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UVOD A CiL PRACE

Studium biologicky aktivnich derivati pyrazinu ma na Katedie farmaceutické
chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy mnohaletou tradici.
Studované slouceniny jsou odvozeny bud’ od pyrazin-2-karboxylové kyseliny nebo od
2-acetylpyrazinu (1-pyrazin-2-ylethan-1-onu) a je u nich hodnocena piedevsim
antifungalni a antimykobakterialni aktivita, vliv na fotosyntetické procesy, piipadné

I dalsi biologické ucinky [1-17].

Syntézy ve skupiné derivati acetylpyrazinu byly zahajeny v druhé poloving 80. let
20. stoleti a jsou zaméfeny na piipravu acetylpyrazind substituovanych na jadie [18-22]
a dale na pfipravu derivata ziskanych obménou acetylové skupiny [13, 15-17, 23-35].
Darzens-Claisenovou kondenzaci acetylpyrazini a ethylesterem monochloroctové
kyseliny byly ziskany odpovidajici ethylestery 3-pyrazin-2-yl-2,3-epoxymaselné
kyseliny [23, 36]. V dalsim obdobi byla vénovana pozornost piedevsim riznym 3-fenyl-
1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-onim  ziskanym  Claisen-Schmidtovou  kondenzaci
acetylpyrazini s aromatickymi aldehydy [13, 15-17, 23-31]. V soucasnosti jsou
pfipravovany a biologicky hodnoceny kondenza¢ni produkty acetylpyrazini

s thiosemikarbazidem a N,N-dimethylthiosemikarbazidem [32-34] a rhodaninem [35].

Prvni thiosemikarbazony piipravila a popsala ve své rigorézni praci Svandova [32].
V néavaznosti na jeji vysledky byly v mé diplomové praci pfipraveny thiosemikarbazony
acetofenonu, 1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)ethan-1-onu, 1-(5-pentylpyrazin-2-yl)ethan-1-
onu, 1-(5-heptylpyrazin-2-yl)ethan-1-onu [33]. Al-Hallak se pak ve své rigorozni praci
zabyvala ptipravou N,N-dimethylthiosemikarbazont [34].

Ukolem mé rigordzni prace je znovu pripravit nékteré 5-alkylpyrazin-2-karbonitrily
a 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethan-1-ony, které sice jiz byly dfive pfipraveny a pouzity jako
meziprodukty pro syntézu biologicky aktivnich derivati pyrazinu [32, 33], ale
z raznych divoda bud’ nebyly v nekterych piipadech ziskany zcela Cisté nebo u nich
z ¢asovych duvodi nebyla provedena Uplna fyzikalnéchemicka charakterizace. Proto je
nutné jejich piipravu zopakovat a doplnit chybé&jici charakteristiky. Déale bych méla
navdzat na rigorézni praci L. Al-Hallak [34] a pokracovat v syntéze série

1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethan-1-on-N,N-dimethylthiosemikarbazond.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Struktura a vlastnosti thiosemikarbazonu
Thiosemikarbazony jsou kondenzacni produkty aldehydii nebo keton
s thiosemikarbazidem [37]. Jejich strukturu je mozno znazornit timto obecnym

vzorcem:

R1=R2=R3= R4 = H, alkyl nebo aryl

Thiosemikarbazony odvozené od aldehydi jsou velmi stdlé slouceniny [38, 39].
Naproti aceton-thiosemikarbazon se snadno rozklada a muze byt pii piipravé aldehyd-
thiosemikarbazoni  pouzit jako Cinidlo misto volného thiosemikarbazidu.
Bis-thiosemikarbazony o-dioxosloucenin jsou znamy pod nazvem thiazony [39].

Thiosemikarbazony obsahuji ve své struktufe dvojnou vazbu C=N a mohou
existovat ve dvou izomernich formach (E/Z). Kromé& toho podléhaji thioxo/thiol

tautomerii:

R2 R3 R2 H R3 R2 H R3

O urcovani konfigurace thiosemikarbazoni pomoci spektralnich metod a o vlivu
uspotadani jejich molekul na biologickou aktivitu bylo podrobné pojednano v rigor6zni

praci M. Svandové [32].

V analytické chemii se thiosemikarbazony pouzivaji k charakterizaci aldehydt a
ketonil [40]. Dutlezita je také jejich schopnost tvofit komplexy s kovy. Vyuziva se napf.
pii stanoveni cytostaticky u¢innych komplext platiny v séru a moci [41] nebo stanoveni
iontd zeleza ve vodé [42]. V syntetické organické chemii jsou thiosemikarbazony

vyuzivany jako meziprodukty pro ptipravu dalSich sloucenin, predevSim rdznych



heterocyklickych sloucenin vznikajicich jejich cyklizaci [43-46]. Z farmaceuticko-

chemického hlediska jsou vyznamné biologické ucinky thiosemikarbazont.

2.2. Biologickeé ucinky thiosemikarbazonu

Prestoze thiosemikarbazony patii mezi relativné toxické slouceniny, nalezly nékteré
zZ nich praktické uplatnéni v terapii a prevenci zivot ohrozujicich infekci. V soucasnosti
jsou thiosemikarbazony a jejich komplexy s kovy studovany piedevsim jako potencialni
antivirotika, antineoplastika a chemoterapeutika bakteridlnich infekci Neékteré
thiosemikarbazony  vykazuji  dale také antimykobakteridlni, antimalarické,
antiarthritické, antidiabetické, antifungalni, neurotropni a antikonvulzivni ucinky
[34, 47].

Biologické vlastnosti semikarbazonii a thiosemikarbazonli casto souviseji
s vytvafenim komplexi s kovy. Tak muze byt zménéna lipofilita, kterd ovlivituje
mnozstvi latky, které je schopno vstoupit do bunck. Komplex s kovem muze byt také
ucinngjsi nez samotny ligand, také mohou byt zmirnény nékteré vedlejsi ucinky. Mohou

se také objevit jiné Ucinky, nebo byt snizen vznik 1€koveé rezistence [47].

2.2.1. Antivirové uéinky

Domagk a jeho kolegové pied vice nez padesati lety objevili, ze thiosemikarbazony
vzkazuji u¢inky proti viru kravskych nestovic. Tim byla odstartovana éra chemoterapie
virovych infekci. U metisazonu (N-methylisatin-3-thiosemikarbazonu), ktery byl
puvodné zkouman jako tuberkulostaticka latka, byl dokonce objeven profylakticky
ucinek proti infekci pravymi neStovicemi. Metisazon byl pouzit pti infekei v Indii.
Uspéiné zavedeni ockovani proti pravym nestovicim pouzivani metisazonu ukonéilo.
Jiné infekce zplisobené poxviry, proti kterym neni dostupnéa ockovaci latka, nebo znovu
objeveni se infekce pravymi neStovicemi (nékteré staty vlastni tajné vzorky viru), vSak
mohou vyzadovat u¢innou chemoterapii. Proto by bylo ucelné urcit mechanismus
ucinku této latky a pokud by se ukazalo, Zze metisazon piisobi selektivné proti poxvirtim,
ptipravit také jeho analogy [48]. Ze studii v€novanych této problematice vyplynulo, Ze
isatin-3-thiosemikarbazon (IBT) patrné zasahuje ruznymi mechanismy do procesu
transkripce virové RNA a jeho analogy substituované na dusiku aminomethylovou
skupinou, napt. 5-brom-1-{[(cyklopropylmethyl)(propyl)-amino]methyl}-6-methyl-
1H-indol-2,3-dion-3-thiosemikarbazon, jsou vic¢i poxvirdm ucinnéjsi a selektivnéjsi nez

metisazon [49].
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H NH,
metisazon: R = CH3; IBT: R=H novéjsi analog metisazonu

Thiosemikarbazony odvozené od riznych karbonylovych sloucenin jsou testovany
jako potencialni antivirotika i viéi jinym viram, v¢etné HIV [50-52].

Utinek proti virim je pravdépodobné zprostfedkovan nékolika mechanismy.
Thiosemikarbazony maji povahu chelatori. Jako takové jsou schopny vazat atom kovu.
Mohou proto deaktivovat Fe-dependentni ribonukleotidreduktasu, ktera se podili na
vzniku deoxyribonukleotidii v bunice. Nepiimo tak ovliviiuji syntézu RNA a DNA.
Inhibice transkripce muize byt zpiisobena i pfimou vazbou thiosemikarbazonli na
nukleové kyseliny. Vyvazanim zeleza, médi nebo jiného kovu muze byt také
deaktivovan néktery z klicovych enzymt ucastnicich se zakladnich reakci bunécného
metabolismu. Zelezo napiiklad katalyzuje vznik kyslikatych sloudenin, které aktivuji

jaderny faktor kB (NF-xB) a ovliviiuji tak virovou transkripci [51].

