 0,364 | 0,039

0,566 0,012 0,492 | 0,017 |- - 0,214 | 0,105

0,328 0,065 0,517 | 0,014 | 0,458 0,070 0,201 | 0,116

0,389 0,042 0432 |0,025 |- - - -

mew
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3.1 lentelés tesinys

Biologinis aktyvumas

Junginys Antimikobakterinis | Antiparazitinis | PrieSuzdegiminis | Antibakterinis

Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi

0,817 0,002 0,528 | 0,013 |- - 0,401 | 0,030

T

0,719 0,005 0,394 | 0,032 |- - 0,327 | 0,050

0,602 0,010 0,526 | 0,013 | 0,229 0,229 0,339 | 0,046

}o

\
E H P 0,874 0,003 0,697 | 0,005 |- - 0,498 | 0,017
S
0,727 0,005 0,349 | 0,043 |- - 0,320 | 0,053
/\/LB\”
0,373 0,047 - - - . . .

SN
\©\ /\/NC}\N”

0,291 0,086 - - - - - -

\Q\K/b‘;\\v‘@ 0,374 0,047

Visy naujai gauty junginiy tikétinas didziausias aktyvumas yra antimikobakterinis (3.1 /lentelé).

Analizés metu pastebéta, kad jis didé¢ja molekul¢je esant heterocikly, amino, nitro ir hidroksi grupiy,
tatiau mazéja molekulei esant hidrofobiSkesnei. Panasi tendencija pastebéta ir struktiros
antiparazitiniame aktyvume. Nors tikimybé gauti tokj aktyvuma mazesné nei antimikobakterinio
aktyvumo atveju, bet lyginant su Kkitais biologiniais poveikiais, $is buvo pakankamai didelis.
Reciausiai $iose struktiirose galime rasti priesuzdegiminj aktyvuma. Sio tyrimo metu pastebéta, kad
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tikimybé turéti prieSuzdegiminiy savybiy pasireiskia struktirose, turinCiose hidroksi, amino grupes
bei heterociklinius fragmentus. Vis délto, didziausia tikimybe pasizyméjo heterociklinj fragmenta
turincios struktiiros. Dar vienas biologinis poveikis, kuris buvo labai svarbus planuojant sintezés
struktiras — antibakterinis. Juo pasizyméti gali daugelis sintetinty struktiry, iSskyrus labiausiai
hidrofobines. Tikimybés padidéjimas siekiant gauti aktyvius junginius didéjo priklausomai nuo
funkciniy grupiy junginiy struktdroje (nitro, hidroksi). Lyginant hidrazono darinius su pakeistais
tiadiazolais, matyti, kad pastarieji tokiu dideliu biologiniu aktyvumu nepasizymi. Siy struktiry
pavyko surasti tik antimikobakterinio aktyvumo rezultatus, taciau jie mazesni nei daugelio hidrazony.
Lyginant pakeistuosius tiadiazolus, strukttiroje esantis chloras nepadidino biologinio aktyvumo, Kiti
du junginiai pasizymejo beveik identisku antimikobakteriniu poveikiu.

Remiantis $iuo tyrimu Pass Online programoje, buvo nustatytos struktiiros, kurios buvo susintetintos.
Renkantis junginius buvo atsizvelgta j struktiiras jtraukiant jvairias funkcines grupes ir aromatines
struktiiras, kad pamatyti priklausomybeg tarp struktiiros ir biologinio aktyvumo. Tolimesniais
biologiniais tyrimais buvo bandyta palyginti teorines tendencijas su gautomis eksperimentinémis.

Atsizvelgus | sintetinti ruoSiamy junginiy su fenilo radikalu struktira, galime pastebéti, kad etilo
grandinélés prijungimas vietoje metilo grupés gana zymiai sumazina tikimybe biologiniam
aktyvumui. Kalbant apie antibakterinj poveikj, etilo grupés jvedimas j struktiirg visiskai panaikina
tikimybg tokj biologinj aktyvumg pasiekti. Struktiiroje su fenilo ir metilo radikalu pridé¢jus amino
grupe aromatingje sistemoje, biologinis poveikis sustipréty, taip pat toks junginys pasizyméty ir
prieSuzdegiminémis savybémis. Lyginant hidrazonus su fenilo pakaitu ir prijungus j struktiirg nitro
grupe aromatinéje sistemoje (4 padétyje), matyti, kad Sios grupés jvedimas padidina biologinio
aktyvumo tikimybe. Pagal atlikta analiz¢ galima numatyti, kad struktiiros, kurios savo struktiiroje turi
heterocikliniy fragmenty ir/ar amino, hidroksi, nitro grupiy, turés didelj potenciala medicininéje
chemijoje, nes pasizymés stipriu biologiniu poveikiu.

