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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate: dorinta umana de a trai “o viatd vesnica si
indestructibild”, reprezinta forta motrice de cautare a noi si noi remedii pentru toate formele de
amenintare asupra organismului uman fie pentru cele deja cunoscute fie pentru cele “noi” aparute.

Compusii organici, prin compozitia sa, furnizeaza cea mai mare parte a substantelor
medicamentoase, datoritd faptului cd prezintd analogii cu compusii naturali existenti dar si
particularitatii de modelare a structurii, in vederea asamblarii de compusi cu structura si proprietati
predeterminate. Studiile efectuate asupra a numerosi compusi terapeutici, au dus la identificarea
fragmentelor structurale sau a seturilor de atomi, capabili sd formeze legaturi cu receptorii
biologici, inducand un raspuns fiziologic asteptat, numindu-i farmacofori sau grupe farmacofore
[1].

Proiectarea si sinteza moleculelor cu schelet hibrid este un instrument eficient, in obtinerea
compusilor cu structuri inedite si meritd o atentie deosebita. Fiind o abordare ce se bazeaza pe
combinarea mai multor fragmente farmacofore, care duce atat la amplificarea proprietatilor deja
cunoscute, manifestand activitate net superioara fatd de compusii cunoscuti, cat si la identificarea
de noi aspecte structurale si farmacologice promitdtoare.

Clasa hidrazincarbotioamide cat si derivatii acestora, reprezintd o clasd de farmacofori
inediti, o clasd promititoare de compusi polifunctionali, datoritd particularitatii de modelare a
structurii moleculare, care a permis proiectarea unui numar in crestere continud de compusi tot
mai variati structural, de la prima raportare a acestora. Compusi care si-au gasit un spectru larg de
implementare, de la medicamente antituberculoase, antivirale si anticancer la precursori de
compusi heterociclici, liganzi si indicatori acido-bazici.

In literatura de specialitate exista un numar impunitor de hidrazincarbotioamide descrise,
cu proprietati biologice valoroase precum antituberculoase, antibacteriene, antivirale, etc fapt care
le-au facut cunoscute si conditionat sa fie intens studiate in ultimii 80 de ani. Desi, aceasta clasa
de compusi pand nu demult era considerata a fi epuizata, studiile recente demonstreaza contrariul,
si readuc toata atentia spre acesti compusi 1n calitate de compusi farmacologici inediti [2; 3].

Din cele relatate, se poate conclude ca hidrazincarbotioamidele reprezintd o clasd de
compusi inediti, care meritd o atentie deosebitd, datoritd spectrului larg de implementare, dar

indeosebi proprietatilor biologice valoroase.



Scopul lucrarii: sinteza unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide cu confirmarea
structurii prin metode spectrale de analizd, cercetarea proprietatilor farmacofore, a activitatii

biologice si elucidarea influentei structurii chimice asupra activitétii biologice.
Obiectivele cercetarii:

" Sinteza unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide cu N-substituentii: -2-metilfenil;
-3-metilfenil; -4-metilfenil; -2,3-dimetilfenil; -2,4-dimetilfenil; -2,5-dimetilfenil;
-2,6-dimetilfenil; -3,4-dimetilfenil; -3,5- dimetilfenil; -2,4,6-trimetilfenil, utilizand metode de
sinteza optimizate;

. Condensarea N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor sintetizate cu compusi carbonilici
aromatici:  2-hidroxibenzaldehida §i  2-hidroxi-3-metoxibenzaldehida si  heterociclici:
piridin-2-carbaldehida, 1-(piridin-2-il)etan-1-ona;

. Caracterizarea compusilor sintetizati si stabilirea structurii moleculare prin metode
spectrale de analizi: (FT-IR, 'H-, 3C-, °’N RMN) si a difractiei de raze X pe monocristal;

. Cercetarea activitatii antioxidante, anticancerigene, antibacteriene si antifungice a
compusilor sintetizati;

. Cercetarea proprietatilor farmacofore prin metode computationale;

. Stabilirea influentei numarului si pozitiei grupelor metil din inelul benzenic, dar si naturii

componentei carbonilice asupra activitatii biologice.

Ipoteza de cercetare: investigatiile literare au evidentiat ca introducerea in scheletul
hidrazincarbotioamidic a substituentilor lipofili faciliteaza penetrarea membranei celulare si
genereazd compusi cu proprietdti anticancerigene, antibacteriene, antioxidante si antifungice
valoroase. Diversificarea N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor prin condensarea cu compusii
carbonilici aromatici si heterociclici, prezinta interes din punct de vedere a structurii moleculare

si a proprietatilor farmacofore.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese: in scopul
realizarii obiectivelor formulate au fost utilizate metode de sinteza adaptate si optimizate, precum
interactiunea aminelor aromatice cu DTMT, descompunerea N,N-dimetiltioureelor in prezenta
HCI, interactiunea cu monohidratul de hidrazina si condensarea cu compusi carbonilici aromatici
si heterociclici, cu catalizator sau fara.

In scopul evaluirii potentialului biologic, a parametrilor stipulati in “regula lui Lipinski.

compusii proiectati au fost evaluati prin metoda computationald Molinspiration.



Cercetarea proprietatilor farmacofore au fost efectuate prin studiul de andocare moleculara,
prin intermediul programului AutoDock Vina.

Pentru stabilirea compozitiei si determinarea structurii compusilor sintetizati, au fost
utilizate metode spectrale de analiza precum: F7-IR, efectuata in cadrul laboratorului de cercetari
stiintifice ,,Materiale avansate in biofarmaceutic si tehnica”, USM; 'H-, *C-, °’N RMN, efectuate
in cadrul Institutului de Chimie, USM; si analiza structurala prin difractie de raze X pe monocristal,
efectuata in cadrul Institutului de Fizica, USM.

Pentru cercetarea activitatii biologice au fost evaluate:

o activitatea anticancerigena- in vitro, a fost efectuata fatd de liniile de celule de cancer de:
adenocarcinom cervical (HeLa), adenocarcinom pancreatic uman (BxPC-3), miosarcoma tesutului
muscular (RD), leucemie umana (HL-60), adenocarcinom mamar (MCF-7), adenocarcinom de
prostatd (LNCaP), iar toxicitatea a fost evaluatd pe linia de celule epiteliale renale normale
(MDCK). Testarea asupra liniilor de celule de cancer de: adenocarcinom cervical (HeLa),
adenocarcinom pancreatic uman (BxPC-3), miosarcoma tesutului muscular (RD) si asupra liniei
de celule epiteliale renale normale (MDCK), au fost realizate in cadrul Laboratorului de Biochimie
a USMF “Nicolae Testemitanu”. Testele pe liniile de celule de cancer de: leucemie umana (HL-
60), adenocarcinom mamar (MCF-7) si adenocarcinom de prostatd (LNCaP) au fost efectuate la
Laval University, Quebec, Canada.

. activitatea antioxidanti- a fost efectuati la concentratii cuprinse intre 10~ - 107 mol/L, prin
intermediul metodelor de inhibare a cation-radicalului ABTS™ (acidul 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazol-6-sulfonic) si a radicalului DPPH" (1,1-difenil-2-picrilhidrazil-ul), comparata cu
activitatea antioxidantd a Trolox-ului (acidul 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic)
derivat al vitaminei E. Testele au fost efectuate in cadrul Laboratorului de Sistematica si Filogenie
Moleculara, Centrul de Cercetare a Invaziilor Biologice al Institutului de Zoologie, USM. in
calitate de indicator pentru activitatea antioxidantd a fost luatd concentratia de inhibare
semimaximala ICso, uM.

. activitatea antibacteriana- in vitro, a fost efectuata fata de microorganismele Gram pozitive:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gr.+) si Gram negative: Klepsiella pneumonae ATCC 13883
(Gr.-), Escherichia coli ATCC 259 (Gr.-) si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Gr.-). Testele
biologice au fost efectuate In Laboratorul de Microbiologie al Agentiei Nationale de Sanatate

Publica.



o activitatea antifungica- in vitro, a fost efectuata fata de tulpinile de Candida albicans ATCC
10231. Testele biologice au fost efectuate in Laboratorul de Microbiologie al Agentiei Nationale

de Sanatate Publica.

Valoarea aplicativa: valoarea aplicativa reprezintd sinteza a 50 de compusi din clasa
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor condensate cu piridin-2-carbaldehida, 1-(piridin-2-
il)etan-1-ona, 2-hidroxibenzaldehida si 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehida, dintre care 25 de
compusi noi (conform cautarilor in SciFinder, Reaxys si Cambridge Crystallographic Data
Centre), care manifestatd activitate antioxidantd, anticancerigend, antibacteriand si antifungica
inalta. Un compus a fost brevetat in calitate de fungicid, fata de tulpinile de fungi Candida albicans
ATCC 10231. Al doilea brevet de inventie a fost obtinut in domeniul de aplicare a unui compus
sintetizat, 1n calitate de ligand la asamblarea unui compus coordinativ cu proprietati antioxidante

valoroase.

Publicatii la tema tezei: rezultatele obtinute in cadrul cercetarilor la tema tezei de doctor
au fost diseminate Tn 16 lucrari stiintifice dintre care: 3 articole in reviste nationale, 2 articole in
culegeri stiintifice, 11 rezumate la conferinte nationale si internationale. Au fost obtinute 2 brevete

de inventii si 2 medalii (aur si argint) la saloane de inventica.

Volumul si structura tezei: continutul tezei este expus pe 132 de pagini de text de baza
(pana la Bibliografie) si contine 107 figuri, 11 tabele, 178 referinte bibliografice si 13 anexe.
Lucrarea este compusa din: introducere; rezumatul in 3 limbi (romana, rusa si engleza); lista
abrevierilor; lista tabelelor si figurilor; 4 capitole unde: in capitolul 1 sunt descrise investigatiile
in studiul actual al cunoasterii, in capitolul 2 sunt descrise materialele si metodele de analiza iar
capitolele 3 si 4, sunt dedicate contributiilor personale; concluzii generale si recomandari;

bibliografie; declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul autorului.

Cuvinte-cheie: N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide, sinteza organica, analiza spectrala,
farmacofor, activitate antioxidanta, activitate anticancerigena, activitate antibacteriana, activitate

antifungica, proprietati farmacofore, legdtura structurd chimica-activitate biologica.