2.2.2. Antineoplastické ucinky

U nekterych thiosemikarbazonli bylo zjiSténo, Ze jsou schopny inhibovat
ribonukleotidreduktasu [53]. Ribonukleotidreduktasa (EC 1.17.4.1) katalyzuje syntézu
deoxyribonukleotidii z ribonukleotidovych prekurzort a je zodpovédnad za dostatecné
mnozstvi deoxyribonukleotidi pro syntézu DNA. Pro katalytickou aktivitu
ribonukleotidreduktasy  je  nutnd  pfitomnost  Zeleza. @ Mezi  aktivitou
ribonukleotidreduktasy a replikaci nadorovych bungk je silna zavislost, a proto je tento
enzym cilem protinddorové terapie. Nejznaméj$im a klinicky nejdéle pouzivanym
inhibitorem  ribonukleotidreduktasy = je = hydroxymocovina, kterda  inhibuje
M2-podjednotku enzymu inaktivaci Zeleza nutného pro regeneraci tyrosylového

radikadlu. Hydroxymocovina vSak ma limitované moznosti pouziti (nizka afinita



k enzymu, kratky biologicky polocas u lidi, vznik rezistence a ucinek vi¢i omezenému
spektru  nadord).  Gemcitabin a  fludarabin  inhibuji =~ M1-podjednotku
ribonukleotidreduktasy. Mezi velmi G¢inné inhibitory ribonukleotidreduktasy dale patii
thiosemikarbazony a-(N)-heterocyclickych karboxaldehydd (HCT) Jsou to silna
chelata¢ni ¢inidla, inhibuji tedy M2-podjednotku enzymu. Chelaty HCT s kovy jsou
ucinngjs$i inhibitory enzymu nez samotné HCT a vykazuji stejnou Uc€innost jako
hydroxymoc¢ovina v 1000krat nizS§ich koncentracich. 5-hydroxypyridin-2-karbaldehyd-
thiosemikarbazon byl jiz podroben klinickym zkouskam. Tato latka vSak byla v lidském
téle velmi rychle inaktivovdna a nasledné eliminovana. Proto byly syntetitovany dalsi
derivaty HCT, které nejsou tak rychle vylucovany z lidského organismu. Je jim také
3-aminopyridin-2-karboxaldehyd-thiosemikarbazon, znamy téz jako Triapin®, ktery je

nyni prochézi klinickym zkousenim [54-63].

H H
N N N H NH
N x> _N NH - 2
Y VT TN
= S P S
HO NH,
5-hydroxypyridin-2-karboxaldehyd- 3-aminopyridin-2-karboxaldehyd-
thiosemikarbazon thiosemikarbazon (Triapin®)

Schopnost Triapinu® chelatovat Zelezo byla srovnavana s deferoxaminem, ktery se
pouziva jako chelata¢ni ¢inidlo naptiklad pii otravach Zelezem. Triapin se ukézal byt
dvakrat silnéjSim cheladtorem Zeleza nez deferoxamin. Bylo také zjiSténo, Ze kromé
chelatace Zeleza se na cytotoxickém G&inku Triapinu® podili i tvorba reaktivnich forem
kysliku [64].

Antineoplastické uc¢inky byly zjiStény u celé fady dalSich thiosemikarbazont
odvozenych od heterocyklickych aldehydi a ketonti, napf. 3-acetylindolu [65],
tetrahydropyrimidin-2(1H)-onu a 1,3-diazepan-2-onu [66], a raznych formyl- a
acyldiazint [67].
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Zajimavou slouceninou je také N-cyclohexylthiosemikarbazon.

madurahydroxylaktonu, ktery patii mezi nesteroidni inhibitory estronsulfatasy. Je
studovan jako potencialni 1éCivo estrogendependentnich karcinomu prsu bez

nezadoucich estrogennich ucinki a nizkou akutni toxicitou [68].



N-cyclohexylthiosemikarbazon madurahydroxylaktonu

Antiproliferativni u¢inek vi¢i riznym typim nadord vykazuje i CGP 52608
(N-methylthiosemikarbazon 3-allyl-1,3-thiazolidin-2,4-dionu). Cytostatické G¢inky této
slouCeniny jsou zprostfedkovany nukledrnimi receptory RORA (retinoic acid
receptor-related orphan receptor o) podobné jako protinddorové plisobeni melatoninu
[69-71].

|
i

O N N< _.CH

N

CGP-52608

Thiosemikarbazony odvozené od citronelalu a citralu vykazovaly antimitotickou

aktivitu, derivat citronelalu navic indukoval apoptozu [72].

(3R)-(+)-citronellal-thiosemikarbazon citral-thiosemikarbazon

Bunécnou proliferaci inhiboval také thiosemikarbazon odvozeny od uridinu, nikoliv
vSak thiosemikarbazony obsahujici pouze cukr. Z toho lze soudit, ze piitomnost

nukleové baze je pro ucinek nutna [72].
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2.2.3. Antibakterialni u€inky

Thiosemikarbazony a jejich komplexy skovy vykazuji Siroké spektrum
antimikrobidlni aktivity. Prakticky vyznam ma jejich inhibi¢ni i¢inek na mykobakterie.

Slouceniny, které obsahuji ve své molekule seskupeni —CSNH-, tvoii dulezitou
skupinu antituberkulotik. =~ Vedle thiokarbanilidi a thioamidd jsou to i
thiosemikarbazony. Thiosemikarbazony alifatickych aldehyda a ketonti nebyly v terapii
pro svoji vysokou toxicitu vyuzity. Z derivati benzaldehydu se dodnes pouziva
thioacetazon (thiosemikarbazon 4-acetamidobenzaldehydu) Z aldehydi pyridinové fady
nalezly praktické uplatnéni nikothiazon a isonikotinaldehyd-thiosemikarbazon [73].
Nikothiazon je dnes opét studovan pod oznacenim SRI-286 jako potencialni 1é€ivo

infekei vyvolanych organismy komplexu Mycobacterium avium [74, 75].

)
X _N NH
0 e
PR S
H,C Il\l
H
thioacetazon
N
o S
N = /N\
NS N7 UNH, N7 NH,
H H
nikothiazon isonikotinaldehyd-thiosemikarbazon
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V padesatych letech 20. stoleti Kushner se spolupracovniky [76] pfipravili
thiosemikarbazony acetylpyrazinu a formylpyrazinu. Jejich antituberkuloticka aktivita

byla hodnocena na mysich a bylo zjisténo, Ze ob¢ slouCeniny jsou toxické a jen malo

ucinné.
T
N\ \N/NTNHZ
[N/ S
R =H, CHs

Pozd&ji se Milzcarska a kol. zabyvali N *-substituovanymi thiosemikarbazony
acetylpyrazinu. V antimykobakterialnich testech in vitro byla nejlepsi aktivita zjisténa
u slouceniny v niz R = pyrrolidin-1-yl. Tento derivat byl potom hodnocen na mysich
infikovanych kmenem H37Rv v davkach Img/kg a Smg/kg. Jeho aktivita a toxicita byly

srovnatelné s isoniazidem a ethambutolem, které byly pouZity jako pozitivni kontroly

[77].
H
ol
[\fw v
— S
N

R = N(CHj),; NHCH(CH,)CH,; NH(CH,), OH; NHCH(C,Hs)OH; NHCH,CH,NH,

Ng N N O-N N-CH

N ) : “CH; ; N N-CgH; ;

’ ' ] 3 ’
N T ch,

NH@ : NHOCI : NHOOMe ; NC} :

H3C CH3
NH NH

Jorpam

Tuberkulostatické G¢inky byly popsany také u thiosemikarbazonli odvozenych od

thiofenovych analogti chalkonu [78].
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N—NHC(S)NH, N|—NHC(S)NH2
S N | S =

\/ Ar \/ Ar

CH, N NHC(S)NH, Ths NTNHC(SNH,

=

H.C H,C

Ar = (subst.)fenyl; naftyl; (subst.)-2-thienyl

V 70. a 80. letech 20. stoleti byly jako potencidlni antituberkulotika a antileprotika
studovany ruzné thiosemikarbazony 2-acetylpyridinu, 2-acetylchinolinu a 1-acetyl- a
3-acetylisochinolinu. Kromé antimykobakteridlnich u¢inki byl u nich prokézéan také
inhibiéni vliv na Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae a Staphylococcus
aureus. Vuéi gramnegativnim mikroorganismim byly méné Géinné [79-85].

Rl

Ar = 2-pyridyl; 6-methyl-2-pyridyl; 2-chinolyl; 1-isochinolyl; 3-isochinolyl
R! = CH;; hydroxyalkyl

R? = alkyl; cykloalkyl; alkenyl; alkynyl; adamantyl; (subst.)naftyl; (subst.)benzyl;
(subst.)fenyl; pyridyl; thienyl; indolyl; furyl; akridinyl; chinolyl; pyridazinyl

R3 = H nebo R3 = R2, nebo NR2R3 uzaviraji kruh

Ve studii vénované bakteriostatickym ucinklim thiosemikarbazonii a jejich
komplext s ptechodnymi kovy bylo zjisténo, Ze pro bakteriostatickou aktivitu je nutna
pfitomnost heteroatomu v sousedstvi karbonylové skupiny vychoziho aldehydu nebo
ketonu. Komplexy skovy jsou ucinngjsi nez volné ligandy a pisobi odlisSnym
mechanismem [86].

Antibakterialni Gc¢inky v0i¢i grampozitivnim mikroorganismiim maji také
isothiosemikarbazony studované italskymi autory [87, 88]. V nedavné dobé byla

hodnocena i antimykobakteridlni G¢innost téchto slouc¢enin a bylo zjisténo, ze jsou vuci
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Mycobacterium avium u¢inngjsi nez v praxi pouzivana antituberkulotika a v kombinaci

s rifampicinem nebo rifabutinem ptisobi synergicky [89, 90].