3.5 Naujai sintetinty junginiy biologiniy tyrimy rezultatai

Norint nustatyti gauty junginiy biologinj aktyvuma ir galima terapinj poveikj, Kauno technologijy
universiteto Cheminés technologijos fakulteto biotechnologijos laboratorijoje buvo atlieckami
antibakteriniai ir antioksidaciniai tyrimai. Biologinis poveikis pries E. Coli, X. Campestris ir R.
Radiobacter bakterijas buvo atliktas agaro difuziniu metodu, o antioksidaciniai — keturiais metodais:
DPPH, ABTS, FRAP ir redukciniu. Siekiant palyginti junginiy aktyvumg su jau esamu antioksidantu
buvo pasirinkta askorbo rugstis. Askorbo riigstis (vitaminas C) yra nejprastas antioksidantas, nes
duoda vieng redukcinj ekvivalentg, o jos suformuotas radikalas pirmiausia reaguoja su radikalais, o
ne su neradikaliniais junginiais. Todél jis laikomas vienu stipriausiy antioksidanty [49].
Antibakteriniams tyrimams palyginimui buvo pasirinktas antibiotikas — ciprofloksacinas. Tai yra
sintetinis chinolony grupés antimikrobinis vaistas, kuris veikia DNR giraz¢ ir neigiamai veikia DNR
sintez¢ bakterijose. Sis antibiotikas veikia gramteigiamas ir gramneigiamas bakterijas [50].
Pagrindiniai skirtumai, kurie priklauso sioms bakterijy rasims, yra peptidoglikano sluoksnio storis ir
lipidinés membranos buvimas arba nebuvimas. Gramteigiamos bakterijos turi storg peptidoglikano
sluoksnj, taciau neturi iSorinés lipidinés membranos, o gramneigiamos — turi plong peptidoglikano
sluoksnj bei iSoring membrang [51].
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3.5.1 Antioksidaciniy savybiy tyrimas DPPH metodu

Tyrime naudojamas laisvasis radikalas 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas (DPPH), Kkuris placiai
naudojamas vertinant medziagy antioksidacines savybes [52]. Metodas turi akivaizdziy pranasumy,
tokiy kaip maza kaina, eksperimenty atlikimo paprastumas, atkuriamumas, pritatkomumas kambario
temperatiiroje, taip pat automatizavimo galimybés. Neutralizacijos DPPH testas pagristas elektrony
donoryste i§ antioksidanty, siekiant neutralizuoti DPPH radikalg [38].
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3.10 pav. DPPH tyrimo rezultatai ir nustatytas antioksidacinis aktyvumas

IS naujai susintetinty junginiy, didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu (atliekant DPPH tyrima)
pasizyméjo N -[1-(furan-2-il)etiliden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5a), galimai dél savo
struktiiroje esancio heterociklinio fragmento (3.10 pav.). Sis junginys slopino laisvajj DPPH radikalg
46,2 %. Taciau §is junginys pasizyméjo dvigubai mazesniu antioksidaciniu aktyvumu nei pasirinktas
jau Zinomas antioksidantas — vitaminas C, kurio slopinimas buvo 92,4 %. N -(1-fenilpropilden)-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (5d), N -fenilden-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7b), N -(tiofen-2-
ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7¢), N “-(2-hidroksifenilden)-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (7d) pasizyméjo vidutiniu aktyvumu — atitinkamai 34,7 %, 34 %, 36,8
% ir 357 %. O maziausig radikaly slopinimg parodé N ‘-(4-nitrofeniliden)-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (7€) —tik 5,3 %. Siuo atveju nitro grupés atsiradimas junginio struktiiroje
nedidino antioksidacinio aktyvumo. Apibendrinant galima teigti, kad visi junginiai pasizymi
antioksidacinémis savybémis, ta¢iau maZesnémis nei vitaminas C. Antioksidacinis aktyvumas didéja,
kai molekuliy strukttiroje yra heterociklinis fragmentas (5a, 7¢ junginiai).
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3.5.2 Antioksidaciniy savybiy tyrimas ABTS metodu

