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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg pochodne 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiose-
mikarbazydu o wzorze ogdélnym przedstawionym na rysunku, gdzie podstawnik chlorowy przypisany
jest odpowiednio pozycji orto lub meta, sposéb ich wytwarzania i zastosowanie medyczne zwtaszcza
do leczenia toksoplazmozy.

Znane s3 z literatury pochodne 1,4-dipodstawionego tiosemikarbazydu oraz ich cykliczne analogi
tiadiazolowe i triazolowe (Eur J Med Chem 2010, 45, 3685; Antimicrob Agents Chemother 2014, 58,
7583; Molecules 2014, 19, 9926), ktére wykazujg aktywno$¢ przeciwpasozytniczg wobec chorobotwor-
czego pasozyta Toxoplasma gondii. Ich aktywno$¢ biologiczna poréwnywalna jest lub korzystniejsza
niz powszechnie stosowanego leku sulfadiazyny. Niestety, niektére z nich okazaty sie by¢ toksyczne.
Z kolei Walchshofer i wsp. (Bioorg Med Chem 2000, 10, 871) opisali serie skondensowanych pochod-
nych furano-izochinoliny, ktére przy stezeniu 2 ug/mL wykazaty aktywno$¢ inhibicyjng wobec T. gondii
w zakresie procentowym od 56 do 96,5. Réwniez pochodna fluorochinolonu wykazata istotng aktywnos$é
biologiczng, poréwnywalng do leku trowafloksacyny; niestety, nie zostat dla niej oszacowany efekt jej
toksycznosci (Bioorg Med Chem Lett 2004, 14, 2773). Seria pochodnych tiazolidynonu i tiosemikarba-
zonu byta opisana przez Goes’a i wsp. (Bioogr Med Chem Lett 2005, 15, 2575). Niestety, sposrod te-
stowanych zwigzkoéw jedynie wybrane pochodne wykazaty aktywnos$¢ biologiczng wyzszg od sulfadia-
zyny czy hydroksymocznika.

Celem wynalazku jest otrzymanie nieopisanych w literaturze fachowej pochodnych tiosemikarba-
zydu, ktérych aktywnos$é przeciwpasozytniczg wobec chorobotwoérczego pasozyta Toxoplasma gondii
przewyzszataby aktywno$¢ znanych zwigzkow z tej grupy.

Toxoplasma gondii jest kosmopolitycznym pasozytem wywotujgcym toksoplazmoze u wszystkich
gatunkéw ssakéw, w tym ludzi, i ptakéw. Wedtug Swiatowej Organizaciji Zdrowia szacuje sie, iz nawet
1/3 populacji ludzkiej ulegta inwazji tym pasozytem. W Polsce zakazenie wystepuje u 50-60% o0s6b (Int
J Parasitol 2000, 30, 1217; Mikrobiol Med 1996, 1, 14; Ann Agric Environ Med 2001, 8, 25). Jednakze
znacznej liczby zakazen nie odnotowuje sie, gdyz toksoplazmoza u zdrowych ludzi przebiega zwykle
bezobjawowo, w wiekszosci przypadkdéw w sposdb niewymagajacy zastosowania jakiejkolwiek terapii,
badz interwencji medycznej. Zrédtem zarazenia jest najczesciej zywno$¢: surowe badz niedogotowane
mieso, warzywa, owoce i woda (droga horyzontalna) (Clin Infect Dis 2007, 45, 88; Adv FoodNutr Res
2010, 60, 1; Epidemiol Infect 1999, 122, 305).

W zalezno$ci od postaci choroby stosuje sie rézne schematy leczenia. R6zne osrodki zalecajg
tez rézny czas leczenia. Najczesciej stosuje sie terapie skojarzong lub podaje sie poszczegdblne leki
kolejno po sobie. Terapia skojarzona, polega na podawaniu pirymetaminy w skojarzeniu z sulfadiazyng
Z jednoczesng suplementacjg kwasem folinowym (Toxoplasmosis. Med 2005, 33, 120; Drugs 1997, 53,
40; Antimicrob Agents Chemother 2008, 52, 1269; Drug Discovery Today 2005, 10, 121).