Ar = 5-nitro-2-furyl; (subst.)fenyl; 3-pyridyl; 4-pyridyl
R!=H; CH,

R2 = alkyl; allyl; (subst.)benzyl;

R3 = H; CHj; allyl

2.2.4. Antiprotozoalni u€inky

V posledni tfetin€ minulého stoleti probihal v USA rozsahly screeningovy program
zaméteny na nalezeni novych antimalarik. V ramci tohoto programu byly intenzivngé
studovany i1 vySe uvedené thiosemikarbazony 2-acetylpyridinu, 2-acetylchinolinu a
1-acetyl- a 3-acetylisochinolinu [84, 91-100]. Thiosemikarbazony 2-acetylpyridinu byly
in vitro u¢inné také vaci Trypanosoma rhodesiense [101]. T kdyZz Zadna z téchto
sloucenin nebyla zavedena do praxe, pfispély tyto studie vyznamné k prostudovani
vztahli mezi strukturou thiosemikarbazont a jejich ucinnosti. Podobné jako v piipadé
antibakterialnich uginka bylo zjisténo, Ze nejlepsi uginky maji N* N*-disubstituované
thiosemikarbazony odvozené od 2-acetylheterocyklii. Odpovidajici semikarbazony jsou
méné ucinné. Thiosemikarbazony 2-(a-hydroxyacetyl)pyridinu jsou lépe rozpustné ve
vodé, méné toxické pro hostitele, avSak také méné ucinné vic¢i plasmodiim; jejich
antibakterialni G¢inky byly srovnatelné s odpovidajicimi derivaty 2-acetylpyridinu [84].
Vyssi homology odvozené od 2-propionyl-, 2-butyryl a 2-(2-methylpropionyl)pyridinu
byly v testech na mysich rovnéz méné toxické [99]. SniZeni toxicity za soucasného
snizeni aktivity bylo pozorovano i u thiosemikarbazoni 2-acetylpyridin-1-oxidu [98].
Thiosemikarbazidy vzniklé¢ redukci thiosemikarbazonli naopak byly antimalaricky
ucinngjsi, avSak také toxictéjsi [95]. Komplexace thiosemikarbazont S pfechodnymi

kovy vedla ke sniZzeni antimalarické G¢innosti a k zesileni antileukemické aktivity [94].

I kdyz vtehdejsi dobé jeSt¢ nebylo mozné pIné vysvétlit mechanismus
antiprotozoalniho plsobeni thiosemikarbazoni, predpokladali autofi, Ze jejich
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antiparazitarni aktivity souvisi s jejich schopnosti chelatovat Zelezo nutné pro spravnou
funkci neékterych parazitarnich enzymi [98, 101]. Novéjsi studie tento jejich predpoklad
potvrzuji [102, 103]. Ze sloucenin, jejichz antiprotozoalni uc¢inky jsou dany chelataci
zeleza, je mozno jako piiklad uvést 2-hydroxynaftaldehyd-N-fenylthiosemikarbazon
[102].

H
NYS
HNL

OH

2-hydroxynaftaldehyd-N-fenylthiosemikarbazon

Dal$im z moznych mechanismi ucinkli je inhibice protozoalnich cysteinovych
proteas (kruzainu, falcipainu-2 a rhodesainu) [104-108]. Obr. 1 znéazoruje interakci

thiosemikarbazonu s kruzainem.

Obr. 1: Mechanismus inhibice kruzainu thiosemikarbazonem (ptevzato z literatury [107])

Jako inhibitory protozoalnich cysteinovych proteas jsou studovany napft. derivaty

isatinu [105], 5-nitrofuraldehydu [107] a halogenovanych (fenyl)(alkyl)ketont [108].
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N—NHC(S)NH,
n=0nebo 1
R =H; CH;; F; CI; Br; I; NO,

R? = H; CH,

R = H; methyl; ethyl; fenyl

R
Cl N NH
ﬁN ™
S
Cl
H,C
R = ethyl; butyl; terc-butyl; cyklohexyl; ©\/ \©\ :

H
Br ‘\N/N\H/NHZ
S

Zajimavymi potencidlnimi antimalariky jsou také slouceniny tvofené kombinaci

ZT

isatin-thiosemikarbazonu s prakticky pouzivanym chlorochinem [109]. U sloucenin

tohoto typu se pfedpokladd kombinovany mechanismus u¢inku zndzornény na Obr. 2.



metal chelation

S
accumulation }_NHz
TT—aN-NH
R’ /
0] Nucieophilic addition of enzyme active site thiol
privileged N
isatin scaffold 2 lipophilicity and variable alky!
chain length to circumvent chloroguine resistance mechanism
NH
= X
| }Haematln binding
N
i\l Cl
accumulation

Obr. 2: Struktura a predpokladané mechanismy ucinku nového typu potencidlnich antimalarik

(pfevzato z literatury [109])
Thiosemikarbazony jsou u¢inné i proti jinym protozoim, napi. Entamoeba

histolytica, Giardia lamblia a Trichomonas vaginalis. Na téchto druzich byly testovany
napf. thiosemikarbazony odvozené od 5-thiofen-2-karbaldehydu [110-114] a derivaty

pyrazolinu, v nichz je hydrazonova ¢ast thiosemikarbazonu souc¢asti heterocyklu [115].
H
R _S ~ _N_ _R?
VT
S
R =H; NO,

R2 = zbytek primarniho nebo sekundarniho
alifatického nebo alicyklického aminu; NQ

X =H; CI; Br
R = zbytek primérniho nebo sekundéarniho
alifatického aminu

2.2.5. Antifungalni uéinky
Velky pocet publikovanych praci je vénovan také antifungalnim U¢inkiim

thiosemikarbazont a jejich komplexu s kovy. Nejintenzivnéji studovanou skupinou jsou
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thiosemikarbazony a-(N)-heterocyklickych Kkarbaldehydi a ketond, piedevsim
pyridin-2-karboxaldehydu a 1-pyridin-2-ylethan-1-onu (2-acetylpyridinu) [116-125].
Vroce 1986 byly pfipraveny 2-acetoxyethoxymethyl derivaty thiosemikarbazona
a thiomocovin a byly u nich prokazany antimikrobidlni uCinky vac¢i grampozitivnim
bakteriim (Staphylococcus aureus), gramnegativnim bakteriim (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa), kvasinkam (Candida albicans) a plisnim (Aspergillus
niger). Nejudinngjsi z ptipravenych derivatd byl 2-acetylpyridin-N*-(2-acetoxyethoxy-
methyl)thiosemikarbazon [126]. Neddvno byla publikovana studie vénovana
pocitaovému modelovani interakce této slouceniny s humanni, bakterialni (E. coli)
a fungalni (C. albicans) dihydrofolatreduktasou. Z této studie vyplynulo, Ze se jedna
0 nekompetitivni inhibitor, ktery se na enzym véaze ve vazebném mist¢ pro NADPH
(koenzym dihydrofolatreduktasy). Je to prvni inhibitor dihydrofolatreduktasy, u kterého
byl zjistén tento zplsob vazby na enzym. Zaroven je jeho afinita
k dihydrofolatreduktase z C. albicans vyssi nez afinita k humannimu enzymu. Rozdily
jsou i vazbé na enzym z C. albicans a E. coli. Tyto poznatky by se mohly stat
vychodiskem pro dalsi studie zamétené na vyvoj antibakteridlnich a antifungélnich 1é¢iv

[127].

CH3 O
N
N N/ T ~_ V\O CH

3

2-acetylpyridin-N4-(2-acetoxyethoxymethyl)thiosemikarbazon

Ze sloucenin uvedenych v prechozich ¢astech v souvislosti s jinymi ucinky byly
antigungalni vlastnosti prokdzany také u thiosemikarbazonli odvozenych od
thiofenovych analogli chalkonu [78], antibakteridlné uc¢innych isothiosemikarbazonu
[87, 88] a jejich cyklickych analogii [128, 129].

Inhibi¢ni u€inky vi¢i houbadm jsou popsany u thiosemikarbazonii odvozenych od
2-hydroxy-3-methoxybenzaldehydu  [130], 3,4,5-trimethoxybenzaldehydu  [131]
a 5-methyl-2-furaldehydu [132] a embelinu [133].
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OH

@) embelin
OH

Zajimavymi thiosemikarbazony s antifungalnimi ucinky jsou dale derivaty isatinu

[50, 134-135] a derivaty 4-piperidonu [136].

NNHC(S)NH S
R: \( /

0 N
N
2
Cl
R1=H; Cl; Br
R2 = H; dimethylaminomethyl; piperidin-1-ylmethyl;
morfolinylmethyl

NNHC(S)NH,
CH, R! = R3 = H;OCH,
R? = H; CH,; OCH,; N(CH,),

Rl
O N O R* = Cl; OH
2
R R*
R3

Thiosemikarbazon N-(4-acetylfenyl)maleimidu inhibuje rist Candida albicans a
Saccharomyces cerevisiae. U¢inné jsou i sloueniny vzniklé jeho polymerizaci [137].