ABTS tyrimas yra dar vienas spektrofotometrinis metodas, kurio metu naudojamas oksiduotas ABTS
radikalo katijonas (ABTS*"), kuris reaguoja su antioksidantais, kad sumazinty ABTS radikalg ir
prarasty melsvai Zalig spalva [53].
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3.11 pav. ABTS tyrimo rezultatai tiriamiems junginiams

Didziausiu aktyvumu pasizyméjo N *-[1-(3-aminofenil)etilden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas
(5e), kuris buvo labai artimas vitamino C rezultatui, atitinkamai ABTS radikalo slopinimas 99,9 % ir
100 % (3.11 pav.). Toks rezultatas galimai pasiektas, nes junginio struktiiroje yra papildoma amino
grupé. Didesné dalis junginiy pasizymejo labai geru $iy radikaly slopinimu, kuris buvo >90 %. Taciau
N “-((2-hidroksinaftalen-1-il)metilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7g) Siame tyrime parodé
maziausig aktyvuma, vos 13 %. Silpnesnis slopinimas buvo pastebétas ir N *-(4-nitrofeniliden)-3-(p-
tolilamino)propanhidrazido (7e) bei N “-[(5-nitrotiofen-2-il)metilen]-3-(p-
tolilamino)propanhidrazido (7f), atitinkamai 23,6 % ir 29,9 %. Todél galima manyti, kad nitro grupés
atsiradimas struktiiroje nedidino antioksidacinio aktyvumo. Siy junginiy aktyvumas daugiau nei tris
kartus mazesnis uz vitamino C. Apibendrinant galima teigti, kad taikant ABTS radikalo slopinimo
metodg, visi naujai sintetinti junginiai buvo aktyviis. Antioksidacinis aktyvumas didéja, kali
struktiiroje yra amino (5€ junginys) grupés, heterocikliniai fragmentai (5a, 5c, 7a junginiai).

3.5.3 Antioksidaciniy savybiy tyrimas FRAP metodu

Vienas i§ metody, naudojamy nustatant Fe** gebéjima redukuoti j Fe?*, yra gelezies redukciné
antioksidaciné galia (FRAP), kolorimetrinis metodas, kuris naudoja antioksidanty gebé&jima redukuoti
bespalvj {Fe**-[2,4,6-Tris(2-pirydyl)-s-triazinas],}*>* kompleksa iki intensyviai mélynos spalvos
komplekso [Fe**-(TPTZ)2]%". Tokie spalvy poky¢iai spektrofotometriskai matuojami esant 593 nm
[54]. Sio metodo trikumas yra Prisijos mélynos spalvos polinkis sudaryti suspensija. Tod¢l Fe®*
(FeCls) pridéjimo laikas yra labai svarbus ir gali sukelti rezultaty interpretavimo klaidy [40]. Tyrimo
metu buvo sudaryta FeSO4x7H.0 kalibravimo kreivé:
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3.12 pav. FeS0.x7H0 kalibravimo kreivé

Pagal spektrofotometriskai gautg junginiy sugertj i$ kalibravimo kreivés buvo iSvesta lygtis (y =
0,0213x) ir buvo nustatyta redukavusiy Fe?* jony koncentracija (umol) (3.12 pav.). Koncentracija,
pasiekta atlickant tyrimg su skirtingais junginiais, pateikta (3.13 pav.). Didesné koncentracija reiSkia
didesng¢ redukcine galig ir didesnj biologinj (antioksidacinj) aktyvuma.
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3.13 pav. FRAP tyrimo rezultatai naujai sintetintiems junginiams