CONTINUTUL TEZEI

Introducerea cuprinde actualitatea si importanta temei abordate, este descris stadiul actual
al cunoasterii si identificatd directia de cercetare, precum si este formulat scopul lucrarii si sunt
elaborate obiectivele necesare atingerii scopului si ipoteza de cercetare. De asemenea este relatata
sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese, justificata valoarea

aplicativa a lucrarii, enumerate publicatiile la tema tezei si sumarul capitolelor lucrarii.

1. HIDRAZINCARBOTIOAMIDE N-FENIL SUBSTITUITE. SINTEZA, STRUCTURA
SI PROPRIETATI BIOLOGICE

In capitolul 1 este investigat studiul actual al cunoasterii ce tine de nomenclatura aprobati
la nivel international cu modificarea din 1993 (IUPAC), structura moleculara si tipurile de
izomerie. Studiul de fatd a fost axat atdt pe conditille de sintezd clasicd a
N-fenilhidrazincarbotioamidelor ce tin de: solventul utilizat, timpul de reactie si catalizatorul,
pentru a putea selecta cele mai optimale conditii, cat si pe conditiile de sinteza indirecta ce tin de
materie prima accesibild, utilizarea de reagenti mai putin nocivi, timp de reactie optim si metode
de purificare viabile [4].

Un alt element cercetat a fost scheletul hidrazincarbotioamic, atit influenta substituentilor
la atomul de azot NN cat si a impactului condensirii cu compusi carbonilici, asupra potentialului
biologic, in vederea proiectdrii unor compusi cu proprietdti: antioxidante, anticancer,
antibacteriene si antifungice valoroase. De asemenea au fost studiate metodele computationale
accesibile, in vederea evaludrii virtuale ,,ab initio” si a potentialului biologic a compusilor
proiectati. La fel a fost abordatd selectiv, abilitatea de coordinare a N-
fenilhidrazincarbotioamidelor cu unele metale 3d [5].

2. MATERIALE SI METODE DE ANALIZA

in capitolul al 2-lea sunt descrise materialele utilizate, metodele fizice de analiza, metoda
de studiu a andocarii moleculare si de evaluare computationald a potentialului biologic, metodele
utilizate la testarea in vitro a activitdtii anticancerigene, antibacteriene, antifungice si a toxicitatii
precum si metodele pentru determinarea activitatii antioxidante a
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor sintetizate.

3. SINTEZA, CARACTERIZARE SI CERCETAREA UNOR N-(n-
METILFENIL)HIDRAZINCARBOTIOAMIDE
Capitolul al 3-lea, contine descrierea strategiei de sinteza selectatd, rezultatele evaluarii

computationale a potentialului biologic, precum si metodele de obtinere a N-(n-metilfenil)-



hidrazincarbotioamidelor, cat si a compusilor intermediari N-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor.
Sunt date rezultatele studiilor spectrale de analiza: FT-IR, H-, 1*C RMN si analiza structurala prin
difractie de raze X pe monocristal. De asemenea sunt redate rezultatele evaludrii activitatii
biologice pentru activitatea antioxidantd, prin metoda de inhibare a cation-radicalului ABTS™ si a
radicalului DPPH" si activitatea anticancerigena fata de o serie de celule de cancer. Precum si
rezultatele evaludrii toxicitatii fatd de linia de celule normale MDCK si rezultatele cercetarii
proprietatilor farmacofore prin studiul de andocare moleculara.
3.1. Strategia generalizata de sinteza a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor

Cercetarile efectuate asupra proprietatilor biologice, au permis formarea unei strategii
asupra ,,constructiei de noi inhibitori moleculari”. Investigatiile ce tin de fragmentul lipofilic, sau
inelul benzenic 1n cazul dat, au dus la concluzia ca nu doar pozitia radicalilor din inelul benzenic
influenteaza asupra proprietatilor biologice dar si natura acestora. Strategia de proiectare de noi
N-fenilhidrazincarbotioamide, a presupus introducerea grupei cu un volum molecular mic, donora
de electroni, precum grupa metil (-CH3), in numar de 1, 2 si 3, in diferite pozitii ale inelului

benzenic.
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Fig. 3.1. Design-ul N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor proiectate
Analiza literaturii stiintifice privind sinteza N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor
proiectate, a permis structurarea unei scheme optimizate de sinteza, prin succesiunea unor reactii

chimice, utilizind materie prima accesibila, cu toxicitate moderata si conditii blande de executare

[6]:
1) 2) 3) i
_C_ NH,
R R (|3H3 R R NH “NH
NH HN N N
2 CHs e

NN

c

I s
S
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a) R=2-CH,; b) R=3-CH,; ¢) R= 4-CH,; d) R=2,3-diCH,; e) R= 2,4-diCH,;
f) 2,5—diCH3; g) R= 2,6-diCH3; h) R= 3,4—diCH3; i) R= 3,5-diCH3; j)R= 2,4,6—triCH3

Fig. 3.2. Schema generala de sinteza a N-(n-metilfenil) hidrazincarbotioamidelor (Il a-j)
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1) Sinteza N'-aril-N,N-dimetiltioureelor (/ a-j) a fost efectuatd la interactiunea dintre
aminele aromatice corespunzatoare cu disulfura de tetrametiltiuram (DTMT);

2) Sinteza n-metilfenilizotiocianatilor (I// a-j) a fost efectuatd prin descompunerea
N'-aril-N,N-dimetiltioureelor la actiunea acidului clorhidric HCI concentrat;

3) Sinteza N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (/II a-j) a fost efectuatd la
interactiunea n-metilfenilizotiocianatilor cu monohidratul de hidrazina.

Stiinta modernd oferd metode de evaluare teoretica a potentialului biologic, metode care
au revolutionat posibilitatea de proiectare a moleculelor noi, cu evidentierea unor aspecte-cheie,
care au un impact major asupra proprietatilor biologice [7]. Metodele computationale se bazeaza
pe evaluarea teoretica a unor parametri fizico-chimici ori pe simularea interactiunii dintre
farmacofor si tinta biologica. O reguld formulata de Christopher A. Lipinski [8], este o regula
generald de evaluare a unui farmacofor privind potentialul biologic. Regula presupune cd un
compus cu activitate biologica va corespunde urmatoarelor criterii: numarul de atomi donori de
legaturi de hidrogen, de pana la 5; numarul de atomi acceptori de legaturi de hidrogen, de pana la
5; masa moleculara relativa mai mica de 500 g/mol; coeficient de partitie, logP, nu mai mare de 5,
care indica nivelul de lipofilicitate; structura moleculara, ce tine de volumul molecular, aria
suprafetei polare etc.

Pentru N'-aril-N,N-dimetiltioureele (/ a-j) dar si N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele
(/I a-j) proiectate au fost evaluati toti parametri stipulati in “regula lui Lipinski” si toate valorile
obtinute se incadreaza in limitele recomandate, iar coeficientul de lipofilicitate, care indica
potentialul de absorbtie, este cuprins in limitele -0.5-2.5, ceea ce demonstreaza ca toti compusii

proiectati pentru sintezd manifestd potential biologic ridicat.

3.2. Sinteza N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor (I a-j)

Sinteza N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor (/ a-j) a fost efectuatd pornind de la
aminele corespunzdtoare (4 a-j), la interactiunea acestora cu disulfura de tetrametiltiuram
(DTMT). Aceasta reactie este intermediard in obtinerea izotiocianatilor (/I a-j) si reprezinta o
alternativa accesibilda ce permite evitarea utilizarii unor reactivi cu toxicitate inaltd precum
tiofosgenul si disulfura de carbon, dar si obtinerea unei clase de compusi cu potential biologic
nevalorificat [9].

Pentru sinteza N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (/ a-j), a fost selectat in calitate de
solvent propan-1-ol-ul, deoarece are punctul de fierbere fiind de 97 °C, (mai mare de 80 °C),
conditie recomandatd pentru micsorarea timpului de reactie. Raportul regentilor n-metilanilina:

DTMT, a fost de 2:1.2, unde DTMT s-a luat in exces, pentru a mari randamentul de reactie dat
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fiind faptul ca au loc reactii secundare. Timpul de reactie mediu a fost de 2-4 ore, in dependenta
de structura n-metilanilinei, deci in cazul in care sunt prezente grupe metil in pozitia orto- sau 2,
timpul de reactie a fost de 3.5-4 ore, iar in cazul in care grupele metil sunt prezente in pozitia meta-
sau 3 (I b), timpul de reactie a fost de 2 ore, acest fapt se datoreaza formarii legaturilor
intramoleculare la tioureea formata. Sulful format in cadrul acestor reactii a fost eliminat prin mai
multe operatiuni. Prima a fost decantarea imediata a solutiei de reactie fierbinti, pentru a indeparta
o parte din sulful depus sub forma de precipitat galben, apoi balonul a fost plasat in baie cu gheata
pentru racire si precipitare. Ulterior precipitatul format a fost filtrat prin palnia Biichner cu disc
fretat si spdlat cu propan-1-ol rece. Apoi pentru a separa resturile de sulf ramase, tioureea a fost
dizolvata in solutia de HCI, solutia obtinutd a fost filtratd si apoi neutralizatd cu solutie de
NaHCOs, la pH=7. Cristalele formate au fost filtrate prin palnia Biichner cu disc fretat, apoi
recristalizate din etanol si uscate 1n exsicator cu vid. Randamentul de reactie a fost de 80-92%.

Confirmarea structurii compusilor sintetizati a fost efectuatd prin intermediul metodelor
spectrale: FT-IR, 'H-, 3C RMN si a difractiei de raze X pe monocristal. In spectrele FT-IR ale
N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor (/ a-j), au fost evidentiate prezenta benzilor de absorbtie
caracteristice grupdrii -N-H in diapazonul 3200-3280 ¢cm™ si a grupei -C=S in intervalul 1130-
1140 cm™.