Také polymery odvozené od thiosemikarbazonu [2-(4-acetylfenyl)amino]-
2-oxoethyl-methakrylatu [138].
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O
NNHC(S)NH,
| N—<: :>—<
CH,
O
thisemikarbazon N-(4-acetylfenyl)maleimidu

CH, 0 N~ j{ ?
o.M
H,C N

0

thiosemikarbazon [2-(4-acetylfenyl)amino]-2-oxoethyl-methakrylatu

2.2.6. Anthelmintické a insekticidni u¢inky

Protiinfekéni a protiinvazni spektrum thiosemikarbazonti zahrnuje také cervy
a hmyz, 1 kdyz pocet testli provedenych na téchto organismech je podstatné mensi nez
Vv pfipadé€ virl, mikrobti, protozoi, hub a nddorovych bunék.

Jiz nékolikrat zminéné thiosemikarbazony 2-acetylpyridinu byly testovany jako
potencialni makrofilaricidni 1é¢iva proti Brugia pahangi, Acanthocheilonema viteae,
Onchocerca gutturosa a Onchocerca volvulus. Nejuc¢inngjsim derivatem testované série

byl 2-acetylpyridin-N*-(2-aminofenyl)thiosemikarbazon [139].

CH, H | NH,
N\ \N/NYN
= S

1-pyridin-2-ylethan-1-on-N-(2-aminofenyl)thiosemikarbazon
Také ostatni anthelminticky ucinné thiosemikarbazony byly testovany na pivodcich
filariozy a onchocerkidzy. Tyto studie vSak byly publikovany v obtizn¢ dostupnych
primarnich zdrojich a pfesné struktury testovanych sloucenin nelze proto uvést [133,
140-143].
Insekticidni aktivita byla hodnocena pouze u thiosemikarbazonii odvozenych od

2-acetylpyridinu. Tyto slouceniny zabranuji housenkam druhu Oncopeltus fasciatus
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svléknout kutikulu a dospét [144,145]. Soucasné s témito studiemi bylo provedeno

I hodnoceni jejich toxicity pro ptaky [146].

2.2.7. Jiné biologické ucinky

Mezi dal$i zucinkd thiosemikarbazonli patii aktivity neurotropni, pfedevsim
antikonvulzivni. Lukevics a kol. [147] studovali neurotropni ucinky thiosemikarbazonti
odvozenych od heterocyklickych aldehydii a ketonti pomoci nékolika testti na mysich.
Nejvyssi centrdlné tlumivou aktivitu meély thiosemikarbazony pyridinové tady
S postrannim fetézcem v poloze 2 a 4. 2-acetylpyridin-thiosemikarbazon vykazoval
Vv téchto testech vysokou akutni toxicitu. Nahrada pyridinového kruhu thiofenem nebo
furanem vedla ke snizeni toxicity. 5-methyl-2-furaldehyd-thiosemikarbazon byl ze
vSech studovanych sloucenin nejméné aktivni. Na rozdil od thiosemikarbazonii
odvozenych od (aryl)(alkyl)ketont, které byly ucinné pouze v MES (Maximum
Electroshock Seizures) testu, mély heterocyklické analogy protektivni ucinek i vuci
kie¢im navozenym pentetrazolem. Dale byl u nich pozorovdn vliv na dopaminergni
struktury, snizeni amfetaminovych ucinkii a vliv na pamétové procesy dané jejich
atihypoxickym u¢inkem. Kromé u¢inka centralné¢ tlumivych byla ve studii potvrzena

I antidepresivni aktivita studovanych thiosemikarbazoni [147].

Ar = 2-pyridyl; 3-pyridyl; 4-pyridiyl;

R H 5-methyl-2-thienyl; 5-methyl-3-thienyl;
Ar_ }\\ N _NH . _
X N~ T 2 5-brom-2-thienyl; 5 brom-3-thienyl,
S 5-methyl-2-furyl
X = CH=CH; CH(OH)CH,
R =H; CH,

Antikonvulzivnimi U¢inky thiosemikarbazont a jejich analogii (acetylhydrazond,
oxamoylhydrazonti a semikarbazoni) se jiz n¢kolik let podrobné zabyvaji Dimmock se
spolupracovniky [148-153]. Na zéklad¢ jejich studii byl navrzen model vazebného
mista, zahrnujici oblast hydrofobnich interakci a oblast vodikovych vazeb (Obr. 3).
Ptedpoklada se, ze vazebné misto je soucasti peptidového fetézce. Substituent X by mél
mit elektron-donorové vlastnosti, aby doslo ke zvySeni schopnosti tvofit vodikové
mustky. V poloze 1 je vyhodnéjsi vodik nez methylova skupina. Lepsi ucinnost tedy

maji derivaty aldehydu [153].
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Hydrophobic bonding area

Hydrogen bonding area {

Obr. 3: Pfedpokladana interakce noveé studovanych antiepileptik s vazebnym mistem

(pievzato z literatury [153])

Antikonvulzivni u¢inky byly studovany také u thiosemikarbazoni odvozenych od
1-(3-aryl-2-propenoyl)-4-oxopiperidind [154], isatinu [155-157], chinazolonu [158,
159].

ProtoZe ozéafeni vysokymi davkami ionizaniho zafeni muZze vést ke zvySené
drézdivosti CNS a ke kie¢im, hledali Taroua se spolupracovniky slouceniny, které by
kromé& radioprotektivnich vlastnosti méli 1 U€inky antikonvulzivni. Toho se podatilo
dosahnout u nékterych thiosemikarbazoni odvozenych od ketonti s 1,3-dithiolanovym

cyklem [160].

CH,
H NH
N 2
HC_ (CH), N
S
S S
i
n=0,1, 2

Studie zabyvajici se dalSimi UCinky thiosemikarbazonli byly publikovany jen

ojedinéle. Podobné jako jiné¢ slouceniny s thiomocovinovym seskupenim mohou
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thiosemikarbazony ovliviiovat ¢innost §titné zlazy a ptsobit jako anti-thyreoidalni latky
[161].

Thiosemikarbazony jsou také sirnymi analogy pimagedinu (aminoguanidinu). Ten je
V soucasnosti intenzivné studovan jako inhibitor glykace proteinli a potencialni 1écivo
pozdnich diabetickych komplikaci. Ptredpokladda se, Ze mechanismus uUc¢inku
aminoguanidinu spociva v ochran¢ tkani pted Skodlivymi ucinky oxidac¢niho stresu.
U 2,4-dihydroxybenzaldehyd-thiosemikarbazonu byla pfed ¢asem prokazana schopnost
inhibovat v koncentraci 1 mmol.I* peroxidaci lipidd. Jeho u¢innost byla jen o maélo

slabsi nez aktivita odpovidajiciho aminoguanidinového derivatu [162].

H
H
\N/N\WNH2
X
HO OH

2,4-dihydroxybenzaldehyd-thiosemikarbazon: X = S
2,4-dihydroxybenzylideneaminoguanidin: X = NH

V ramci studii zamétenych na biologickou aktivitu riznych derivatl steroidnich
hormonti bylo zjisténo, ze u thiosemikarbazonli estron-3-methyletheru je estrogenni
aktivita zachovana, ale ve srovnani s estradiol-benzoatem nizsi. Ve skupin¢ androgenti
mély thiosemikarbazony testosteron-acetatu vyssi androgenni aktivitu neZ testosteron.
Anabolickou aktivitu mé&l pouze N*-(2-methylfenyl)thiosemikarbazon testosteron-
acetatu [163].

NNHC(S)NHR

MeO

R = H; butyl; ; benzyl; fenyl
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OCOCH,

CH

R = H; butyl; fenyl; 2-methylfenyl; 2-methoxyfenyl
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Sloupcové chromatografie byly provadény ,,flash® technikou za pouziti akvarijniho

motorku jako ptetlaku.

TLC chromatografie byla provadéna na Silufolu UV 254 (Kavalier Votice). Jako

mobilni faze byla pouzivana smés benzin + ethyl-acetat 80:20 (v/v).

Vzorky latek pro analyzu byly suSeny 24 hodin v exsikatoru nad oxidem fosfore¢nym

pti tlaku 1,33 kPa.
Teploty tani byly stanoveny na mikrovyhfevném bloku Boetia a nebyly korigovany.
Elementérni analyzy byly provedeny na analyzatoru EA 1110 CHNS firmy Carlo Erba.

Cistota produktii byla ovéfena pomoci HPLC za téchto podminek:

Separa¢ni modul: Waters Alliance 2695 XE s chromatografickym softwarem
Millennium**® Chromatography Manager Software, Waters 2004

Kolona: Symmetry® C5 5 um, 4.6 x 250 mm

Mobilni faze: methanol + voda 50:50 (v/v), pritok 0,9 ml/min, nastiik 30 ul

Detekce: Waters Photodiode Array Detector 2996, 210 nm

IC spektra byla méfena na spektrofotometru NICOLET IMPACT 400. Vinodty jsou

uvadény v em™,

'H-NMR a C-NMR spektra byla méfena na piistroji VARIAN Mercury-VxBB 300.

Chemické posuny jsou uvadény v d, ppm a interakéni konstanty J v Hz.