FRAP tyrimas parodé, kad visi sintetinti junginiai turi didelj redukcinj potencialg, nes tik N ‘-(furan-
2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7a) parodé mazesnj aktyvumg uz vitaming C,
atitinkamai 457,4 uM ir 467,8 uM (3.13 pav.). Visi kiti junginiai buvo aktyvesni, o didziausias
antioksidacines savybes parodé N -[1-(3-aminofenil)etilden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5e)
ir N ‘~(tiofen-2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7c), kuriy FeSO4 koncentracija sieké
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atitinkamai 485,9 uM ir 485,6 uM. Galimai taip yra dél jy struktiiroje esancios amino grupés arba
heterociklinio fragmento. Taciau visi kiti junginiai pasiZyméjo labai artimomis, Siems junginiams,
savybémis, todél galima teigti, kad jie yra biologiSkai aktyvis, kaip antioksidantai. 7a junginys buvo
aktyviausias dél struktiiroje esancio heterociklinio fragmento, kuris antioksidacinj aktyvumg
padidina. Antioksidacinis aktyvumas didéjo, kai struktiiroje buvo amino grupé (5e junginys), tiofeno
ziedas (7¢ junginys).

3.5.4 Antioksidaciniy savybiy tyrimas redukciniu metodu

Redukciniy savybiy tyrimo metu matuojama junginiy redukciné galia spektrofotometriskai 700 nm
bangos ilgyje. Siame tyrime didesné $viesos sugertis reidkia didesnj antioksidantinj aktyvuma.
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Visi junginiai pasizyméjo labai geromis redukcinémis savybémis (3.14 pav.). Daugelis junginiy buvo
labai artimi zinomam antioksidantui — vitaminui C. Didziausiu aktyvumu pasizyméjo N -[1-(tiofen-
2-il)etilden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5¢) ir N “-(tiofen-2-ilmetilen)-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (7c), Sviesos sugertis atitinkamai 2,91 ir 2,89. Tai galéjo lemti
heterociklinis fragmentas junginiy struktiirose. Maziausiomis redukcinémis savybémis pasizymi N *
(furan-2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7a), §viesos sugertis — 1,71. Likusiy junginiy
Sviesos sugertis buvo pakankamai auksta lyginant su kitais junginiais (>2,43). Todél, galima teigti,
kad visi susintetinti junginiai pasiZymi gana stipriomis redukcinémis savybémis. Redukcinis savybés
stipréjo, kai struktiiroje buvo tiofeno fragmentas (5¢ ir 7¢ junginiai).
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3.14 pav. Redukciniy savybiy nustatymo rezultatai

3.5.5 Antibakteriniy savybiy tyrimas agaro disko difuzijos metodu

Antibakterinis aktyvumas buvo iSmatuotas milimetrais prie§ gramneigiamy bakterijy padermes: E.
coli, X. campestris ir R. radiobacter. Didesné slopinimo zona reiSkia stipresnes antibakterines
savybes.
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3.15 pav. Antibakterinio aktyvumo rezultatai pries E. coli ir X. campestris