Wyjatek stanowig zarazone kobiety ciezarne ponizej 6-go m-ca cigzy, ktérym podaje sie spiromy-
cyne wykazujgcg wysokie powinowactwo do tozyska, ale niestety stabe dziatanie protekcyjne (Zdrowie
Publiczne 2010, 120, 80). W terapii toksoplazmozy ocznej, oprécz standardowego potgczenia piryme-
taminy z sulfonamidami, stosowane sg réwniez trimetoprim z sulfametoksazolem, atowakwon, azytro-
mycyna oraz przeciwzapalne leki steroidowe (Int J Med Sci 2009, 6, 140).

Tradycyjne leczenie toksoplazmozy niesie ze sobg liczne skutki uboczne. W trakcie leczenia
mogq wystgpi¢ zaréwno objawy hematologiczne (niedokrwisto$¢ megaloblastyczna, matoptytkowosc,
leukopenia), jak i zaburzenia neurologiczne (béle i zawroty gtowy, niezborno$é, napady drgawek, bez-
sennos¢ i depresja), czy tez zmiany na skdrze i btonach $luzowych (zapalenia skoéry, nieprawidiowa
pigmentacja, osutka, zapalenie jezyka). Moze tez wystgpic¢: sucho$¢ w jamie ustnej, zaburzenia zotad-
kowo-jelitowe, gorgczka, uszkodzenie szpiku kostnego, teratogenno$é, kamica nerkowa, opornosé (Int
J Med Sci 2009, 6, 140; Wiad Parazytol 2011, 57, 87; Mutat Res 1998, 415, 69; Toxicol Lett 1982, 10,
51; Antimicrob Agents Chemother 2008, 52, 1269; Drugs 2004, 64, 245; Ann Allergy Asthma Immunol
2008, 100, 91).

Jak jasno wynika z powyzszych faktow, zastosowanie, klasycznych lekéw do leczenia toksopla-
zmozy fgczy sie ze znacznym ryzykiem. Ponadto, ze wzgledu na waski zakres terapeutyczny pirymeta-
miny (0,08-0,6 pg/mL krwi) trudno jest ustali¢ wtasciwg dawke leku. Jak donosi Lipka i wsp. (Wiad
Parazytol 2011, 57, 87), tylko u 58,3% leczonych dzieci odnotowano odpowiednie poziomy pirymeta-
miny w surowicach, zas 29,2% z wykazywato warto$¢ nizszg, niz sugerowana dawka lecznicza, a 12,5%
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badanych wybiegato ponad tg norme. Istnieje zatem rzeczywiste zapotrzebowanie na opracowanie no-
wych lekéw, zdolnych do skutecznego leczenia toksoplazmozy, a pozbawionych dziatania ubocznego
omowionego powyzej.

Zwigzki wedtug wynalazku stanowig nowe pochodne 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilo)tio-
semikarbazydu (1 i 2 przedstawione w tabelach) o wzorze przedstawionym na rysunku, gdzie podstaw-
nik chlorowy przypisany jest odpowiednio pozyciji orto lub meta.

Istotg wynalazku sg takze zwigzki o wzorze przedstawionym na rysunku do zastosowania w le-
czeniu toksoplazmozy. A ponadto zastosowanie zwigzkéw wedtug wynalazku do wytwarzania preparatu
przeznaczonego do leczenia toksoplazmozy.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposéb otrzymywania pochodnych 4-chlorofenylo-1-(4-me-
tyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiosemikarbazydu polegajgcy na tym, ze hydrazyd kwasu 4-metylo-5-imida-
zolo-5-karboksylowego poddaje sie reakcji z izotiocyjanianem w stosunku molowym 1:1. Reakcje pro-
wadzi sie w $Srodowisku bezwodnego etanolu w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Postep reakgc;ji
monitoruje sie za pomocg chromatografii cienkowarstwowej. Po utworzeniu produktu korzystnie czas
reakcji wynosi od 20 do 30 minut zawarto$¢ kolbki chtodzi sie, wytrgcony osad odsgcza, a po wysusze-
niu krystalizuje z 96% etanolu.