Hmotnostni spektra byla méfena na pfistroji FINNIGAN MAT Magnum technikou
plynové chromatografie ve spojeni s hmotovou detekci (GC/MS) na principu iontové
pasti s vnitini elektronovou ionizaci. Separace byla provedena na koloné¢ ZBS5 (
Phenomenex, Inc.), 30m x 0,25 mm x 0,25 pm, jako mobilni faze bylo pouzito helium
4.5 plus SIAD.
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3.1. Priprava 5-alkylpyrazin-2-karbonitrilt
3.1.1. Obecny postup pro alkylaci pyrazin-2-karbonitrilu

[N\j/CN R-COOH . JIN\j/CN
_ AgNO,, (NH,),S.0,, H,0 _
N 3 47228 2 R N

10,50 g pyrazin-2-karbonitrilu (0,1 mol) se rozpusti ve 300 ml vody zahiaté na

80 °C. K tomuto roztoku se prida 1,70 g (0,01mol) dusi¢nanu stiibrného a 0,1 mol
kyseliny. Za stalého michani se pak pomalu ptikapava roztok 25,10 g (0,11 mol)
peroxodisiranu amonného v 70 ml vody. Teplota se udrzuje v rozmezi 75 — 80 °C. Pii
této teploté se smes micha celkem 1 hodinu. Po zchladnuti reak¢ni smési se pH upravi
na 9 — 10 pfidanim 10% roztoku hydroxidu sodného a smés se kontinudlné extrahuje
diethyletherem. Etherovy vytfepek se vysu$i bezvodym siranem sodnym.
5-alkylpyrazin-2-karbonitril se ze smési oddéli sloupcovou chromatografii na silikagelu
(Silica gel 60, Fluka, 0,063 — 0,2mm) za pouziti smé&si benzin + ethyl-acetat 80:20 jako
eluentu a docisti se destilaci za snizeného tlaku. Timto postupem byly piipraveny tyto

produkty:

5-isopropylpyrazin-2-karbonitril

Molekulova hmotnost: 147,18 (CgHgN3)

Vytézek: 47 %

Vzhled: naZloutla kapalina

Teplota varu: 100 — 102 °C/1,60 kPa

Cistota: 99,23 %

IC spektrum (CHCl3): 2239 (CN)

'"H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls): ¢ 8,81d, 1H, J = 1,7 (H-3); 8,58d, 1H, J= 1,7
(H-6); 3,26 — 3,11m 1H, 1,34d, 6H, J = 6,9 (isopropyl)

B¥C-NMR spektrum (75 MHz, CDCls): 6 166,0;147,4;144,1; 128,0; 115,7; 34,4; 21,7
EIMS m/z (%):148 (M, 84 ), 32 (100), 119 (14), 105 (9), 52 (10)
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5-pentylpyrazin-2-karbonitril

Molekulova hmotnost: 175,23 (C19H13N3)

Vytézek: 46 %

Vzhled: nazloutla kapalina

Teplota varu: 118 — 125 °C/1,33 kPa

Cistota: 99,31 %

IC spektrum (CHCl3): 2240 (CN)

'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls): ¢ 8,81d, 1H, J = 1,5 (H-3); 8,55d, 1H, J = 1,5
(H-6); 2,89, 2H,J=7,4,1,84 —1,70m, 2H, 1,42 — 1,26m, 4H, 0,89t, 3H,J =74
(pentyl)

B3C-NMR spektrum (75 MHz, CDCls): 6 161,7; 147,4; 145,2; 127,9; 115,7; 35,8; 31,3,
28,6; 22,3; 13,9

EIMS m/z (%):176 (M*, 72), 146 (7), 132 (19), 119 (100)

5-hexylpyrazin-2-karbonitril

Molekulova hmotnost: 189,26 (C11H15N3)

Vytézek: 38 %

Vzhled: naZloutla kapalina

Teplota varu: 125 — 127 °C/1,33 kPa

Cistota: 91,63 %

IC spektrum (CHCl3): 2240 (CN)

'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls): § 8,81d, 1H, J = 1,5 (H-3); 8,56d, 1H, J=1,5
(H-6); 2,89, 2H,J=7,4,1,82 — 1,69m, 2H, 1,43 — 1,21m, 6H, 0,87t, 3H, J = 7,4 (hexyl)
B3C-NMR spektrum (75 MHz, CDCls): 6 161,7; 147,4; 145,2; 127,9; 115,7; 35,9; 31,4;
28,9; 28,7; 22,4; 14,0

EIMS m/z (%):190 (M*, 52), 160 (5), 146 (6), 132 (17), 119 (100)
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3.1.2. Priprava 5-heptylpyrazin 2-karbonitrilu ve vodé

Probihala vySe uvedenym obecnym postupem, ale etherovy extrakt obsahoval
zbytky nezreagované oktanové kyseliny, kterou nebylo mozné odstranit destilaci. Pti
opakované ptipravé byl etherovy extrakt pfed chromatografii protiepan 10% roztokem
Na,COs. Po sloupcové chromatografii bylo ziskdno 5,90 g (29 %) nazloutl¢ kapaliny.
Takto ziskany produkt byl destilovan s vodni parou, ale doslo k jeho ¢astecné hydrolyze

na 5-heptylpyrazin- 2-karboxamid.

3.1.3. Priprava 5-heptylpyrazin-2-karbonitrilu ve smési voda + acetonitril

Probihala vySe uvedenym obecnym postupem, ale misto 300 ml destilované vody
byla pouzita smés 150 ml vody a 150 acetonitrilu. Po skonceni reakce byl acetonitril
oddestilovan, pH vodného roztoku bylo upraveno na 9 — 10 pfiddnim 10% roztoku
hydroxidu sodného a smés byla kontinualn¢ extrahovéna diethyletherem. Etherovy
vyttepek byl vysusen bezvodym siranem sodnym a podroben sloupcové chromatografii.
Bylo ziskdno 9,60 g (47 %) nazloutlé kapaliny. Po zméteni NMR bylo zjisténo, Ze
stejn¢ jako v pfedchazejicim piipadé je takto ziskany produkt smési pozadovaného
5-heptylpyrazin-2-karbonitrilu a nezreagované oktanové kyseliny. Po rozpusténi
v etheru a protiepani 10% roztokem Na,COj3; bylo ziskano pouze 4,509 (22 %)
nazloutlé kapaliny.

Pii opakované ptipravé byl etherovy extrakt pfed chromatografii protfepan 10%
roztokem Na,COj3 a po chromatografii bylo ziskano 6,05 g (30 %) nazloutlé kapaliny,

z niZ byl destilaci ziskan produkt pro fyzikalnéchemickou charakterizaci:

5-heptylpyrazin-2-karbonitril

Molekulova hmotnost: 203,28 (C12H17N3)
Vytézek: 30 %

Vzhled: naZloutl4 kapalina

Teplota varu: 135 — 140 °C/1,33 kPa
Cistota: 98,68 %

IC spektrum (CHCl3): 2240 (CN)
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'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls): 6 8,80d, 1H, J = 1,4 (H-3); 8,55d, 1H, J = 1,4
(H-6); 2,89, 2H,J=7,4,1,82 -1,65m, 2H, 1,42 -1,19m, 8H, 0,86t,3H,J=7,4
(heptyl)

B3C-NMR spektrum (75 MHz, CDCls): d 161,7; 147,4; 145,2; 127,9; 115,7; 35,8; 31,6;
29,1; 28,9; 28,9; 22,5; 14,0

EIMS m/z (%): 204 (M*, 100), 119 (19)
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3.2. Priprava 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethan-1-ond
3.2.1. Obecny postup pro pripravu 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethan-1-ona

O
N CN
| X CH,Mgl _ N\ cH,
— diethylether | —
R N R N

Ke 49,90 g (0,3 mol) methylmagnesiumjodidu ve 200 ml absolutniho etheru se za

michani a pfi teploté —10 az +10 °C piikape roztok pyrazin-2-karbonitrilu (0,128 mol)
v 50 ml absolutniho etheru. Pfi uvedené teplot¢ se smés micha celkem 1 hodinu a potom
se rozlozi opatrnym vylitim na led. Vylou€ena srazenina se ¢astecné rozpusti ptidanim
50 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné objemové 1:1 a smés se kontinualné extrahuje
diethyletherem. Etherovy extrakt se vysuSi bezvodym siranem sodnym a ether se
oddestiluje. Produkt se pteCisti destilaci za snizené¢ho tlaku. Timto postupem byly

pfipraveny nasledujici produkty:

1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)ethan-1-on

Molekulova hmotnost: 164,20 (CgH12N20)

Vytézek: 56 %

Vzhled: nazloutla kapalina

Teplota varu: 105 — 106 °C/1,60 kPa

Cistota: 91,12 %

IC spektrum (CHCl3): 1697 (C=0)

'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls): § 9,12d, 1H, J = 1,4 (H-3); 8,50d, 1H, J = 1,4
(H-6); 2,68s, 3H, (COCHy); 3,27 — 3,11m, 1H, 1,35d, 6H, J = 7,1 (isopropyl)
B3C-NMR spektrum (75 MHz, CDCls): § 199,3; 165,9; 145,6; 142,6; 141,7; 34,3; 25,8:
22,0

EIMS m/z (%): 164 (M", 44), 149 (100), 136 (74), 121 (52), 107 (31), 94 (18), 80 (12),
67 (15), 52 (28)
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1-(5-pentylpyrazin-2-yl)ethan-1-on