Studiile spectrelor 'H RMN, au elucidat ci in cAmp puternic ecranat se contin semnale
singlet a gruparilor metil din inelul benzenic 1n intervalul 2.1-2.2 ppm si semnalele a 6 protoni din
gruparea -N-(CHs)2 in intervalul 3.2-3.4 ppm. Semnalele din intervalul 6.8-7.2 ppm, confirma
prezenta protonilor din inelul benzenic, iar protonul de la gruparea -N-H, a fost semnalat in
intervalul 8.7-8.8 ppm. In spectrele 3C RMN se contin semnale ale grupelor metil din inelul
benzenic in intervalul 14-20 ppm, iar a grupelor metil din gruparea marginala -N-(CH3)2, In
intervalul 40-41 ppm. In intervalul 125-137 ppm sunt prezente semnalele atribuite atomilor de
carbon din inelul benzenic. lar un semnal puternic in intervalul 181-182 ppm confirma prezenta
grupei -C=S.

Stereochimia ~ unor  N'-(n-metilfenil)-N,N-
dimetiltiourei, a fost demonstratd in premierd prin
intermediul difractiei de raze X pe monocristal si indica
ca moleculele sunt neplanare, dat fiind faptul ca exista
rotatia inelului benzenic fatd de restul moleculei.

Impachetarea in cristal a moleculelor este determinata
de existenta legiturile de hidrogen intermoleculare de  Fig. 3.3. Structura moleculara a

. 1 . . C o compusului (I e)
tipul —-N'-H"**S, in compusii ({ e) si (/ ), cu formare de
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lanturi de tip zig-zag. In compusul (/ d) impachetarea in cristal este determinati de legituri de
hidrogen intermoleculare de tipul ~N'-H--*S--"-H-N'- si interactiuni de tip ,,m-n stacking” intre
inelele fenil, pe cand in compusul (I b) existd 3 tipuri de legituri de hidrogen: de tipul —N'-
H:S-*H-N'-, -N%-H-*S*"H-C (-N-(CH3), si —N!-H*'S-**H-C? (aril).

Datorita faptului ca in scheletul N, N-dimetiltioureelor este prezenta gruparea -C=S, care
are capacitatea de a inhiba radicalii liberi, N’-(n-metilfenil)-N, N-dimetiltioureele sintetizate (I a-
/), au fost testate pentru activitatea antioxidanta prin metoda ABTS. In urma evaluarii activitatii
antioxidante, se poate conclude ca toate substantele analizate prin metoda ABTS, manifesta
activitate antioxidanta inalta.

Activitatea antioxidantd a N'-(n- De mentionat este faptul, ca cea mai
metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor (I a-

J), prin metoda ABTS, in raport cu
substanta de referinti Trolox, in ordine ~ cation-radicalului ABTS™" cu concentratia

crescatoare

mare valoare pentru activitatea de inhibare a
40

- semimaximala, ICso=12.2; 1551 17.1 uM au

33,3
30 26,9 . .
manifestat N'-(2,4,6-trimetil)-N,N-
25 21,8 e e
2 203 193 dimetiltioureea (/ j), N'-(2-metilfenil)-N,N-
$20 178 17,3 17,1
Sh s dimetiltioureea (/ a) si N'-(2,4-dimetilfenil)-
10 N,N-dimetiltioureea (/ e) respectiv, 1In
5 compozitia carora sunt grupe metil in inelul

benzenic, a cate 1, 2 si 3 in pozitiile orto- si
\)°$ SEASRURURUECECECIY para-. Concentratia de inhibare cu valoarea
ICso = 26.9 uM a revenit

Fig. 3.4. Rezultatele testarii activitagii ~ N'-(3,5-dimetilfenil)-  N,N-dimetiltioureei
antioxidante a N'-(n-metilfenil)-N, N-

I i), fapt care ar putea fi explicat prin
dimetiltioureelor (I a-j) () p p p p

stereochimia compusului, unde ambele
grupe metil in inelul benzenic, sunt in pozitia meta-. Rezultate asemanatoare sunt si pentru
compusul N'-(3-metil)-N,N-dimetiltioureea (/I b), care s-ar datora prezentei legaturilor
intramoleculare care ar putea minimiza implicarea atomului de sulf.

3.3. Sinteza n-metilfenilizotiocianatilor (/1 a-j)

Din materialele investigate, sinteza arilizotiocianatilor poate fi efectuatd prin
descompunerea N'-(aril)-N,N-dimetiltioureelor trisubstituite la tratarea cu agenti de acilare,
precum cloruri de hidrogen si acizi minerali, la temperaturi inalte, timp de 3-5 ore. In rezultatul
reactiei, tioureele elimind dimetilamina si se transforma in izotiocianati. Pentru obtinerea n-
metilfenilizotiocianatilor (/7 a-j), a fost selectatd metoda cu utilizarea acidului clorhidric concentrat

HClconc., deoarece este accesibil, ieftin in comparatie cu alti reactivi alternativi dar si sarea formata
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este usor solubild si nu creeazd impedimente pentru separarea produsul final. Sinteza n-
metilfenilizotiocianatilor (/I a-j) a fost efectuatd la interactiunea dintre N'-(n-metilfenil)-N,N-
dimetiltioureele (/ a-j) cu HClconc., raport molar 1:1.5, acidul a fost luat in exces pentru a mari
randamentul, iar in calitatea de solvent a fost luat toluenul. Compozitia a fost incalzita la reflux
timp de 2-4 ore, la temperatura de 97-100 °C agitare continud, iar sfarsitul reactiei a fost stabilit cu
ajutorul CSS (cromatografiei 1n strat subtire), eluent benzen : acetond (5:1).
n-metilfenilizotiocianatii au fost purificati prin distilare fractionata in vid iar in cazul substantelor
cristaline, au fost filtrate si purificate prin recristalizare cu 1,4-dioxan. n-metilfenilizotiocianatii
sintetizati (I a-j) reprezinta substante colorate, galben-verzui (compusii lichizi) si albe (compusii
solizi), cu miros specific dulceag.

Obtinerea n-metilfenilizotiocianatilor (/I a-j) prin descompunerea N'-(n-metilfenil)-N,N-
dimetiltioureelor (I a-j), a fost confirmata prin analiza spectrala FT-IR. In spectrele FT-IR a fost
semnalatd prezenta unei benzi de absorbtie caracteristice, in intervalul de 2000-2090 cm™! care este
atribuita gruparii -N=C=S.

3.4. Sinteza N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (/11 a-j)

Sinteza N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (/1] a-j) a fost realizata prin interactiunea
n-metilfenilizotiocianatilor (/I a-j) cu monohidratul de hidrazind, raport molar al reactantilor de
1:1.2. Dat fiind faptul ca conform datelor stiintifice, N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele care
se formeazd posedd nucleofilicitate inalta, pentru a evita formarea di-tioureei 1,6-disubstituite,
reactia s-a petrecut cu agitare energica, la racire si adaugarea solutiei de n-metilfenilizotiocianat la
solutia de monohidrat de hidrazind. Reactiile au fost efectuate in tetrahidrofuran, iar randamentul
de reactie a fost de 80-91%.

In spectrele FT-IR a compusilor (I a-j) a fost semnalati absenta benzii in regiunea
2000-2100 cm’!, fapt ce indica transformarea totald a n-metilfenilizotiocianatilor (II a-j) si
semnalatd prezenta benzilor de absorbtie caracteristice gruparilor N-H 1in intervalul
3290-3340 cm™ si 2900-2950 ¢cm’, iar a grupei -C=S in
intervalul 1220-1270 cm™. Spectrele 'H RMN a
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (/I a-j) contin
semnale ale grupelor metil din inelul benzenic in camp N3
puternic ecranat. In cazul cand in structura compusului sunt
prezente doud grupe metil in pozitiile: 2,3-; 2,4-; 2,5-; 3,4-
sunt prezente 2 semnale singlet, in diapazonul 2.1-2.2 Fig. 3.5. Structura moleculara
ppm. In cazul compusilor (/I g) si (I1 i) care contin doui a compusului (I11 )
grupe metil in pozitiille 2,6- si 3,5- respectiv, este
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semnalatd prezenta doar a unui singur semnal singlet Tn diapazonul 2.1-2.2 ppm respectiv, ce se
poate explica prin faptul ca grupele metil sunt echivalente energetic. In cazul compusului (/I j),
care are 1n structura sa trei grupe metil in pozitiile 2,4,6- ale inelului benzenic, sunt prezente doar
doud semnale singlet, deoarece grupele metil din pozitiile 2- si 6- sunt echivalente energetic.
Aceeasi legitate este si in spectrele '3C RMN, unde sunt identificate semnale pentru grupele metil
din inelul benzenic in domeniul 17-21 ppm. Protonii din inelul benzenic prezintd semnale in
regiunea 6.9-7.4 ppm. Prezenta semnalelor singlet ale protonilor grupei NH2 pentru
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele (/I a-c) a fost identificata la 3.8-3.9 ppm, iar pentru
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidele (/II d-i) la 4.6- 4.7 ppm. In spectrul 3C RMN a
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor (/// a-j) este semnalat un semnal singlet puternic in
domeniul 180-182 ppm, care confirma prezenta gruparii -C=S. O serie de semnale In domeniul
124-138 ppm sunt atribuite atomilor de carbon din inelul benzenic.

Stereochimia unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide, a fost demonstrata in premiera
prin intermediul difractiei de raze X pe monocristal si indica cad moleculele sunt neplanare, dat
fiind faptul ci exista rotatia inelului benzenic fatd de restul moleculei. Impachetarea in cristal a
moleculelor este determinatd de legaturi de hidrogen intermoleculare, iar lungimea legaturii
interatomice C=S este egali cu 1.66 A, caracteristici pentru legitura dubli, ce indicd ci
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele analizate (/11 d, f, i, j) sunt in forma tionica [11].