Zwigzki wedtug wynalazku wykazujg silne hamowanie proliferacji pierwotniaka T. gondii in vitro
oraz brak znaczgcej cytotoksycznosci wzgledem komorek zywicielskich. Tak wiec, otrzymane wedtug
wynalazku zwigzki mogg znalez¢ zastosowanie do wytwarzania nowych lekéw w terapii toksoplazmozy.

Uzyskane wyniki wskazujg na silng aktywnos$¢ przeciwpasozytniczg wobec T. gondii pochodnych
bedgcych przedmiotem wynalazku, co istotne w zakresie stezen nietoksycznych. Aktywnos$¢ przeciw-
pasozytniczg zwigzkdéw bedacych przedmiotem wynalazku jest wielokrotnie wyzsza od aktywnosci
obecnie stosowanego leku sulfadiazyny. Otrzymane dane pozwalajg oczekiwaé, ze badane zwigzki
mogq stanowié zwigzki wyjsciowe w poszukiwaniu nowych lekéw do walki z toksoplazma.

Ocena wptywu pochodnych 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazolo-5-ilokarbonylo)tiosemikarba-
zydu na zywotno$é komérek linii L929- test MTT

Zasada testu MTT

Oznaczenie zywotnosci komorek linii L929 wykonano przy uzyciu testu MTT, zgodnie z Norma
Europejskg: ISO 10993-5:2009(E), Biological evaluation of medical devices, Part 5: Tests for in vitro cy-
totoxicity. Test MTT oparty jest na przeksztatceniu zo6ttej soli MTT (bromku 3-[4,5-dimetylotiazolo-2-ilo]-
-2,5-difenylotetrazoliowego) do fioletowo-niebieskiego, nierozpuszczalnego formazanu. Za te konwersje
odpowiedzialne sg NADPH lub NADH, produkowane przez enzym dehydrogenaze mitochondrialng,
obecng w aktywnych metabolicznie komoérkach. Stezenie niebieskiego produktu jest wprost proporcjo-
nalne do liczby zywych komérek w probce i moze byé mierzone spektrofotometrycznie.

Cze$¢ doswiadczalna

Na ptytke 96-dotkowg (Nunc'®), nanoszono komorki L929 — ATTC-Catalog No. CCL-1™ o gesto-
$ci 1x10%/100 pL/dotek, zawieszone w podtozu hodowlanym IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Me-
dium — CytoGen) i inkubowano je (37°C, 10% CO3) przez 24 h. Po inkubacji usuwano podtoze znad
komorek i dodawano po 100 pL odpowiednich rozcienczen badanego zwigzku 1, 2i 3 (0,0; 3,91; 7,81;
15,63; 31,25; 62,50; 125,00) oraz dla poréwnania sulfadiazyne (Sigma), ktérych koncowe stezenia wy-
nosity: 0,0; 5,0; 25,0; 50,0; 125,0; 500,0; 1250,0; 2500,0 pg/mL. Oceniano takze wptyw rozpuszczalnika
na zywotno$¢ komoérek, w koncowym stezeniu w mikrohodowli: 0,05; 0,10; 0,25; 0,5; 1; 2% DMSO.
Kontrole stanowity komérki hodowane w petnym podtozu hodowlanym IMDM.

Po dodaniu ww. zwigzkéw komérki inkubowano 24 h w 37°C, 10% COz. Po tym czasie hodowle
obserwowano pod mikroskopem i wykonywano zdjecia. Nastepnie znad monolayeru $ciggano podtoze,
a do kazdego dotka na ptytce dodawano po 50 uL MTT (C = 1 mg/mL, Sigma) i inkubowano (37°C i 5%
CO2). Po 2 h ptytki wirowano (200 x g, 10 min), a krysztaty formazanu rozpuszczano dodajgc po 150 pL
DMSO/studzienke. Barwe produktu stabilizowano dodajgc po 25 plL buforu glicynowego. Poziom absor-
bancji mierzono za pomocg czytnika ELISA, przy dtugosci fali & = 550 nm.

Poziom istotnosci p wyznaczono nieparametrycznym testem U Manna-Whitney’a za pomocg pro-
gramu SigmaStat. Wyniki przy poziomie istotnosci p<0,05 uznano za znamienne statystycznie. Warto-
Sci CCao (cytotoxic concentration 30 — stezenie powodujgce efekt cytotoksyczny dla 30% badanych
komoérek) wyznaczono na podstawie analizy zalezno$ci zastosowanych stezen badanego zwigzku
i stopnia przezywalnosci komoérek (Statistica 10 PL).