Molekulova hmotnost: 192,26 (C11H16N20)
Vytézek: 30 %

Vzhled: nazloutla kapalina

Teplota varu: 120 — 125 °C/1,33 kPa
Cistota: 67,67 %

IC spektrum (CHCls): 1698 (C=0)

'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCl3): § 9,11d, 1H, J = 1,4 (H-3); 8,47d, 1H, J = 1,4
(H-6); 2,68s, 3H, (COCH3); 2,87t, 2H, J = 7,4, 1,83 — 1,69m, 2H, 1,42 — 1,27m, 4H,

0,88t, 3H, J = 7,4 (pentyl)

BC-NMR spektrum (75 MHz, CDCls): 6 199,4; 161,7; 145,4; 143,0; 142,7; 35,7; 31,4;

28,9; 25,8; 22,4; 13,9
EIMS m/z (%):193 (M*,100), 136 (7), 121 (16)

1-(5-hexylpyrazin-2-yl)ethan-1-on

Molekulova hmotnost: 206,28 (C12H18N,0)
Vytézek: 57 %

Vzhled: naZloutl4 kapalina

Teplota varu: 127 — 130 °C/1,46 kPa
Cistota: 91,55 %

IC spektrum (CHCl3): 1697 (C=0)

'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCly): 6 9,12d, 1H, J = 1,4 (H-3); 8,47d, 1H, J = 1,4
(H-6); 2.69s, 3H, (COCH3); 2,88t, 2H, J = 7,4, 1,83 — 1,68m, 2H, 1,43 — 1,21m, 6H,

0,87, 3H, J = 7,4 (hexyl)

BC-NMR spektrum (75 MHz, CDCls): 6 199,4; 161,6; 145,4; 143,0; 142,7; 35,7; 31,5;

29,2; 28,9; 25,8; 22,5; 14,0
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EIMS m/z (%): 207 (M*, 100), 177 (6), 163 (7), 149 (16), 136 (90), 121 (43), 107 (6)

1-(5-heptylpyrazin-2-yl)ethan-1-on

Molekulova hmotnost: 220,31 (C13H20N20)

Vytszek: 26 %

Vzhled: nazloutla kapalina

Teplota varu: 152 — 162 °C/1,20 kPa

Cistota: 91,83 %

IC spektrum (CHCl,): 1701 (C=0)

'H-NMR spektrum (300 MHz, CDCls): 6 9,11d, 1H, J = 1,4 (H-3); 8,46d, 1H, J = 1,4
(H-6); 2,68s, 3H, (COCHj3); 2,87t, 2H, J = 7,2, 1,82 — 1,67m, 2H, 1,40 — 1,17m, 8H,
0,85t, 3H, J = 7,2 (heptyl)

3C-NMR spektrum (75 MHz, CDCls): 6 199,3; 161,6; 145,4; 143,0; 142,7; 35,7; 31,6;
29,3; 29,2; 29,1; 25,8; 22,6; 14,0

EIMS m/z (%): 221 (M*, 26), 149 (20), 136 (100), 121 (30), 53 (7)
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3.3. Priprava thiosemikarbazonu

3.3.1. Obecny postup pro reakci 1-arylethan-1-ona s thiosemikarbazidem
nebo N,N-dimethyl-thiosemikarbazidem

0,01 mol piislusného 1-arylethan-1-onu a 0,01 mol thiosemikarbazidu nebo
N,N-dimethyl-thiosemikarbazidu se rozpusti v 10 — 15 ml methanolu. Po pfidani tf
kapek 99% kyseliny octové se smés zahtiva 5 hodin do varu. Produkt se odsaje,
promyje vodou a piekrystalizuje z vhodného rozpoustédla. Timto postupem byly

pripraveny nasledujici produkty:

1-(5-hexylpyrazin-2-yl)ethan-1-on-thiosemikarbazon

Molekulova hmotnost: 279,40 (C13H21NsS)
Vytézek: 34 %

Vzhled: bezbarvé, lesklé krystaly

Teplota tani: 158 — 160 °C (za rozkladu)

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypoéteno: 55,88 7,58 25,07 11,48
Nalezeno: 53,59 7,49 24,16 17,06

Cistota: 99,05 %

IC spektrum (KBr): 1612 (C=N)

'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO): 6 10,40bs, 1H (NH); 9,50d, 1H, J = 1,4 (H-3);
8,47d, 1H, J = 1,4 (H-6); 8,41bs, 1H (NH,); 8,23bs, 1H (NH,); 2,34s, 3H (CH5); 2,76t,
2H,J=7,6,1,71—1,56m, 2H, 1,38 — 1,17m, 6H, 0,83t, 3H, J = 6,9 (hexyl)

B3C-NMR spektrum (75 MHz, DMSO): 6 179,3; 156,6; 147,8; 146,7; 142,4; 142,3;
34,4; 31,2; 28,8; 28,4; 22,2; 14,1; 12,1
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1-pyrazin-2-ylethan-1-on-N,N-dimethylthiosemikarbazon

CHy . GH,
N x> _N N
| N N~ Y CH,
= S
N

Molekulova hmotnost: 223,30 (CgH13N5S)
Vytézek: 44 %

Vzhled: Zlutooranzové krystaly

Teplota tani: 162 — 165 °C (za rozkladu)

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypoéteno: 48,41 5,87 31,36 14,36
Nalezeno: 48,22 5,90 31,54 13,88

Cistota: 98,63 %

IC spektrum (KBr): 1609 (C=N)

'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO): 6 9,80bs, 1H (NH); 9,21d, 1H, J = 1,4 (H-3);
8,63 —8,60m, 1H (H-5); 8,59d, 1H, J = 2,5 (H-6); 2,35s, 3H (CH3); 3,31s, 6H
(N(CHa)2)

1-(5-pentylpyrazin-2-yl)ethan-1-on-N,N-dimethylthiosemikarbazon

3

CH, CH
N NN
N ~
| X N~ \W CH,
= S
N

Molekulova hmotnost: 293,43 (C14H23N5S)
Vytézek: 11 %

Vzhled: zZluté, lesklé krystaly

Teplota tani: 217 — 220 °C (za rozkladu)

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypoéteno: 57,30 7,90 23,87 10,93
Nalezeno: 54,07 7,28 29,60 10,09

Cistota: 98,79 %
IC spektrum (KBr): 1592, 1612 (C=N)
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'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO): ¢ 11,50bs, 1H (NH); 9,02s, 1H (H-3); 8,44s,
1H (H-6); 2,28s, 3H (CH3); 2,96s, 6H (N(CH3),); 2,74t, 2H,J=7,6, 1,76 — 1,57m, 2H,
1,39 -1,17m, 4H, 0,84t, 3H, J = 6,5 (pentyl)

1-(5-hexylpyrazin-2-yl)ethan-1-on-N,N-dimethylthiosemikarbazon
H
3

CH, C
N NN
NS ~N
| X N~ Y CH,
= S
N

Molekulova hmotnost: 307,46

Vytézek: 15 %

Vzhled: zluté, lesklé krystaly

Teplota tani: 206 — 209 °C (za rozkladu)

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypoéteno: 58,60 8,20 22,78 10,43
Nalezeno: 54,65 7,38 28,06 9,67

Cistota: 98,53 %

IC spektrum (KBr): 1592, 1612 (C=N)

'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO): § 11,50bs, 1H, (NH); 9,02d, 1H, J = 1,5 (H-3);
8,44d, 1H, J = 1,5 (H-6); 2,28s, 3H, (CH3); 2,965 6H (N(CHs),); 2,73t, 2H, J = 7,6, 1,75
—1,55m, 2H, 1,36 — 1,16m, 6H, 0,83t, 3H, J = 6,9 (hexyl)

1-fenylethan-1-on-N,N-dimethylthiosemikarbazon

Molekulova hmotnost: 221,32 (C11H15N3S)
Vytézek: 14 %

Vzhled: svétle zluté krystaly

Teplota tani: 243 — 247 °C (za rozkladu)
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Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 59,69 6,83 18,99 14,49
Nalezeno: 55,08 5,90 26,85 13,01

Cistota: 99,04 %

IC spektrum (KBr): 1591, 1609 (C=N)

'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO): ¢ 11,07bs, 1H (NH); 7,75 — 7,67m, 2H (H-2 a
H-6); 7,44 — 7,28m, 3H (H-3, H-4 a H-5); 2,25s, 3H (CHa); 2,94s, 6H (N(CHs),)
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4. DISKUSE

Prvnim ukolem mé rigorézni prace bylo znovu pfipravit nékteré
5-alkylpyrazin-2-karbonitrily a 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethan-1-ony. Tyto slouceniny
sice jiz byly na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv diive piipraveny a
pouzity jako meziprodukty pro syntézu biologicky aktivnich derivati pyrazinu [28, 33],
ale v nekterych ptipadech nebyly ziskany zcela Cisté. Bylo proto nutné jejich pfipravu
zopakovat a doplnit chybéjici charakteristiky.