Studiului activitatii antioxidante ale N-(n-metilfenil)hidrazicarbotioamidelor (/11 a-j), prin
metoda de inhibare a cation-radicalului ABTS"™, a permis constatarea ca introducerea fragmentului
hidrazinic genereaza compusi cu activitate semnificativ mai inaltd fatd de substanta luatd ca
referintd Trolox-ul, dar si a N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltioureelor (/ a-j). De mentionat este
faptul cd cea mai inalta valoare a concentratiei de inhibare semimaximala a revenit compusilor
care au In compozitia sa grupe metil -CHj3 in pozitiile orfo-si para, in inelul benzenic, respectiv

KO/ : (Il a,d, e,j).
' N633
/ Studiile asupra farmacoforilor si a proprietatilor

R639 pg3s YN~ _ , ,
‘ 1632 farmacofore au scos in evidenta legatura incontestabila

= ae31 dintre farmacofor si “receptor” sau tinta biologica. O

|
) N630
S vEesE ribonucleotid reductaza (RNR). Care este o enzima

., VBss /[ . . , .
\ P657 responsabila de transformarea ribonucleotidelor in

tinta biologicd proeminentd in terapia cancerului este

Fig. 3.6. Simularea interactiunii ~ deoxiribonucleotide, direct legata de replicarea si

compusului (11l e) cu fragmentul

) repararea ADN-ului. De remarcat ca anume activitatea
activ al RNR

RNR a fost asociata direct cu transformarea celulelor
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din benigne in maligne dar si proliferarea tumorald. Caracteristicile necesare evidentiate de

cercetatori a unui inhibitor RNR, pe care hidrazincarbotioamidele le intrunesc perfect sunt:

proprietiti antioxidante dar si proprietatea de complexare a ionilor de fier (Fe*").

Pentru = simularea  interactiunii
compusilor sintetizati cu tinta biologica, in
calitate de proteind tintd a fost aleasd
ribonucleotid reductaza RNR, lantul R1
(RNR_R1).

carbotioamidele (/1] d-i) sintetizate, au fost

N-(n-dimetilfenil)hidrazin-

studiate prin andocare moleculard [10].
Acest studiu a permis elucidarea atat a

modului de legare cat si a energiei de legare

Enaergia de legare, Kcal/mol

cu receptorul. In calitate de martor a fost

selectata ~ 3-AP  (2-[(3-aminopiridin-2-
il)metiliden]hidrazincarbotioamida,
Triapina) compusul cu proprietati anticancer

pronuntate si care se afla la testari clinice.

Studiul de andocare
moleculard a compusilor
(111 d-i) in raport cu 3-AP

6
5,9
58
5,7
5,6
55
5,4
53
5,2
5.1

Fig.3.7. Energia de legare de “receptor” a
N-(n-dimetilfenil) hidrazincarbotioamidelor

(11 d-i)

Rezultatele privind studiul N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor (/II d-i) sintetizate au

permis formularea unor concluzii privind proprietatile farmacofore. Toti compusii formeaza

legaturi de hidrogen cu receptorul, cu energia de legare comparabild cu cea a compusului luat ca

referinta 3-AP, iar compusii (/] d, e, f, h) au manifestat cele mai promitatoare rezultate.

Cu scopul studierii avansate a proprietatilor

biologice ale N-(n-dimetilfenil)hidrazin-
carbotioamidelor (/I d-i) sintetizate dar si in
vederea stabilirii influentei pozitiilor grupelor CH3
din  inelul  benzenic, asupra  activitatii

anticancerigene. N-(n-dimetilfenil)hidrazin-
carbotioamidele (/] d-i) sintetizate au fost evaluata
la activitatea anticancerigend fata de liniile de
celule de cancer HeLa, BxPC-3 si RD. Substanta
luatd ca referintda fiind DOX (doxorubicina)

medicament folosit In chimioterapia cancerului.
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Activitatea anticancerigend a
(111 d-i) fata de liniile de celule de
cancer: RD, BxPc-3 si HelLa, in raport
cu martorul DOX.

100

1C50, uM

50
0||||||||||||“

iid e 1If Hig HHEh i DOX
mRD = BxPc-3 mHelLa

Fig. 3.8. Rezultatele testarii in vitro, a
activitatii anticancerigene a unor
N-(n-dimetilfenil) hidrazincarbotioamide



Capacitatea de inhibare a cresterii Din diagrama se poate conclude ca toti

celulelor normale de MDCK, in oompugii - analizati inhiba proliferarea celulelor

70 raport cu martorul DOX, in ordine

- descrescatoare. cancerigene in proportie de pana la 35 % de celule

5 canceroase, fatd de toate liniile testate. Pentru
> 40 evaluarea toxicitatii, compusii (/II d-i) au fost
L%; 20 testati pentru capacitatea de inhibare a cresterii
- 20 22 219 celulelor normale MDCK. Rezultatele obtinute

10 liz 1i4 indica ca valorile se incadreaza in diapazonul 7-26

0 E % de inhibare a celulelor, fiind de 3 ori mai scizute

DOX HIi Hid 1ig Hh lle 1If

fatda de substantd luatd de referinta DOX
(doxorubicina), cu 56 %. Cele mai mici valori,

Fig. 3.9. Rezultatele testarii in vitro, a
adicd cea mai scazuta toxicitate, revine compusilor

activitatii anticancerigene

a compusilor 111 (d-i) N-(2,5-; (2,4- st (3,4-dimetilfenil)hidrazin-
carbotioamidelor (III f; e, &), care inhiba cresterea celulelor normale in proportie de 7-12 %. In
raport cu activitatea anticancerigend a acestor compusi, se poate spune ca activitatea citostatica
este de 2 ori mai mare decat capacitatea de inhibare a celulelor normale. Aceste rezultate claseaza

N-(n-dimetilfenil)-hidrazincarbotioamidele sintetizate (/] a-j) in clasa de substante sintetice cu

toxicitate scazuta.

4. SINTEZA SI CERCETAREA UNOR N-(n-METILFENIL)-
HIDRAZINCARBOTIOAMIDE AROMATICE SI HETEROCICLICE

In capitolul al 4-lea, este urmiritd ideea de combinare a fragmentelor farmacofore in
vederea amplificarii activitdtii biologice si cuprinde evaluarea computationala initiala a
potentialului biologic, in vederea justificarii compusilor proiectati spre sinteza. Sunt descrise
metodele de sinteza, conditiile de reactie si reagentii utilizati pentru obtinerea a N-(n-
metilfenil)hidrazincarbotioamidelor derivate de la compusi carbonilici aromatici: 2-
hidroxibenzaldehida, 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehida si heterociclici: piridin-2-carbaldehida, 1-
(piridin-2-il)etan-1-ona. De asemenea, sunt descrise aspectele structurale ale compusilor
sintetizati ca rezultat al analizelor spectrale: FT-IR, 'H-, "*C-, >N RMN si analizelor prin difractie
de raze X de monocristal. Sunt date rezultatelor analizelor evaluarii activitatii biologice: activitatea
antioxidantd, prin metoda de inhibare a cation-radicalului ABTS™ si a radicalului DPPH",
activitatea anticancerigenad pe o serie de linii de celule de cancer si testarea activitatii antibacteriene

st antifungice pe o serie de tulpini de bacterii Gram pozitive, Gram negative si tulpina de fungi
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Candida albicans. Este analizatd legatura dintre structura chimica a compusilor sintetizati de

activitate biologica si proprietdtile farmacofore.

a) R=2-CH,;
b) R=3-CH,;
¢) R=4-CH,;
d) R=2,3-diCH,;
e) R=2,4-diCH,;
f) R=2,5-diCH,;
9) R=2,6-diCH,;

+
o) Q OH
h) R= 3,4-diCH3; = CH3
i) R= 3,5-diCH,;
) . 22N -
J) R=2,4,6-triCH, | N
S N\ / vai

(IVaj)

VIl a)

OH

/CH3

(Vaj)

Fig. 4.1. Schema generala de obtinere a N-(n-metilfenil) hidrazincarbotioamidelor

1V a-j; Va-j; VI a-j; VII a-j)

Mecanismul ipotetic de interactiune a hidrazincarbotioamidelor cu compusii carbonilici,
presupune ca reactia Incepe cu protonarea atomului de oxigen carbonilic, formand ioni de oxoniu,
urmat de atacul nucleofil al atomului de N (2) al hidrazincarbotioamidei. Ulterior hemiamina
protonatd elimina apa cu formarea compusului final. Mecanismul este cunoscut si reprezintd
aditie-eliminare, similar cu formarea iminei [4].

In urma efectudrii calculelor teoretice a parametrilor stipulati in “regula lui Lipinski”, prin
programul computational Molinspiration, se poate conclude ca valorile calculate se incadreaza in
limitele recomandate pentru toti compusii proiectati spre sinteza, iar valorile logP sunt cuprinse in
limitele de la -0.23 pana la +4.08.

4.1. Sinteza N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor(/Va-j)

N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidele (/¥ a-j) au fost obtinute
prin reactia de condensare a hidrazincarbotioamidelor (7II a-j) cu piridin-2-carbaldehida, raport
molar de 1:1 al reactantilor. Sinteza a fost efectuatd cu adaugarea cantitatilor catalitice de
CH3COOHgjacia, deoarece prezenta electronilor liberi de la atomul de azot piridinic confera
bazicitate compusului, nefavorizand autocataliza. Prin urmare pentru a mari randamentul de
reactie si a micsora timpul de reactie a fost addugat catalizator. Reactiile au fost efectuate in etanol,
iar randamentul de reactie a fost de 82-94%. Structura compusilor obtinuti a fost confirmata prin

intermediul spectroscopiei: FT-IR, 'H-,">C-, >N RMN si difractiei de raze X pe monocristal.
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Confirmarea obtinerii N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbo-
tioamidelor(/V a-j) prin intermediul spectroscopiei F7-IR, a permis identificarea benzilor
caracteristice la 3043 cm™! pentru (C-H, 2-Py ), 1605-1625 cm! atribuite grupei -C=N si banda
caracteristica inelului piridinic la 610-620 cm™.

In spectrele '"H RMN se contin semnalele grupelor metil din inelul benzenic in camp
puternic ecranat la 2.1-2.3 ppm, protonii din inelele benzenice au fost semnalati in intervalul 6.5-
8.6 ppm, precum si protonii de la atomii de azot tioamidici la 10.2 ppm si la 11.9 ppm. In spectrul
I3C RMN se contin semnale al atomilor de carbon a grupelor metil la 18-21 ppm, iar semnalele
atomilor de carbon din inelele benzenice au fost identificate in intervalul 121-149 ppm si respectiv
semnalul ce corespunde atomului de carbon din grupa -C=S la 175-180 ppm.