4 PL 237 551 B1

Wyniki

W doswiadczeniu oceniono wplyw testowanych zwigzkéw na zywotno$¢ komérek zywicielskich
linii L929 przy pomocy testu MTT. Za kontrole przyjeto hodowle komérkowe inkubowane w podtozu
IMDM, bez dodatku badanych zwigzkow i rozpuszczalnika (DMSO). Zywotno$¢ komérek obliczono we-
dtug wzoru:

Wartosc abscrbancji proby badanej x 100%

2Zywotnos¢ =
Y Wartos¢ absorbancji préby kontrolnej

T. gondii nalezy do obligatoryjnych pasozytow wewngtrzkomérkowych, a jego namnazanie za-
chodzi tylko w zywych komérkach zywicielskich. Z tego wzgledu do badania wptywu zwigzkéw na we-
wnatrzkomoérkowe namnazanie sie pierwotniaka wybrano tylko te stezenia, przy ktérych zywotnos$é ko-
morek linii L929 wynosita >70%.

Wedtug normy ISO 109935:2009 (E), dany zwigzek mozna uznac¢ za nietoksyczny dla komérek,
jesli nie powoduje on spadku zywotnosci komérek ponizej 70%, dlatego tez wyznaczono warto$¢ CCag
odczytujgc jg z krzywej zaleznosci przezywania komorek [%] od zastosowanych stezen zwigzkéw
oraz sulfadiazyny (ng/mL), wykreslonej na podstawie danych zamieszczonych odpowiednio w Ta-
bela 1 i Tabela 2.

Ze wzgledu na konieczno$é rozpuszczania zwigzkow w DMSO, w pierwszym etapie doswiadcze-
nia zbadano wptyw zastosowanych stezen rozpuszczalnika na zywotno$¢ komérek linii L929. Ustalono,
iz stezenia DMSO uzyte w do$wiadczeniu nie majg istotnego wptywu na zywotno$¢ i morfologie komoé-
rek linii L929 (Tabela 1).

Tabela 1. Przezywalno$¢ komérek [%] linii L929 w poszczegdinych stezeniach DMSO + odchylenie

standardowe
Stezenie DMSO [%] 2,0 1,0 0,5 0,25 0,10 0,05
komorki zywe 69.,23* 82,26 89,89 90,36 92,56 95,67
[%] +4.34 +10,02 +9,25 +5,99 +8,02 +4,59

* p<0,05; zywotnos$¢ komorek ponizej 70%

Réwnolegle do testu MTT prowadzono obserwacje mikroskopowg mikrohodowli inkubowanych
z r6znymi stezeniami DMSO. Obserwacja komoérek, pod mikroskopem, potwierdzita brak zmian cytopa-
tycznych w hodowlach ze stezeniem DMSO do 1%. Oceniono takze wptyw leku powszechnie stosowa-
nego w leczeniu toksoplazmozy — sulfadiazyny na zywotno$¢, komérek linii L929. Ustalono, iz dawka
CCso w przypadku sulfadiazyny wynosi >2500 ug/mL (Tabela 2). Podczas analizy mikroskopowej, nie
zaobserwowano zmian w morfologii komérek inkubowanych z réznymi stezeniami komercyjnie dostep-
nego leku.

Tabela 2 Przezywalno$¢ komérek [%] linii L929 w poszczegdlnych stezeniach sulfadiazyny + odchylenie

standardowe
Stezenie sulfadiazyny 2500,0 1250,0 500,0 125,06 50,0 25,0 5,0 CCxo
[ng/mL] {ng/mL]
komorki zywe 81,01 83,28 94,59 9534 9459 91,99 81,29 |>2500
[%] +546 +2,56 £3,59 +4,79 +4,56 +3,21 4,13