Piiprava 5-isopropylpyrazin-2-karbonitrilu, 5-pentylpyrazin-2-karbonitrilu
a 5-hexylpyrazin-2-karbonitrilu probihala bez problémii diive vypracovanym postupem
[19], avSak pti piipravé 5-heptylpyrazin-2-karbonitrilu jsem narazila na problémy
zpusobené Spatnou rozpustnosti oktanové kyseliny ve vodé. Nezreagovanad kyselina
byla promiSena s olejovitym produktem, pti alkalizaci reakéni smési nebyla pfevedena
na sodnou sul a zneciStovala etherovy extrakt. Zbytky nezreagované kyseliny pak
nebylo mozné dokonale odstranit ani pii sloupcové chromatografii, ani pti destilaci,
takze etherovy vytfepek musel byt pred dal$im cisténim zbaven zbytkl kyseliny
oktanové protfepanim s roztokem uhli¢itanu sodného. Protoze alkylované
pyrazin-2-karbonitrily maji vysoké teploty varu a obtizn¢ se destiluji, pokusila jsem se
produkt pfedestilovat s vodni parou. Tento zpiisob se vSak ukéazal jako nevhodny,
protoze pii ném doslo hydrolyze produktu. V dalsi fazi prace jsem provedla alkylaci ve
smési voda + acetonitril. Pfedpokladala jsem, Ze upravou reakénich podminek by mohl
byt problém se Spatnou rozpustnosti kyseliny oktanové piekondn a mohlo by byt
dosazeno vysSiho vytézku. Prakticky se vSak ukdzalo, Ze piidavek acetonitrilu do
reak¢niho prosttedi nemél na pribéh reakce a konecny vytézek zadny vliv.

Ziskané 5-alkylpyrazin-2-karbonitrily pak byly podrobeny Grignardové reakci za
vzniku odpovidajicich 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethan-1-oni. V této ¢asti prace se
nevyskytly Zadné zavazné problémy.

Vzhledem k tomu, ze 5-alkylpyrazin-2-karbonitrily a 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethan-
l-ony jsou vétSinou viskozni kapaliny nebo nizko tajici pevné latky, nebylo mozné
provést u nich elementarni analyzu. Misto toho byla zmétena EIMS (Electron Impact
Mass Spectrometry) spektra. Skutec¢nost, Ze hodnota molekulového iontu M vychazi ve
vetsing pripadi o jednotku vyssi nez vypocitand molekulova hmotnost je dana pouzitou
metodikou (iontovd past svnitfni ionizaci) a lze ji vysvétlit zakiivenim

elektromagnetického pole. IC i NMR spektra ve vsech piipadech potvrzuji
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predpokladanou strukturu. Cistota ptipravenych produktii byla ovéfena pomoci HPLC a
je vyhovujici (> 90 %). Vzorek 1-(5-pentylpyrazin-2-yl)ethan-1-onu obsahoval pouze
67,67 % pozadovaného produktu, coz je patrné¢ zplsobeno nedokonalym
oddestilovanim balastnich latek. Lze predpokladat, ze redestilaci produkt by se Cistota
vyrazné zvysila. Piiprava alkylovanych pyrazin-2-karbonitrili byla jiz publikovana
formou plakatového sdéleni — ptiloha €. 1 [164].

Kondenzaci 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethan-1-ont s thiosemikarbazidem a N,N-
dimethylthiosemikarbazidem jsem rovnéz provadéla diive vyzkouSenym postupem
[32-34]. Ziskané produkty jsem Cistila krystalizaci z bezvodého ethanolu. Vytézky
produktti jsou uvedeny po prvni krystalizaci. Vysledky elementarni analyzy nebyly
vyhovujici ani pfi opakované krystalizaci z ethanolu. Proto jsem kazdy produkt
ptekrystalizovala z acetonu a na zavér jesté jednou z bezvodého ethanolu. Ani potom
vSak vysledky CHNS analyzy nebyly v souladu s vypoétenymi hodnotami, a to ani
v piipadé, ze byl vzorek spalovan s piidavkem katalyzatoru (V,0s). Jelikoz nebylo
mozné vyloucit, ze chybné vysledky nebyly zplsobeny vadou pfistroje, byla Cistota
ptipravenych slou¢enin ovéfena pomoci HPLC a bylo zji$téno, ze vzorky jsou velmi
Cisté (98,53 az 99,05 %).

V infradervenych  spektrech  pfipravenych  thiosemikarbazoni a  N,N-
dimethylthiosemi-karbazonti chybi absorbéni pasy v oblasti 2600-2550 cm™, které
odpovidaji SH skupinam [165]. Na zakladé toho lze soudit, Ze ziskané slouceniny
existuji v pevném stavu (KBr) v thioxo-formé. Vibrace charakteristicka pro C=S
skupinu se u thiosemikarbazonti popsanych v literatute [65, 152, 160, 165, 166] nachazi
v oblasti 1410 cm™ az 1190 cm™. V této oblasti je u sloucenin popsanych v této praci
vétsi poCet absorpénich past, takze je obtizné jednoznaéné rozhodnout, ktery z nich
odpovida thioxo skupiné. Zajimava je skutecnost, Ze absorpéni pas odpovidajici C=N
vazbé se u dfive pfipravenych thiosemikarbazonii s odpovidajicim alkylem na
pyrazinovém jadie [32-34] a u 1-(5-hexylpyrazin-2-yl)ethan-1-on-thiosemikarbazonu
nachazi kolem 1610 cm™, aviak u N,N-dimethylthiosemikarbazonii (s vyjimkou
1-pyrazin-2-ylethan-1-on-N,N-dimethylthiosemikarbazonu) je tato vibrace posunuta do
oblasti kolem 1590 cm™ a piipadn& doprovézena méné vyraznym signalem pfi 1609-
1612 cm™. Tento posun a rozstépeni pasu mohou byt zptisobeny vlivem methylovych
skupin na koncovém dusiku nebo pfitomnosti obou moznych izomeru (E, Z) ve vzorku.
Pokud by vzorek byl smési obou izomérl, byly by v NMR spektru pozorovany
zdvojené signaly. Podle literatury [165, 167] se signal odpovidajici NH protonu

38



hydrazonové skupiny nachazi u Z-izoméru v oblasti 6 14,45 — 15,05 ppm, zatimco pro
E-izomér v oblasti 6 9,59 — 12,90 ppm. U sloucenin popsanych v mé rigordzni praci je
signal tohoto protonu v rozmezi 6 9,80 — 11,50 ppm. Pfipravené slouceniny jsou tedy
E-izoméry. 3C-NMR spektra N,N-dimethylthiosemikarbazoni bohuzel nebyla
interpretovatelna, protoze pro jejich zaznamendni je potieba pomérné vysoka
koncentrace slouceniny a velmi dlouhd doba, béhem které dochazelo k postupnému
vyluCovani latky z DMSO.

Ptipravené thisemikarbazony jsou testovany jako potencialni antimykotika,
antituberkulotika a antineoplastika. U thiosemikarbazont pfipravenych v rigordzni praci
M. Svandové [32], v moji diplomové praci [33] a u 1-(5-hexylpyrazin-2-yl)ethan-1-on-
thiosemikarbazonu popsaného v kapitole 3.3.1 bylo jiz biologické hodnoceni provedeno
a vysledky byly publikovany formou posteru — ptiloha 2 [168]. U N,N-
dimethylthiosemikarbazonti popsanych v rigorézni praci L. Al-Hallak [34] a v této
rigordézni praci biologické hodnoceni pravé probiha a po jeho dokonceni budou

vysledky publikovany.
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5. ZAVER
Ve své rigor6zni praci jsem piipravila tyto 5-alkylpyrazin-2-karbonitrily:

e 5-isopropylpyrazin-2-karbonitril

e 5-pentylpyrazin-2-karbonitril

e 5-hexylpyrazin-2-karbonitril

e 5-heptylpyrazin-2-karbonitril
Grignardovou reakci pak byly ziskdny nasledujici acetylpyraziny:

e 1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)ethan-1-on

e 1-(5-pentylpyrazin-2-yl)ethan-1-on

e 1-(5-hexylpyrazin-2-yl)ethan-1-on

e 1-(5-heptylpyrazin-2-yl)ethan-1-on
Kondenzaci acetylpyrazini s thiosemikarbazidem a N,N-dimethylthiosemikarbazidem
byly ptfipraveny tyto findlni produkty:

e 1-(5-hexylpyrazin-2-yl)ethan-1-on-thiosemikarbazon

e 1-pyrazin-2-ylethan-1-on-N,N-dimethylthiosemikarbazon

o 1-(5-pentylpyrazin-2-yl)ethan-1-on-N,N-dimethylthiosemikarbazon

e 1-(5-hexylpyrazin-2-yl)ethan-1-on-N,N-dimethylthiosemikarbazon
1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)ethan-1-on-N,N-dimethylthiosemikarbazon byl jiz diive
popsan v diplomové praci L. Al-Hallak [34] a 1-(5-heptylpyrazin-2-yl)ethan-1-on-N,N-
dimethylthiosemikarbazon =~ nebyl = zatim  syntetizovan,  protoZze  vychozi
1-(5-heptylpyrazin-2-yl)ethan-1-on se podafilo ptipravit jen v malém mnozstvi.
Kondenzaci N,N-dimethyl thiosemikarbazidu s acetofenonem byl na zavér pfipraven:

e 1-fenylethan-1-on-N,N-dimethylthiosemikarbazon

Vysledky dosazené v mé rigordzni praci byly jiz ¢asteéné publikovany [164,168]
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Substituované pyrazin-2-karbonitrily slouzi jako meziproduk-
ty pro pripravu riiznych derivati pyrazinu®. Z nejvyznamn&jsich
Ize jmenovat substituované pyrazinkarboxylové kyseliny, pyra-
zinkarboxamidy, pyrazinkarbothioamidy, pyrazinaldoximy,
pyrazinamidrazony***®78°  Sato® studoval homolytickou
acylaci substituovanych pyrazinkarbonitrild.