Difractia razelor X pe monocristal pentru unele N-(n-
metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamide a
o confirmat veridicitatea compusilor sintetizati. Impachetarea

o in cristal a compusului (/7 f) este determinata de legaturile de

Fig. 4.2. Structura molecular a a compusului (/V g) de tipul -NN-H-**S, dar sunt prezente si
compusului (IV f) interactiuni de tip ,,m-w stacking” intre inelele fenil - piridinic.
In structura compusului (/V /) sunt prezente legaturi
intermoleculare de tipul -N*-H:*N (Py) si de tipul S:*H-C* (Py). Rezultatele difractiei de raze X
a confirmat cd majoritatea moleculelor adopta configuratia frans, iar lungimea legaturii
interatomice C=S este de 1.66-1.68 A, lungime caracteristici legiturii duble (C=S), fapt care a
indicat prezenta N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotiamidelor in forma
tionicd. Rezultatele testdrii activitatii antioxidante a N-(n-metilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)
hidrazincarbotioamidelor (/V a-j) au demonstrat ca toti compusii din aceastd serie manifesta
activitate de inhibare mai Tnaltd fata de substanta luata ca referintd Trolox-ul, cu valorile situate
intre 18.2 si 7.2 uM. Insd cele mai promititoare rezultate revin N-(2-metilfenil)-; si N-(2,4-
dimetilfenil)-2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor, cu valorile 8.7 si 7.2 uM
respectiv.

4.2. Sinteza N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidelor(V a-j)
Din studiile materialelor stiintifice se poate conclude ca substituirea atomului de hidrogen

H iminic, cu gruparea donora de electroni CH3, genereazd compusi cu activitate biologica inalta.
N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidele (V" a-j) au fost obtinute
prin reactia de condensare a hidrazincarbotioamidelor (/I a-j) cu 1-(piridin-2-il)etan-1-ona, raport

molar de 1:1 al reactantilor. Sinteza a fost efectuatd cu adaugarea cantititilor catalitice de
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CH3COOHgiacial, pentru activarea grupdrii carbonilice, fiind dezactivata de prezenta gruparii
acceptoare de piridin-2-il. Reactiile au fost efectuate in etanol, iar randamentul de reactie a fost de
80-92%. Veridicitatea obtinerii compusilor (V' a-j) a fost confirmatd prin intermediul
spectroscopiei: F7-IR si difractiei de raze X pe monocristal.
In spectrele FT-IR au fost evidentiate prezenta benzilor caracteristice in diapazonul 3043-3063
cm’! (C-H, CH3 2-Py), 1575-1580 cm™! a grupei -C=N si banda caracteristici pentru inelul piridinic
la 619-626 cm™.

Difractia de raze X pe monocristal ale unor N-(n-
metilfenil)2-(1-piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamide
demonstreaza structura moleculara si confirma veridicitatea Ng
obtinerii compusilor. Impachetarea in cristal a moleculelor N2

9 A

este determinatd de interactiuni de tip ,,n-m stacking” intre

inelele fenil si piridinic, dar si de prezenta legiturilor de Fig. 4.3. Structura moleculara a
compusului (Vj)
prezente in cristalele compusilor (V a, e, £ 7). In compusul (¥ g) atomul de sulf formeaza legaturi
de hidrogen intermoleculare de tipul -NN-H-*'S, cu formare de lanturi. Datele privind lungimea
legiturii interatomice C=S este egali cu 1.66-1.67 A, caracteristicd pentru legitura dubli, ceea ce
indica ca N-(n-metilfenil)-2-(1-piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidele sunt in forma
tionica.

Testarea activitatii antioxidante a N-(n-metil-fenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazin-
carbotioamidelor (V a-j), prin metoda de inhibare a cation-radicalului ABTS™, demonstreaza ca
toti compusii manifesta activitate mai inaltd fata de martorul Trolox, iar activitatea antioxidanta s-
a amplificat la substituirea atomului de hidrogen H iminic, cu gruparea metil (-CHs). De remarcat
ca valorile cele mai promitatoare au revenit compusilor N-(4-metilfenil)- si N-(2,4-dimetilfenil)-
2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidelor, cu ICso=9.1 si 5.1 uM.

Reiesind din rezultatele obtinute anterior dar si cu scopul cercetdrii influentei pozitiei
grupelor metil din inelul benzenic cat si a componentei carbonilice asupra proprietatilor anticancer,
o serie de N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamide (V' d, e, f, h) au fost
testate pentru activitatea anticancerigena fatd de linia de celule de cancer HL-60.

Reiesind din datele din diagramd (a se vedea figura 4.4.), rezulta ca toate N-(n-
dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamidele testate (V' d, e, f, h), manifesta
activitate anticancerigena inaltd, similard cu substanta luatd ca referintda DOX, la concentratii de

10 uM. Insi la concentratia de 0.1 pM, rezultatele activititii anticancerigene sunt evident mai
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Activitatea anticancerigend fata de HL- inalte fatd de substanta luata ca referintd DOX

60, a compusilor (V d, &1, h), cu 15 % de inhibare a celulelor canceroase. In

in raport cu DOX
general toate N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-
o 2-iletiliden)hidrazincarbotioamidele (V' d, e, f,
v . h) testate la concentratia 0.1 uM, inhiba intre
v f ' 58-86 % de celule canceroase.
m(0,1

Activitatea anticancerigena a

compusilor (V' d, e, f, hsi IV d, e, f, h) a fost
vd

testatd si fatd de linia de celule de cancer

0 20406080 100 1200 MCF-7, (a se vedea figura 4.5.) fatd de
% inh.
substanta luata ca referinta DOX. Rezultatele
Fig. 4.4. Rezultatele testarii in vitro a au aratat cd toate substantele testate, inhiba
activitatii anticancerigene . R o/ .k o
fati de linia de celule de cancer HL-60 proliferarea celulelor intre 33 % si 52 %,

rezultate similare cu DOX. Insi la concentratia
de 1 uM toti compusii testati manifestd activitate anticancerigena inalta, fata de DOX care nu
inhiba, ci are efect invers, duce la proliferarea celulelor canceroase. In seria N-(n-dimetilfenil)-2-
(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamidelor activitatea anticancerigend creste in ordinea
N-(2,3-dimetifenil)- < N-(2,5-dimetifenil)- < N-(3,4-dimetifenil)- < N-(2,4-dimetifenil)-2-
(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida. Iar in seria N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-
iletiliden)hidrazincarbotioamidelor, ordinea cresterii activitatii anticancerigene se schimbd, ceea

ce sugereaza despre influentd substitutiei
Activitatea anticancerigend fata de linia de . . R
celule de cancer MCF-7 a compusilor (V d, e, atomului de H, cu cea a grupei CH; in

f hsilVd, e, f, h), in raport cu DOX gruparea azometinica.

vh =10 De asemenea a fost evaluatd
VI — 1 activitatea anticancerigena a unor N-(n-
) dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)-
Vd =01
vh = hidrazincarbotioamide (/V d, e, f) cat si a
I';” unor  N-(n-dimetilfenil)-2-(piridin-2-
€ ——
Ivd | ilmetiliden)hidrazincarbotioamide (V d,
. e, ), fatd de linia de celule de LNCaP.
20 0 20% inh. 40 60

Rezultatele testarii confirma rezultatele

Fig. 4.5. Rezultatele testarii in vitro a activitatii obtinute in studiile anterioare. Desi, In

anticancerigene

. cazul acesta sunt mai modeste, la
fata de linia de celule de cancer MCF-7

concentratii de 0.1 uM si 1 pM, iar la
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concentratia de 10 uM se mentine aceeasi tendintd, cele mai Tnalte rezultate au manifestat
N-(2,4-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)hidrazincarbotioamida (7V e) si N-(2,4-dimetilfenil)-
2-(piridin-2-ilmetiliden)hidrazincarbotioamida (V e), cu 92 % si 92.6 % de inhibare respectiv.
Aceste rezultate prezinta interes sporit pentru studiile ulterioare.

4.3. Sinteza  N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotio-
amidelor (VI a-j)

N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidele (V7 a-j) au fost
obtinute prin reactia de condensare a hidrazincarbotioamidelor (Il a-j) cu
2-hidroxi-3-metoxibenzaldehida, raport molar 1:1. Sinteza a fost efectuata in lipsa catalizatorului,
datoritd prezentei gruparii hidroxilice in pozitia a, care sporeste aciditatea si favorizeaza
autocataliza. Reactiile au fost efectuate in etanol, iar randamentul de reactie a fost de 82-93%.

Veridicitatea obtinerii compusilor (V7 a-j) a fost confirmata prin intermediul spectroscopiei
FT-IR. In spectrele FT-IR sunt prezente benzile caracteristice pentru grupa -OH in intervalul 3305-
3330 cm!, iar benzile de la lungimile de undid 1210-1230 au fost atribuite legiturii -C-O.
Semnalele caracteristice grupei -C=N, au fost identificate in diapazonul 1580-1610 cm™.

Difractia de raze X pe monocristal
N-(4-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxi-benziliden)-
hidrazincarbotioamidei (VI ¢) demonstreaza structura
moleculara si indicd ca moleculele sunt neplanare, dat
fiind faptul ca existd rotatia inelului benzenic fatd de

restul moleculei. impachetarea in cristal a moleculelor

este determinatd de legdturile de hidrogen
intermoleculare de tipul S--H-OH i de tipul Fig. 4.6. Structura molecularad a
N-“H(OCHs), dar si intramoleculare de tipul compusului (VI c)
(-OCH3) O-*H(OH). Datele privind lungimea legiturii interatomice C=S este egald cu 1.68 A,
caracteristica pentru legatura dubla, ceea ce indica ca compusul (V1 ¢) este in forma tionica.
Introducerea unei grupe acceptoare de electroni precum grupa metoxi (-OCH3), in scheletul
N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazicarbotioamidelor, poate genera compusi cu
activitate antioxidanta inaltd (similar cu vanilina). In acest scop N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidele (VI a-j) sintetizate au fost testate pentru activitate
antioxidanta, prin metodda ABTS. Toti compusii testati au manifestat activitate mai Tnalta fata de
substanta luatd ca referinta, Trolox-ul, dar si fatd de N-(n-metilfenil)hidrazicarbotioamide
(1] a-j). Cele mai Tnalte valori a concentratiei semimaximale cu ICso= 10 s1 9.3 uM revin N-(2,4-

metilfenil)-  si  N-(4-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor.
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Testarea  activitatii  antioxidante a  N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)-
hidrazincarbotioamidelor (V1 a-j), prin metoda de inhibare a radicalilor liberi DPPH’, a evidentiat
o scadere nesemnificativa a activitatii, insa cele mai promitatoare valori revin acelorasi compusi
N-(2,4-dimetilfenil)- si  N-(4-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-metoxibenziliden)hidrazincarbotio-
amidelor cu ICso= 28.5 si 24.1 uM respectiv.