Didziausiu antibakteriniu aktyvumu prie§ gramneigiamg bakterija — E. coli pasizyméjo N ~(furan-2-
ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7a), slopinimo zona 14,7 mm, galimai dél
heterociklinio fragmento strukttiroje (3.15 pav.). Taciau tai buvo dvigubai maZesnis aktyvumas negu
naudoto antibiotiko Ciprofloksacino (30,3 mm). N -[1-(furan-2-il)etiliden]-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (5a), N *-[1-(tiofen-2-il)etilden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5c¢) ir
N “-[1-(3-aminofenil)etilden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5e) slopino E. coli bakterija taip pat
gana gerai, atitinkamai 13,7 mm, 14,3 mm ir 13,7 mm. Maziausiu antibakteriniu aktyvumu
pasizyméjo N ‘-[(5-nitrotiofen-2-il)metilen]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas  (7f), N “-(4-
nitrofeniliden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7e) ir N “-(1-feniletiliden)-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (5b), kuriy slopinimo zona buvo atitinkamai 5,3 mm, 5,7 mm ir 5,7 mm.
Taciau galima teigti, kad visi junginiai pasizyméjo antibakterinémis savybémis pries E. coli bakterija.
Susintetinti junginiai labiausiai slopino gramneigiamg bakterija — X. campestris. Antibiotikas
ciprofloksacinas pasieké 31 mm slopinimo zong. Didziausiu aktyvumu pasizyméjo N*-(1-
fenilpropilden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas  (5d) ir  N‘[1-(3-aminofenil)etilden]-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (5e), kuriy slopinimo zonos buvo atitinkamai 20,3 mm ir 20 mm. Visi
junginiai pasizyméjo gana auk$tu antibakteriniu aktyvumu, taciau N ‘-(1-feniletiliden)-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (5b) ir N -(4-nitrofeniliden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7e) tarp
juy maziausiai slopino X. campestris bakterijg. Jy slopinimo zonos buvo po 15,7 mm. Apibendrinant
galima teigti, kad visi junginiai palyginti stipriai slopino §ig gramneigiama bakterija ir galéty buty
potencialtis antibakteriniai agentai. Didesniu antibakteriniu aktyvumu pasizyméjo junginiai su
papildoma amino grupe (5e junginys) arba heterocikliniu fragmentu (7a, 5a, 5c¢ junginiai).
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3.16 pav. Antibakterinio aktyvumo nustatymo rezultatai prie§ R. radiobacter ir B. subtilis

Toliau buvo tirtos dar dvi bakterijy padermés: gramneigiama bakterija R. radiobacter ir gramteigiama
— B. subtilis. Sis tyrimas parodé, kad N [1-(tiofen-2-il)etilden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas
(5¢) B. subtilis bakterijos neslopino, ta¢iau kiti junginiai pasizyméjo antibakteriniu aktyvumu pries ja
(3.16 pav.). Didziausias buvo pastebétas N -[1-(furan-2-il)etiliden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazido
(5a) ir N *-(furan-2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazido (7a), slopinimo zona sieké atitinkamai
15 mm ir 14,67 mm. antibiotikas ciprofloksacinas gramteigiamg bakterijg slopino beveik maziausiai
1§ kity atlikty tyrimy su kitomis bakterijomis, taciau vis tiek slopinimo zona buvo didziausia ir sieké
vidutiniskai 30,67 mm. I§ atlikty tyrimy matyti, kad gramteigiama bakterija — R. radiobacter buvo
maziausiai slopinama i§ visy atlikty tyrimy. Sios bakterijos neslopino N ~(1-feniletiliden)-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (5b), N “-(1-fenilpropilden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (5d), N ‘-
(tiofen-2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas  (7c), N “-[(5-nitrotiofen-2-il)metilen]-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (71) ir N -[(2-hidroksinaftalen-1-il)metilen]-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas (7g). Tac¢iau didziausiu antibakteriniu aktyvumu Siuo atveju pasizymeéjo
N “-(4-nitrofeniliden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas (7€), kurio slopinimo zona sieké 11 mm. R.
radiobacter bakterija stipriai slopino antibiotikas ciprofloksacinas (slopinimo zona 35 mm). Taigi,
didesniu antibakteriniu aktyvumu pasizyméjo junginiai su nitro grupe (7e junginys) arba
heterocikliniu fragmentu (7a, 5a junginiai).
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3.17 pav. Antibakterinio tyrimo disko difuziniu metodu rezultatai: A — 5c¢ junginys
pries R. radiobacter; B — 5e junginys prie$ E. coli; C — 5a junginys prie$ X.
campestris; D — 5a junginys pries B. subtilis

3.17 pav. pavaizduota antibakteriniy tyrimy rezultatai prie§ keturias bakterijy padermes ir
antibakterinis tirty junginiy aktyvumas. Taigi, visi junginiai pasizyméjo antibakteriniu aktyvumu
prie$ gramteigiamas bakterijas E. coli ir X. campestris, taciau prie§ R. radiobacter aktyvumu
nepasizyméjo penki junginiai, o gramteigiamos bakterijos B. subtilis neslopino tik vienas. Junginiai
didZiausig antibakterinj pajéguma parodé prie§ X. campestris, o maziausig — prie$ R. radiobacter. Nei
vienas junginys neprilygo antibiotiko ciprofloksacino bakterijy slopinimo galiai, ta¢iau galima teigti
kad susintetinti junginiai turi antibakterinio aktyvumo potenciala.
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Rekomendacijos