Przebadano wptyw zwigzkéw na zywotnosé komorek linii L929. Wyznaczono stezenia CCao dla
linii komérkowej L929 (Tabela. 3) i wykonano zdjecia hodowli komérkowej z dodatkiem wyznaczonego
stezenia badanego zwigzku (1i 2).
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Tabela 3 Przezywalno$¢ komérek [%] linii L929 w zakresie stezeri 1,4-dipodstawionych pochodnych tiosemi-
karbazydu 1-125 ug/mL + odchylenie standardowe

swiazek Stezenie zwigzku [pg/mlL] CCso
2 125,00 62,50 31,25 15,63 7.81 3,91 [ng/mL]
| 86,23 92,58 90,25 89,39 94,78 92,58
+5,02 £2.58 +4 69 +3,47 +4 01 +2,99 15
5 84,25 80,15 80,93 91,15 95,99 96,92
+3.08 +4.06 +2.87 +3,69 +3,58 +3.54

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze pochodne 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimida-
zol-5-ilokarbonylo)tiosemikarbazydu (1 i 2) nie wykazujg cytotoksyczno$ci w zakresie stezen 0,0-125 png/mL.
Badane, pochodne tiosemikarbazydu powyzej stezenia 125 ng/mL wytracajg sie w postaci krysztatkow
w trakcie prowadzonego eksperymentu, co uniemozliwia doktadne okres$lenie wartosci CCao.

Badanie wptywu pochodnych 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiosemikarba-
zydu na namnazanie sie T. gondii w komérkach linii L929 (test inkorporacji trytowanego uracylu).

Whptyw pochodnych 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiosemikarbazydu (1 i 2)
na wewngtrzkomoérkowe namnazanie sie pierwotniaka T. gondii szczepu BK w komaérkach linii L929
przebadano za pomocg testu wbudowywania uracylu znakowanego trytem. Kontrole doswiadczenia
stanowity komorki fibroblastéw mysich zarazone pierwotniakiem i inkubowane w podtozu hodowlanym
bez leku (zmierzong warto$¢ proliferacji przyjeto jako 100%). Wyznaczono warto$¢ ICso (inhibitory con-
centration 50 — stezenie powodujgce zahamowanie namnazania sie pierwotniaka o 50%).

Zasada reakcji

Test inkorporaciji *H-uracylu polega na pomiarze poziomu radioaktywnos$ci pierwiastka — trytu
(®H), ktory wraz z uracylem jest wychwytywany i wbudowywany do taricucha RNA T. gondii. Mniejsza
liczba zliczenh przez czytnik scyntylacyjny w poréwnaniu do kontroli $wiadczy o hamowaniu namnazania
sie pierwotniaka w mikrohodowli.

Cze$¢ doswiadczalna

24-godzinng hodowle komorek L929 (1x10% 50 uL/ studzienke) zarazono tachyzoitami T. gondii
szczepu BK w stosunku 1 komorka zywicielska: 10 komarek pierwotniaka (1x10°%/50 uL/ studzienke).
Mikrohodowle inkubowano 2 h w 37°C, 10%CO2, umozliwiajac pierwotniakowi wnikniecie do komorek
i utworzenie wakuoli pasozytniczej. Po tym czasie dodano po 100 pulL: i) badanego zwigzku (1 lub 2)
uzyskujgc koricowe stezenia: 0,0; 3,91; 7,81; 15,63; 31,25; 62,50; 125,0 ug/mL, a do réownolegtych mi-
krohodowli ii) DMSO (0,0; 0,10; 0,5; 1,0; 2,0) i iii) sulfadiazyne,: 0,0; 5,0; 25,0; 50,0; 125,0; 500,0;
1250,0; 2500,0 pg/mL. Ptytki inkubowano 48 h (37°C, 10%CO3), a nastepnie do kazdej studzienki do-
dawano °H-uracylu (1 uCi/ 50 pL), po czym kontynuowano inkubacje przez 24 h w warunkach jw. Po
tym czasie ptytki zamrozono w -20°C. Przed przystgpieniem do odczytu testu ptytke rozmrazano, a za-
wartos¢, studzienek zbierano na bibute (PrintedFiltermat A), ktérg pozostawiano do wyschniecia. Do
pomiaru poziomu promieniowania 3 uzyto czytnika scyntylacyjnego (WALLAC), uprzednio nasaczajac
bibuty ptynem scyntylacyjnym (BetaplateScint, PerkinElmer).