4.4. Sinteza N-(n-metilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor (VII a-j)

N-(n-metilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidele (VII a-j) au fost obtinute
prin reactia de condensare a hidrazincarbotioamidelor (/I a-j) cu 2-hidroxibenzaldehida, raport
molar 1:1, cu scopul de a evalua impactul grupei metoxi (-OCH3) din scheletul componentei
carbonilice (similar cu vanilina). Reactiile au fost efectuate in etanol, iar randamentul de reactie a
fost de 82-94%.

In spectrele FT-IR a N-(n-metilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor
(VII a-j) a fost semnalati prezenta unei benzi de absorbtie in domeniul 3365-3390 cm!
caracteristicd grupei -OH precum si benzile caracteristice grupei -C=N la 1602-1620 cm™. In
spectrele 'H RMN se contin semnale la 2.1-2.2 ppm care corespund protonilor din grupele metil
din inelul benzenic, in spectru carbonic acestea au fost semnalate la 18-21 ppm. Semnalele
protonilor din ambele inele benzenice sunt la 6.8-7.3 ppm, iar semnalul singlet ce corespunde
legaturii -OH la 8.0-8.4 ppm. In spectrul >C RMN sunt prezente semnalele ce corespund atomilor
de carbon din ambele inele benzenice in diapazonul 119-136 ppm, semnalul de la 140 ppm indica
prezenta -C=N, iar de la 155 ppm atomului de carbon din -C-OH, pe cand atomul de carbon din
grupa -C=S a fost semnalat la 177-180 ppm.

Difractia de raze X pe monocristal a N-(2,6-

dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazin-

carbtioamidei (VI g) demonstreazd structura

moleculara si indica ca moleculele sunt neplanare,

dat fiind faptul cd exista rotatia inelului benzenic

Fig. 4.7. Structura moleculard a fati de restul moleculei. impachetarea in cristal a

compusului (VI g) moleculelor este determinatd de legaturi de

hidrogen intermoleculare de tipul S+-*H-N', dar si intramoleculare de tipul O-H*"N--"H-NY, care

stabilizeazd configuratia moleculei. Datele privind lungimea legaturii interatomice C=S este egala

cu 1.66 A, caracteristici pentru legitura dubli, ce indicd ci N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxi-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamidele sunt in forma tionica.

N-(n-metilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidele (VII a-j) sintetizate au

fost testate pentru activitatea de inhibare a cation-radicalului ABTS™, din rezultatele obtinute se

22



poate conclude ca introducerea fragmentului 2-hidroxibenzilidenic, a dus la rezultate mai inalte
fatd de N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele (7] a-j) si totodata aceste rezultate sugereaza ca
impactul grupei metoxi (-OCH3), este unul nesemnificativ. De mentionat cd toti compusii
manifestd activitate mai Tnaltd fatd de substanta luata ca referinta Trolox-ul. Se observa aceeasi
tendintd, precum cd activitatea cea mai 1naltd ICso = 7.8 si 8.6 uM revine N-(4-metilfenil)- si
N-(2,4-dimetilfenil)-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor, care contin grupele metil -
CHs 1n inelul benzenic, in pozitiile orto- si para-. Rezultate similare s-au obtinut si la testarea prin
metoda de inhibare a radicalilor liberi DPPH". Valorile concentratiei de inhibare semimaximale,
ICso = 27.7 si 28.2 uM au revenit N-(2,4,6-trimetilfenil)- si N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-
hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidelor.

Reiesind din rezultatele obtinute anterior, N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidele
(Il e, IV e, Ve, VII e), au fost selectate pentru evaluarea activitatii anticancerigene, dar si pentru

elucidarea influentei componentei carbonilice.

X
N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotio- o |
§C N/
amidele (Il e, [V e, Ve, VII e) selectate au fost N / I e
C—NH
testate pentru activitatea anticancerigend fata O Nb '\NHZ | =
.. n ‘\3\ Pz
de linia de celule HL-60, in raport cu DOX. \ \‘f Nve
CH
Rezultatele testarii demonstreaza ca R ’
OH

condensarea cu compusii carbonilici: piridin-
2-carbaldehida, 1-(piridin-2-il)etan-1-ona si vire)
2-hidroxibenzaldehida, au dus la amplificarea Fig. 4.8. Strategia de selectare a

activitatii anticancerigene. De remarcat, ca compusgilor (Ill e, IV e,
Ve, VII e), pentru testarea activitatii

N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamida anticancerigene

(I1I e) manifestd cele mai modeste rezultate, la
toate concentratiile atdt In comparatie cu DOX cat si cu derivatii sai condensati cu compusii
carbonilici. Insa, compusii (IV e, Ve, VII €), inhiba proliferarea celulelor canceroase la concentratia
de 10 uM si 1 uM, in diapazonul 90-99 % si
87-98 % respectiv, la concentratia de 0.1 uM, activitatea se micsoreaza. Aceste rezultate
demonstreaza ca condensarea cu compusii carbonilici respectivi, genereazd compusi cu proprietati
anticancerigene promitatoare.

Pentru testarea activitdtii antibacteriene si antifungice au fost selectate o serie de
N-(n-dimetilfenil)hidrazincarbotioamide (/] e, f, h), si a derivatilor azometinici (IV, V, VII :e, f, h)

care au manifestat activitate biologica inalta in testdrile anterioare.
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Din rezultatele obtinute se poate conclude ca toti compusii testati manifestd activitate
modesta fatd de microorganismele (Gr.-) P. aeruginosa, cu rezultate mai promitatoare fatd de
K. pneumonae si mai inalte fata de E. coli.

Rezultatele testarilor activitatii antibacteriene fatd de microorganismele Gram pozitive (+):
S. aureus, pot fi considerate valoroase. Activitate pronuntata bactericida similara a fost manifestata
atat de (1V e), cat si de (VII e), cu valorile CMI si CMB egale cu 1.5 pg/mL, fiind de 2 ori mai
inalte fatd de CMI a Furacilinei si de 6 ori mai inalte fatd de CMB a Furacilinei. Compusul (1V'f)
manifestd activitate bacteriostaticd. Compusii din seria (VI e, f, h), au manifestat rezultate mai
modeste fata de ceilalti compusi.

Rezultatele activitatii fatd de tulpinile de fungi Candida albicans, sunt considerate
valoroase dar si promitatoare, compusii (V11 f, e), au manifestat activitate fungistatica si activitate
de inhibare a cresterii tulpinilor de fungi de 0.7 pg/mL, valorile fiind de 35.7 ori mai inalte decat
a Ketoconazol-ului. Pe cand compusul (VII e) la aceeasi concentratie de 0.7 ug/mL manifesta si
efect fungicid, acest compus a fost brevetat in calitate de fungicid.

4.5. Cercetarea relatiei structura-activitate si a proprietatilor farmacofore a
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor

Elucidarea legaturii structurd-activitate a fost efectuatd prin compararea rezultatelor
obtinute la testarea compusilor sintetizati a proprietatilor: anticancer, antioxidante, antibacteriene
si antifungice (tabelul 4.1.). Se poate conclude cd N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele
(Il a-j), manifesta proprietdti farmacofore, insa rezultatele sunt mai modeste fata de derivatii sai
care confin In structura sa componenta carbonilica.

Tabelul 4.1. Generalizarea activitatii biologice a N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor,
pe exemplul N-(2,4-dimetilfenil)hidrazincarbotioamidelor

Proprietati
. Antioxidante Anticancer Antibacteriene Antifungice
Cifrul/
I1Cso, uM S. aureus C. Albicans
ABTS™ | DPPH' I?(;- MCF-7 | LNCaP ATCC 25923 ATCC 10231
CMI CMB | CMI | CMF
(Il e) 14.5 31.0 >100 >100 >100 >100 >100 >100 | =100
(1Ve) 7.2 - <1.00 >4 7.22 5.28 5.28 5.28 5.28
(Ve 5.1 - <1.00 >10 7.52 - - - -
(Vi e) 7.8 28.2 0.25 - - 5.0 5.0 2.34 2.34
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Se poate conclude ca condensarea cu compusii carbonilici precum: 2-hidroxibenzaldehida,
2-hidroxi-3-metoxibenzaldehida, piridin-2-carbaldehida si I-(piridin-2-il)etan-1-ona au dus la
amplificarea semnificativa a activitatii antioxidante [12], toti compusii sintetizati au manifestat
rezultate promitatoare, comparabile cu cele ale martorului luat ca referintd Trolox-ul, insa
antioxidanti performanti sunt din seria (V a-j), derivati ai I-(piridin-2-il)etan-1-onei.

Atat activitatea antibacteriand cat si cea antifungica, a fost amplificatd de condensarea
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor cu compusii carbonilici. Compusul
N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamida (VII e) a manifestat
proprietatea de fungicid fata de tulpinile de Candida albicans, depasind de 35 ori Ketoconazolul.

Proprietatile anticancerigene, de asemenea, s-au amplificat la condensarea cu compusii
carbonilici gi reprezintd rezultate valoroase. Mai mult ca atit, anume pentru proprietitile

anticancerigene, s-au obtinut cele mai performante rezultate.

AN Y522
| . S e e
a demonstrat ca compusul studiat se leagd mai bine cu  F203 . ,P%ET\‘,“,,vsss

Studiul de andocare moleculara a compusului (V11 e),

proteina tinta avand energie de legare de 7.4 kcal/mol fata de L e T
5.7 kcal/mol a compusului (71 e). Aceasta poate fi explicat

prin prezenta gruparii OH, care duce la crearea legaturilor de

hidrogen puternice cu aminoacizii din situsul actival RR_R1.
De asemenea, se observa si interactiunea m-m Intre sistemul

aromatic cu sistemul aromatic al fenilalaninului. Aceasta 18- 4.9. Simularea interactiunii

compusului (VII e) cu fragmentul

ine sa confirme faptul c¢a introducerea N-fenil
M piu u activ al RNR

substituentilor amplifica proprietatile farmacofore.