Siame darbe susintetinti ir biologiskai tirti hidrazonai pasiZymi antibakterinémis ir antioksidacinémis
savybémis todé¢l tolimesniuose tyrimuose gali buti t¢siami tyrimai su jais, kaip antibakteriniais
agentais bei antioksidantais. Taip pat gali biiti toliau vykdomi sintezés procesai, j strukttirg prijungiant
jvairesnius pakaitus su daugiau amino, hidroksi, heterocikliniy fragmenty, kad iSplésti hidrazony
jvairove dél jy didelio biologinio potencialo. Taip pat atliktas kondensacijos reakcijas optimizuoti
bandant i§gauti kuo didesn¢ iSeigg per trumpesnj reakcijos laika (keisti temperatiira, tirpikli). Kituose
tyrimuose toliau testi Siame darbe susintetinty junginiy biologinio aktyvumo paieska, nustatyti ar Sie
hidrazonai pasizymi prieSvéziniu ir antivirusiniu poveikiais.

Tolimesniuose tyrimuose atlikti iSsamesne N-fenil-5-[2-(p-tolilamino)etil]-1,3,4-tiadiazol-2-amino
N-alkilinimo reakcijy salygy paieska bei gauti didesnius kiekius produkty bei istirti jy biologinj
aktyvuma. | struktiiras prijungti daugiau biologiskai aktyviy pakaity: amino, hidroksi, heterocikliniy
ir kt. Optimizuoti N-alkilinimo reakcijas, kei¢iant reakcijos laika, temperatiira, tirpiklj ir reagenty
kieki, kad gauti kuo didesng¢ iSeiga. Taip pat, visy reakcijy metu stengtis kuo labiau jgyvendinti
zaliosios chemijos principus ir jais vadovautis.
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ISvados

. 3-(p-tolilamino)propanhidrazido kondensacijos reakcijos su aldehidais metanolyje miSinio
virimo temperatiroje yra tinkamos, siekiant gauti hidrazono darinius. Acto ragstis yra
tinkamas katalizatorius, siekiant pagreitinti reakcija (kai vykdoma su heterociklinj fragmenta
turinciais reagentais). Gauty junginiy struktiirg galima patvirtinti *C BMR, 'H BMR, IR ir
mikroanalizés tyrimais.

. 3-(p-tolilamino)propanhidrazido kondensacijos reakcijos su ketonais metanolyje misinio
virimo temperatiiroje yra tinkamos sglygos gauti skirtingai pakeistus hidrazonus. Acto rigstis
taip pat yra tinkamas katalizatorius, siekiant pagreitinti reakcija (su heterociklinj fragmenta
turinéiais reagentais). Gauty junginiy struktiira galima patvirtinti 3C BMR, 'H BMR, IR ir
mikroanalizés tyrimais.

N-fenil-5-[2-(p-tolilamino)etil]-1,3,4-tiadiazol-2-amino N-alkilinimo, su fenacilhalogenidais
DMF, 60 °C temperatiroje, kaip baz¢ naudojant KOH ir K2COg, reakcija yra tinkama gauti 5-
{2-[(4-metoksibenzil)(p-tolil)amino]etil}-N-fenil-1,3,4-tiadiazol-2-aming. Junginiui atpazinti
yra tinkami $3C BMR, 'H BMR, IR tyrimai.

. Tyrimo metu nustatyta, kad didZiausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo N'-[1-(furan-2-
il)etiliden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas, N'-[1-(tiofen-2-il)etilden]-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas ir N'-[1-(3-aminofenil)etilden]-3-(p-
tolilamino)propanhidrazidas. Didziausig antibakterinj aktyvumag prie§ gramneigiamas
bakterijas E. coli parodé N'-(furan-2-ilmetilen)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas, X.
campestris — N'-(1-fenilpropilden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas, R. radiobacter — N'-(4-
nitrofeniliden)-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas, o prie§ gramteigiama B. subtilis — N'-[1-
(furan-2-il)etiliden]-3-(p-tolilamino)propanhidrazidas.
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