Poziom istotnosci p wyznaczono nieparametrycznym testem U Manna-Whitney’a za pomocg pro-
gramu SigmaStat. Wyniki przy poziomie istotnosci p<0,05 uznano za znamienne statystycznie.

Wartosci ICso wyznaczono na podstawie analizy zaleznoéci zastosowanych stezen badanego
zwigzku i stopnia wewnatrzkomorkowego namnazania sie pasozyta (ED50plus v .1.0).

Wyniki

W pierwszym etapie doSwiadczenia przebadano wptyw rozpuszczalnika na proliferacjie 7. gondii
w komérkach linii L929 (Tabela 4).
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Tabela 4. Intensywno$cé proliferacji T. gondii w komédrkach linii L929 hodowanych w obecno$ci réznych stezen
DMSO + odchylenie standardowe

Stezenie DMSO [%] 2 1 0,5 0,25 0,10 0,5
proliferacja pierwotniaka 66,32* 70,31 99,59 101,23 99,69 99,32
[%] +9,52 18,56 +9.36 +5,89 8,68 +7,23
* p<0,05

Spadek namnazania pierwotniaka zaobserwowano jedynie w stezeniu 2% DMSO. Kontrole do-
datnig. doSwiadczen nad wptywem badanego zwigzku stanowita mikrohodowla z sulfadiazyng, lekiem
od dawna stosowanym w terapii toksoplazmozy (Tabela. 5). W tabeli nr 5 dla poréwnania aktywnosci
zwigzkéw wedtug wynalazku ze znanym i stosowanym lekiem zamieszczono dane o jego dziataniu
przeciwko T. gondii, za$ w tabeli nr 6 wskazano dane z aktywnos$ci zwigzkéw wedtug wynalazku. Jak
wynika z danych zwigzki wedtug wynalazku wykazuja, wyzszg skuteczno$¢ niz znany lek.

Tabela 5 Intensywno$¢ proliferacji [%] T. gondii w komdrkach Unii L929 hodowanych w obecno$ci sulfadia-
zyny — komercyjnego leku stosowanego w terapii toksoplazmozy

* p<0,05
Stezenie ICso
sulfadiazyny 2500 1250 500 250 125 50 25 5 [ng/m
[ug/mL] ]
Proliferacia o5 4y 4s 5410 5958 6218 %%0% 81,88 9398
p‘e“}’;ﬁ“al‘a * * ‘ . Y %116 *1L6 | 773,97
1942 +894 4829 1126 629 .° 5 s

Oceniono wpltyw pochodnych 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiosemikarba-
zydu (Tabela 6) na namnazanie sie pierwotniaka w hodowlach komérek linii L929. WartosSci stezen ICso
odczytano z wykreséw wykonanych na podstawie danych zamieszczonych w ww. tabeli.

Tabela 6. Intensywno$¢ proliferacji [%] T. gondii w komérkach linii L929 hodowanych w obecno$ci pochod-
nych 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiosemikarbazydu w zakresie stezen 1-100 ug/mL + od-
chylenie standardowe

. Stezenie [pg/mL] ICso
zwigzek 100 50 25 10 5 1 [ng/mL]
| 27,96 2927%  30,53*  3583* 79,79 11642 | L o0
+4.89 15,26 +4 07 1421 +5,29 +543 i
) 21,77 23,19%  2571%  28,56* 52,04* 9864 | o .
+531 4644  +485 687 £642 621 ’
*p<0,05

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze pochodne 4-chlorofenylo-1-(4-metyloi-
midazol-5-ilokarbonylo)tiosemikarbazydu (1 i 2) wykazujg hamowanie proliferacji T. gondii przy stezeniu
wyrazonym jako ICso nizszym (odpowiednio: 15,98 i 8,15 pug/mL) niz stosowanego leku sulfadiazyny
(ICs0 773,97 ng/mL) (Tabela 7).
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Tabela 7. Struktura zwigzkéw i ICso — podsumowanie

Struktura zwigzku Nazwa zwigzku [pgl:lifL]

g
| o ~ )
N /kz_ I _Q% sulfadiazyna 773,97
T
g T T a 15,98
N N
NMT/ \[r 1 48’43 x
\,——;N\H H s