Diferenta de activitate ce tine de pozitia grupelor metil (donore, +I) din inelul benzenic, s-
ar putea datora efectului de hiperconjugare, iar marirea densitatii electronice in orfo- si para- ar
favoriza concentrarea sarcinii negative pe atomul de carbon (din C=S), in acest caz perechea de
electroni de la atomul de azot NN, nu ar putea fi implicata in rezonanta cu inelul benzenic si ar
participa la delocalizarea doar de-a lungul lantului hidrazincarbotioamic. in cazul cand grupele
metil se afla In meta- pozitie, are locul efectul invers, si prin urmare perechea de electroni de la
atomul de N, este implicatd in rezonanta cu inelul benzenic si implicit legaturile care se formeaza
cu receptorul sunt mai slabe. In cazul compusilor cu grupe metil doar in pozitiile orto-, activitate

mai mica s-ar putea explica prin efectul steric.
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CONCLUZII GENERALE

1 Au fost sintetizate 50 de N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide (/II-VII a-j), cu
substituenti la atomul de azot N": 2-metilfenil; 3-metilfenil si 4-metilfenil; 2,3-dimetilfenil; 2,4-
dimetilfenil; 2,5-dimetilfenil; 2,6-dimetilfenil; 3,4-dimetilfenil; 3,5- dimetilfenil si 2,4,6-
trimetilfenil,  condensate cu  piridin-2-carbaldehida,  1-(piridin-2-il)etan-1-ona,  2-
hidroxibenzaldehida si 2-hidroxi-3-metoxibenzaldehida, dintre care 25 sunt noi (conform
cautdrilor in SciFinder, Reaxys si Cambridge Crystallographic Data Centre).

2 Evaluarea prin metoda computationala Molinspiration, a parametrilor stipulati in
“regula lui Lipinski”, a demonstrat ca toti compusii sintetizati corespund tuturor criteriilor
recomandate.

3 Prin metodele spectrale de analiza: FT-IR, H- BC-, N RMN si prin metoda
difractiei de raze X pe monocristal, in premiera a fost stabilitd structura moleculard a unor compusi
sintetizati. Studiile cu raze X au demonstrat ca majoritatea moleculelor cristalizeaza in configuratia
trans, conformatie tionica.

4 Pentru prima datd pentru 50 de N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide (//I-VII a-j)
si 10 N'-(n-metilfenil)-N,N-dimetiltiourei (/ a-j) a fost studiata activitatea antioxidanta, in calitate
de inhibitori ai radicalilor liberi prin metoda ABTS si metoda DPPH. Cele mai bune rezultate au
prezentat compusii din seria N-(n-dimetilfenil)-2-(1-piridin-2-iletiliden)-hidrazincarbotioamidelor
IV a-j).

5 Activitatea anticancerigend a unor compusi a fost cercetata fata de liniile de celule
cancerigene: Hela (adenocarcinomul cervical, de col uterin), BxPc-3 (adenocarcinomul
pancreatic uman) si RD (miosarcoma tesutului muscular), cancer HL-60 (leucemie umana), MCF-
7 (adenocarcinom mamar) si LNCaP (adenocarcinom de prostata). Toxicitatea a fost evaluata fata
de linia de celule normale MDCK (Madin-Darby Canin Kidney, celule sanatoase).

6 S-a stabilit, cd activitatea anticancerigend creste in functie de factorii structurali in
ordinea:

e clasa de compusi: n-MePhTSC < n-MePhTSCAS < n-MePhTSCAPy <
n-MePhTSCPy
e pozitia grupelor metil: 3,4-<2,6- < 3,5- <2,3- <2,5- <2 ,4-dimetilfenil

7 Studierea activitatii antimicrobiene, in vitro, fatd de microorganismele Gr(+), Gr(-)

si tulpinile de fungi Candida albicans ATCC 10231, au dus la identificarea N-(2,4-dimetilfenil)-

2-(2-hidroxibenziliden)hidrazincarbotioamidei (V11 e), compus cu proprietati fungicide fiind de 35
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de ori mai activ decat substanta de referintd (Ketoconazol), care prin urmare a fost brevetat.
Studiile asupra toxicitatii, in vivo au clasat-o ca compus cu toxicitate scazuta.

8 Studiul activitatii biologice a scos 1n evidentd influenta numarului si pozitiei
grupelor metil din cadrul inelului benzenic. Cei mai activi compusi contin in inelul benzenic doua
grupe metil 1n pozitiile orto- si para-, constatare care corespunde datelor literare studiate.

9 Prin studiul de andocare moleculara au fost cercetate proprietatile farmacofore si a
fost confirmat faptul cd introducerea N-metilfenil substituentilor amplificd activitatea biologica a

compusilor sintetizati.

RECOMANDARI

e Utilizarea N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor sintetizate (/II-VII a-j), in
calitate de liganzi pentru asamblarea de compusi coordinativi, cu scopul
amplificarii activitatii biologice.

e Implementarea rezultatelor brevetului de inventie, pentru a mari arsenalul de
compusi cu proprietati fungicide fata de tulpinile Candida albicans ATCC 10231.

e Continuarea studiilor aprofundate a activitdtii antifungice, anticancerigene si
antibacteriene, pentru elucidarea mecanismului de actiune in sistemul biologic.

e Includerea cercetarilor efectuate dar si a rezultatelor obtinute in cadrul cursurilor
de specialitate pentru studentii de la specialitatea: chimie organica, chimie

Biofarmaceuticd cat si in medicina.
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ADNOTARE
ERHAN Tatiana, ,,Sinteza si studiul unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide cu
proprietati farmacofore”, teza de doctor in stiinte chimice, Chisinau, 2024.

Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari,
bibliografia din 178 de titluri, 13 anexe, 132 de pagini de text de baza, 107 de figuri, 11 tabele.
Rezultatele obtinute sunt publicate in 16 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide, sinteza organica, analiza spectrala,
farmacofor, activitate antioxidanta, activitate anticancerigena, activitate antibacteriana, activitate
antifungica, proprietati farmacofore, legatura structura chimica-activitate biologica.

Scopul lucrarii: sinteza unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide, caracterizarea
structurii prin metode spectrale de analizd; cercetarea proprietatilor farmacofore, activitatii
biologice si elucidarea influentei structurii chimice asupra activitétii biologice.

Obiectivele cercetarii: sinteza unor N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide cu
N-substituentii:2-metilfenil-; 3-metilfenil- si 4-metilfenil-; 2,3-dimetilfenil-; 2,4-dimetilfenil-;
2,5-dimetilfenil-; 2,6-dimetilfenil-; 3,4-dimetilfenil-; 3,5-dimetilfenil-; 2.4,6-trimetilfenil-,
utilizind metode de sintezd optimizate; condensarea N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor
sintetizate cu compusi carbonilici aromatici: 2-hidroxibenzaldehida si  2-hidroxi-3-
metoxibenzaldehida si heterociclici: piridin-2-carbaldehida si  1-(piridin-2-il)etan-1-ona;
caracterizarea compusilor sintetizati prin metode spectrale (FT-IR, 'H-, 1°C-, °’N RMN) si prin
metoda difractiei de raze X pe monocristal; cercetarea proprietdtilor farmacofore, cercetarea
activitatii antioxidante, anticancerigene, antibacteriene si antifungice a compusilor sintetizati;
stabilirea influentei numarului si pozitiei grupelor metil din inelul benzenic, dar si naturii
componentei carbonilice asupra activitatii biologice; elucidarea influentei structurii chimice
asupra activitdtii biologice.

Noutatea si originalitatea stiintifica: au fost dezvoltate metode eficiente de sinteza a 50
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide necunoscute anterior, care contin diferite grupari
farmacofore, iar influenta structurii fragmentelor aromatice si heterociclice precum si a radicalului
metil asupra potentialului citotoxic, antimicrobian si antioxidant a fost studiat sistematic.

Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea problemei stiintifice importante:
constd 1n stabilirea conditiilor de sintezd, prin optimizarea metodelor clasice a
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidelor cat si elucidarea influentei structurii chimice a
compusilor sintetizati asupra proprietatilor biologice.

Semnificatia teoretica si valoarea aplicativd a lucrarii: au fost acumulate date care
permit extinderea bazei de compusi cu potential biologic ridicat;
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamidele sintetizate prezintd interes atat in calitate de agenti
terapeutici cu toxicitate redusa, selectivitate si lipofilicitate Tnaltd, precum si in calitate de liganzi
pentru asamblarea de compusi coordinativi cu proprietati valoroase.

Implementarea rezultatelor stiintifice: este extinderea bazei de compusi din clasa
N-(n-metilfenil)hidrazincarbotioamide cu proprietati antioxidante, anticancerigene si antifungice
valoroase. Brevetarea unui compus in calitate de fungicid fata de Candida albicans si brevetarea
unui compus coordinativ de Ni cu N-(2,4-dimetilfenil)-2-(2-hidroxi-3-
metoxibenziliden)hidrazincarbotioamida, cu activitate antioxidanta valoroasa.
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AHHOTALIUA

EPXAH TATUAHA, ,,CuHTe3 U nccie10BaHue HEKOTOPbIX N-(H-MeTHiIdeHnn)-
rUApasHHKap0o0THOAMHI0B ¢ (papMako(oOpHBIMHU cBolicTBAMH”, AUCCEpTALUS HA
COMCKAHMeE YYEHOUH CTeNeH! JOKTOPa XUMHYeCcKHX HayK, Kummunoy, 2024.

CTpykTypa aMcceprauMu: BBeleHHe, 4 IJIaBbl, OOLIME BBIBOABI M PEKOMEHIALNH,
oubnuorpadust u3 178 wHaszpanwii, 13 npunokenuid, 132 crTpaHul; ocHOBHOro Ttekcra, 107
pucyHKoB, 11 Tabmuu. ITomydeHHbIe pe3ynbTaThl OIMyOIMKOBAHbI B 16 HayYHBIX CTAThSX.