0=8§

nizsza
dawka

8,15

i1
NMN/N\H/N cl 5 94,96
\;N\ L g nizsza
H

dawka

Przyktad:

Mieszanine hydrazydu (0,01 mola; 1,40 g) i 2-chlorofenyloizotiocyjanianu (0,01 mola; 1,53 @)
ogrzewano w kolbce okragtodennej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng w temperaturze wrzenia rozpusz-
czalnika. Czas reakcji wynosit 20 min. Po utworzeniu produktu zawarto$¢ kolbki ochtodzono, wytrgcony
osad odsgczono, a po wysuszeniu przekrystalizowano z 96% etanolu. Otrzymano 2,71 g (87,2% wydaj-
nosci teoretycznej, Tabela 8) 4-(2-chlorofenylo)-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiosemikarbazydu

o temperaturze topnienia 217-219°C (Tabela. 9). Witasciwg budowe zwigzku oraz jego czysto$é po-
twierdzono na podstawie analizy widm 'H NMR (Tabela. 9).

Tabela 8 Czasiwydajnos¢ reakcji otrzymywania pochodnych 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbo-

nylo)tiosemikarbazydu
nr nazwa zwigzku czas reakcji wydajnosé
zwiazku [min] [g=%]
1 4-(2-chlorofenylo)-1-(4-metyloimidazolo- 20 2,71 g=
5-ilokarbonylo)tiosemikarbazyd 87,42%
2 4-(3-chlorofenylo)-1-(4-metyloimidazolo- 30 242¢g=
5-ilokarbonylo)tiosemikarbazyd 78,06%

Tabela 9. Parametry fizykochemiczne pochodnych 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiosemi-
karbazydu

parametry fizykochemiczne
nazwa zwigzku

'H NMR (DMSO-ds) & (ppm): temp. top. [°C]
4-(2-chlorofenylo)- 1-(4-metyloimidazolo- 2.45856 (s, 3H); 7.190-7.246 (m, 217-219
5-ilokarbonylo)tiosemikarbazyd 1H); 7.298-7.354 (m, 1H); 7.457-
7.529 (m, 1H); 7.751 (s, 1H); 8.796
(s, 1H); 9.312 (s, 1H); 9.751 (s,
1H);9.921 (s, 1H) 12.417 (s, IH)
4-(3-chlorofenylo)-1-(4-metyloimidazolo- | 2.425 (s, 3H); 7.148-7.175 (d, 1H); 203-205
5-ilokarbonylo)tiosemikarbazyd 7.284-7.348 (t, 1H); 7.469-7.527 (m,
1H); 7.626 (s, 1H); 7.704 (s, 1H);
9.705-9.811 (m, 3H); 12.385 (s, 1H)
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Zastrzezenia patentowe

. Pochodne 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiosemikarbazydu, o wzorze

ogoinym przedstawionym na rysunku, gdzie podstawnik chlorowy przypisany jest odpowiednio
pozyciji orto lub meta.

Spos6b otrzymywania pochodnych 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiose-
mikarbazydu o wzorze ogélnym przedstawionym na rysunku, znamienny tym, ze hydrazyd
kwasu 4-metylo-5-imidazolo-5-karboksylowego poddaje sie reakcji z izotiocyjanianem, przy
czym reakcje prowadzi sie w stosunku molowym 1:1, reakcje prowadzi sie w $rodowisku bez-
wodnego etanolu w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, otrzymany produkt chtodzi sie, po
czym wytrgcony osad odsgcza sie, a po wysuszeniu krystalizuje sie korzystnie z 96% etanolu.
Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze czas reakcji wynosi od 20 do 30 min.
Zastosowanie pochodnych 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiosemikarba-
zydu, o wzorze ogélnym przedstawionym na rysunku, gdzie podstawnik chlorowy przypisany
jest odpowiednio pozycji orto lub meta do wytwarzania leku przeznaczonego do leczenia tok-
soplazmozy.

Pochodne 4-chlorofenylo-1-(4-metyloimidazol-5-ilokarbonylo)tiosemikarbazydu, o wzorze ogol-
nym przedstawionym na rysunku, gdzie podstawnik chlorowy przypisany jest odpowiednio pozyciji
orto lub meta do zastosowania w leczeniu toksoplazmozy.
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