KuroueBrble ciioBa: opranuyeckuil cunres, N-(n-mMeTuindeHuI)ruipa3zuHKapOoOTHOAMUIbI,
CTPYKTypHBIA  aHanmu3, ¢apmakodop, aHTHOKCHAAHTHAs aKTUBHOCTb, IPOTHBOPAKOBAS
aKTUBHOCTb, aHTHOAKTepUaJlbHAsl aKTUBHOCTb, IPOTUBOrPUOKOBAs aKTUBHOCTb, CBSI3b MEXKAY
XUMHYECKOH CTPYKTYPOH M OMOJIOTUYECKON aKTUBHOCTHIO.

Hean HAY4YHOM padoThI: CUHTE3 HEKOTOPBIX N-(H-MeTundenun)-
THJIPa3MHKApOOTHOAMH/IOB, XapaKTEPUCTUKA CTPOEHUS CIEKTPAJbHBIMH METOJAaMU aHAJIN3a;
uccnenoBanue GpapMako(pOpHBIX CBOWCTB, OMOIOTMYECKON aKTUBHOCTU M BBISIBICHUE BIUSHHA
XUMHUYECKOH CTPYKTYPBI Ha OHMOJIOTNYECKYIO0 aKTUBHOCTh
3agaum uccse0BaHUsI: CHHTE3 HEKOTOPBHIX N-(H-MeTHI()ESHIIT)TUapa3HH-KapOOTHOAMHIOB ¢ N-
3aMECTUTEIAMU: 2-MeTHIPeHWI-; 3-MeTUIheHuI- U 4-MeTuadeHun-; 2,3-mumeTmidenun-; 2,4-
mameTwihennn-;  2,5-mumetwidennn-;  2,6-nuMerwindenmwn-;  3,4-nqumerundeHwt-;  3,5-
quMetuidenun-; 2,4,6-TpuMeTUa(QEeHUI- ¢ HCHOJIb30BAHUEM ONTHMU3MPOBAHHBIX METOOB
CHHTE3a; KOHJICHCAIUS CHUHTE3UPOBAHHBIX N-(H-METHI(EHII)TUAPA3ZNHKApOOTHOAMHUIOB C
apOMaTHYECKUMHU KapOOHWIBHBIMU COETUHEHUSAMU: 2-TUAPOKCUOCH3AIBAECTHIOM U 2-THIPOKCH-
3-METOKCHOCH3IBJIETHAOM M TETEPOIHMKIAMU: MUPHUINH-2-KapOambaeruaoM, |-(mupuauH-2-
WI)3TaH-1-0HOM; MOJATBEPKIEHUE XUMUYECKOTO CTPOCHMSI CIIEKTPAJIbHBIMU METOJAMH aHaIu3a
(UK-Dypve, 'H-, °C-, N SIMP) v MeTon0oM PEHTTeHOCTPYKTYPHOTO aHaIN3a MOHOKPUCTAILIOB;
UCCIIeI0BaHUE aHTHOKCUJAHTHOI, IIPOTUBOOITYXOJIEBOM, aHTHOAaKTEepHaIbHON U
POTUBOTPHOKOBON aKTHMBHOCTH CHHTE3MPOBAHHBIX COEIWHEHHIA; YCTAHOBIICHUE BIMSHUS
KOJIMYECTBA U MOJIOKEHUSI METHIIBHBIX I'PYI B OEH30JbHOM KOJIbLIE, @ TAK)XKE BIMSHUS IPUPOJIbI
KapOOHMJIBHOM COCTaBIISIIOIIEH Ha OMOJIOTHYECKYIO aKTUBHOCTD; BBISICHEHUE B3aUMOCBS3b MEXKIY
XUMHUYECKOH CTPYKTYPO M OMOIOTHYECKUX CBONCTBAX.

Hayynasi HOBH3HA UM OPMIMHAJILHOCTH HCCJIEJOBAHHA: Pa3paboTaHbl APPEKTUBHBIE
METOJbl CHHTe3a paHee Heus3BecTHhIX 50 N-(H-MeTui(eHnT)ruIpa3uHKapOooTHOAMUIOB,
coJiepXalllie B CBOEM COCTaBe pas3iuyHble (apMakoQOpHbIE TPyHIbl U CUCTEMAaTHYECKU
UCCIIEIOBAHO BIMSHUE CTPYKTYpPbl apOMaTHUECKUX M T€TEPOLUKINYECKUX (PParMEHTOB, a TAKKE
METHJIbHBIX FPYNI Ha UTOTOKCUYECKUN, aHTUMUKPOOHBIN M AHTHUOKCUIAHTHBIM MTOTEHLIUAJIBL.

ITosryyeHHbIe pe3yJbTaThl CHOCOOCTBYIOT pPCIICHHI0O BaKHOM HAy4YHOW 3aga4uM:
KOTOpasi 3aKJIF0YAETCsl B YCTAHOBJIEHUE YCIIOBUIM CHHTE3a, ONTUMM3AIMH KJIACCUYECKUX METOJI0B
noiaydeHuss N-(H-MeTUI(hEHUT)IUApa3uHKapOOTHOAMHIOB, a TakXe B BbISICHEHUM BIMSHUS
XUMHYECKOH CTPYKTYpPbl CHHTE3UPOBAHHBIX COCMHEHUI Ha NX OMOJIOrMuecKre CBONCTRA.

Teopernyeckasi 3HAYUMOCTDb M NIPUKJIATHAS HEHHOCTh PA00ThI: HAKOIIJICHHBIE TAHHBIE
MO3BOJIAIOT  PacCIIUPUTh 0a3y COEIMHEHWH C BBICOKUM OHOJOTMYECKHMM MOTEHIHAJIOM;
CHUHTE3MpoBaHHbIE N-(H-MeTHI(EHUT)IHAPA3UHKApOOTHOAMH/IbI IPEACTABISIIOT UHTEPEC KaK B
KaueCTBE TEepareBTUYECKUX CPEJICTB C HU3KOM TOKCHMYHOCTHIO KaK M B Ka4e€CTBE JIMTAH/IOB IS
MOJTyYEHUS] KOOPJUHAILIMOHHBIX COEUHEHUH ¢ IEHHBIMU CBOMCTBAMHU.

BHenpenue Hay4yHbBIX pe3yJbTaTOB: 3aKJIIOYaeTCss B paclidpeHuH 0a3bl  Kiacca
N-(H-MeTunpeHUT)ruApa3uHKapOOTHAMUIOB, O00NaJaloUX IIEHHBIMU aHTHOKCHIAHTHBIMHU,
MIPOTUBOPAKOBBIMU U MPOTUBOIPUOKOBBIMU CBoMcTBaMu. [laTeHTOBaHME COEIMHEHUS B KaueCTBE
¢yurununa npotuB Candida albicans n maTeHTOBaHNWE KOOPJUMHALMOHHOTO coequHeHus Ni ¢ N-
(2,4-mumerundennn)-2-(2-ruipokcu-3-MeTOKCHOEH3UITUACH )TH IPa3uHKapOOTHOAMUIOM,
00J1aat0IIM [IEHHOW aHTHOKCUIAHTHOM aKTUBHOCTBIO.
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SUMMARY
ERHAN Tatiana, ,, Synthesis and study of some N-(n-methylphenyl)
hydrazinecarbothioamide with pharmacophoric properties”,
PhD thesis in chemical sciences, Chisinau, 2024.

Thesis structure: introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations, 178
bibliography references, 13 annexes, 132 pages of basic text, 107 figures, 11 tables. The obtained
results are published in 16 scientific papers.

Keywords: organic synthesis, N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbothioamide, structural
analysis, pharmacophore, antioxidant activity, anticancer activity, antibacterial activity, antifungal
activity, chemical structure-biological activity relationship.

The aim of the thesis: synthesis of some N-(n-methylphenyl)hydrazine carbothioamides,
characterization of the structure by spectral methods of analysis; the research of the
pharmacophoric properties, the biological activity and the elucidation of the influence of the
chemical structure on the biological activity.

The objectives of the thesis: synthesis of some N-(n-methylphenyl)hydrazine-
carbothioamides with N-substituents: 2-methylphenyl-; 3-methylphenyl- and 4-methylphenyl-;
2,3-dimethylphenyl-;  2,4-dimethylphenyl-;  2,5-dimethylphenyl-;  2,6-dimethylphenyl-;
3,4-dimethylphenyl-; 3,5-dimethylphenyl-; 2,4,6-trimethylphenyl-, using optimized synthesis
methods; condensation of synthesized N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbothioamides with
aromatic carbonyl compounds: 2-hydroxybenzaldehyde and 2-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde
and heterocyclics: pyridine-2-carbaldehyde, 1-(pyridin-2-yl)ethan-1-one; characterization of the
synthesized compounds: determination of the chemical structure by spectral methods (FT-IR, 'H-
, 3C-, °N NMR) and by the single crystal X-ray diffraction method; research of the antioxidant,
anticancer, antibacterial and antifungal activity of the synthesized compounds, as well as their
pharmacophoric properties; establishing the influence of the number and position of the methyl
groups in the benzene ring, but also the nature of the carbonyl component on the biological activity;
elucidating the influence of chemical structure on biological properties.

Novelty and relevance of the research: effective methods for the synthesis of previously
unknown 50 N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbothioamides containing various pharmacophoric
groups and the influence of the structure of aromatic and heterocyclic fragments as well as methyl
groups on cytotoxic, antimicrobial and antioxidant potential have been systematically investigated.

Scientific problem solved in this thesis: it consists in establishing the synthesis
conditions, by optimizing the classic methods used in the synthesis of
N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbothioamides, as well as elucidating the influence of the
chemical structure of the synthesized compounds on the biological properties.

Theoretical significance and applicative value: the accumulated data allow the
expansion of the base of compounds with high biological potential; The synthesized
N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbothioamides are of interest both as therapeutic remedies with
low toxicity, selectivity and high lipophilicity, and as ligands for the assembly of coordinated
compounds with valuable properties.

Implementation of scientific results: consists in expanding the base of the
N-(n-methylphenyl)hydrazinecarbotioamide class with valuable antioxidant, anticancer and
antifungal properties. Patenting of a compound as a fungicide against Candida albicans and
patenting of a coordinating compound of Ni with N-(2,4-dimethylphenyl)-2-(2-hydroxy-3-
methoxybenzylidene)hydrazinecarbothioamide, with valuable antioxidant activity.
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