Biokatalyticka pFemé&na pyrazin-2-karbonitrilu na pyrazina-
mid™ &i pyrazinkarboxylovou kyselinu'? byla pozorovana u mik-
roorganismu Rhodococcus rhodococcus J1. Ze stejné¢ho substratu
lze za pouziti Agrobacterium sp. DSM 6336 ziskat
5-hydroxypyrazin-2-karboxylovou kyselinu®® jako dalsi velmi
vyhodnou vychozi latku pro pfipravu antituberkuloticky aktiv-
nich latek.

Pyrazinkarbonitrily s postrannim dusikatym fetézcem
nebo substituované pyrazin-2,3-dikarbonitrily®® Ize vyuzit pro
syntézu derivati pteridinu. Tyto slouceniny jsou testovany jako
potencidlni pesticidy'®. Slougeniny odvozené od pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu?® jako napt. chalkonové analoga?!, azaftalocyani-
ny?>%, latky obsahujici spiropyranovou skupinu®* jsou velmi
intenzivné studovany jako barviva.

SCA40 (6-brom-8-methylaminoimidazol[1,2-a]
pyrazin-2-karbonitril je pfednostné pouzivan jako inhibitor PDE
3, vykazuje inhibiéni aktivitu rovnéz viici PDE 4 a 5. Uginek této
latky testovany na lidském bronchu je srovnatelny s theofylinem
(BmM)®,

14,15,16.17

V ramei studia derivatl pyrazinu jiz byla na Katedie farma-
ceutické chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty UK pfi-
pravena jedna série 5-alkylpyrazin-2-karbonitrili?®. Produkty by-
ly charakterizovany a pouzity pro piipravu odpovidajicich
5-alkyl-2-acetylpyrazini. Tyto latky byly testovany jako potenci-
alni antiflogistika.

V soucasné dobé¢ byla tato série rozsifena o fadu novych deri-
vatt.

mechanismus homolytické alkylace®

2 . 2 - 2

5,0, + Ag — > SO, + S0, + Ag
. p 2+

so, + Ag —> S0 + Ag

RCOOM + Ag” — =

RCO + CO, + Ag

priprava nové fady 5-alkylpyrazin-2-karbonitrili

| EXPERIMENTALNI CAST |

1. Piiprava alkylovanych pyrazin-2-karbonitrilit
Pyrazin-2-karbonitril (1, 0,1 mol) byl rozpustén ve vodé (300 ml)
zahfaté na 80 °C. K tomuto roztoku byl pfidan dusi¢nan stiibrny
(0,01 mol) a piislusna kyselina (0,1 mol). Potom byl za michani
ptikapan roztok peroxodisiranu amonného (0,11 mol) ve vodé (75
ml). Reakéni smés byla michana pfi teploté 75 - 80 °C po dobu
jedné hodiny. Po vychladnuti byla zalkalizovana 10% roztokem
hydroxidu sodného na pH 9 - 10 a kontinualné extrahovana ethe-
rem. Etherovy vytiepek byl vysusen bezvodym siranem sodnym.

Reakcni schéma
N, CN
| X
P
R N
2

AgNOy, (NH,),S,0q,
[Nj/CN H,O (ev. + acetonitril)
N/ 75 -80 °C, 1 hod
1

2. Izolace 7 reakéni smési
sloupcova chromatografie

« vakuova destilace

3. Identifikace produktii

. teplota varu

. IC, NMR, MS analyza

[ VYSLEDKY A DISKUSE |

V navaznosti na predchozi praci® byla homolytickou alkylaci
piipravena nova fada 5-alkylpyrazin-2-karbonitrila (2a-g, tab.).
Jako zdroj alkylovych radikala byly pouzity tyto kyseliny: iso-
maselna, hexanova, heptanova, nonanova, oktanova, dekanova a fe-
nylmaselna.

Prodluzujici se fetézec kyseliny zptisoboval problematické roz-
pousténi ve vodg, projevil se rovnéz snizenim vytézku u jednotli-
vych reakei. 5-nonylpyrazin-2-karbonitril (2f) se podafilo pFipravit
pouze v acetonitrilu, u 5-heptylpyrazin-2-karbonitrilu (2d) byla re-
akce provedena jednou ve vodé a jednou ve smési voda + acetonit-
ril (1:1), rozpoustédlo na vytézek ovsem vliv nemélo.

Vsechny produkty byly identifikovany uvedenymi metodami.
Tab. Alkylované pyrazin-2-karbonitrily

Litka R Vytezek (%) TV

2a  CH(CHy), 63 100-102 °C/1,60 kPa
2 n-CsHy 56 118-125 °C/1,33 kPa
2 n-CeHys 44 125-127 °C/1,33 kPa
2d  n-CHis 30 135-140 °C/1,33 kPa
2 n-CgHy 12 115-120 °C/1,06 kPa
2f  n-CoHyo 17 127-130 °C/1,06 kPa
29 CHyCeHs 54 91-93 °C/0,4 kPa

Ziskané latky 2a-g slouzi na nasem pracovidti jako syntetické
meziprodukty pro pfipravu alkylovanych acetylpyrazini (reakce A
Ve schematu).

Acetylpyraziny slouzi jako vychozi latka pro kondenzaci s thi-
osemikarbazidem (reakce B), s aromatickymi aldehydy (reakce C)
¢i s rthodaninem (reakce D) za ugelem ziskani thiosemikarbazoni,
derivatii chalkonu, resp. derivatii rhodaninu. Derivaty chalkonu
poskytuji dale adukty s thioly (reakce E).

Uvedené produkty jsou testovany jako potencialni antifungalni
a  antimykobakterialni latky, pyrazinové analogy chalkonu
(1-pyrazin-2-yl-3-fenylprop-2-en-1-ony) téz jako inhibitory sraZe-
ni krevnich desticek.
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Reakéni schéma vychazejici z 5-alkylpyrazin-2-karbonitrilii
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Thiosemi are relatively toxic In spite of their toxicity, some of them have been used as chemotherapeutic agents for

life-threatening infections. was ir inthe

is of smallpox [1] and thioacetazone is still being used as an anti-
tuberculous drug [2]. Presently, thiosemicarbazones and their complexes with transition metals have been studied as potential antiviral, anti-

bacterial, antifungal, and ic agents. Their and ic effects were reported
as well [3].
Thiosemi 1-10 derived from were prepared in our laboratory within the research focused on biologically active

derivatives of pyrazine. Acetophenone thiosemicarbazone 11 was prepared for comparison. Log K of the compound were determined by
means of RP-HPLC and compared with log P values calculated using commercial software. The compounds were tested for various biologi-
cal activities. The results of these studies are reported here.

CHj T CHs

RS N . N NH, . N NH,

N N/ N/

= S S
R N R?

1-10 11
CHEMISTRY

Starting 1-pyrazin-2-ylethan-1-one and 1-(5 2-yl)ethan-1-ones were prepared by the Grignard reaction from the corresponding
p [4,5]. 5 bonitrile was prepared by the homolytic acetylation of pyrazine-2-carbonitrile [6].
The same procedure was then applied to 5-tert i bonitrile to yield yl-5 bonitrile.

Dpfgnoe_da method was used to determine the relative positions of the substituents on the pyrazine ring [7]. Acetophenone (REACHIM)
was used for the preparation of thiosemicarbazone 11. The title compounds were obtained by the condensation of the corresponding aryl
methyl Ketones with thiosemicarbazide (LACHEMAY) in methanol with a few drops of acetic acid [8]. The products was then washed with
water and crystallized from a suitable solvent. Analytical samples were dried over anhydrous phosphorus pentoxide under reduced pressure
at room temperature. Melting points were determined on a Boétius apparatus and are uncorrected. The purity of the products was determined
by RP-HPLC, and their identity corroborated by spectral data. Infrared spectra were recorded in KBr pellets on a Nicolet Impact 400 IR
spectrophotometer. *H and *C NMR spectra were recorded for DMSO-d; solutions at ambient temperature on a Varian Mercury-Vx BB 300
spectrometer operating at 300 MHz for 'H and 75 MHz for 1*C. Some characteristics are given in Table 1. In H NMR spectra, signals of NH
protons were in the range ¢ 10.22-10.71 ppm. This is indicative of E-configuration on the C=N double bond since Z-isomers have NH sig-
nals more downfield (3 ~ 15 ppm) [9]. Regarding the possible thioxo-thiol tautomerism, the absence of SH absorption bands at 2600-2550
cm*in the IR spectra shows that the described thiosemicarbazones 1-11 exist in the C=S tautomeric form in the solid state (KBr pellets).

LogP

oo owow W NS R e W G gar
1 H H H B EPET () 969 0437 0352061 -0%9 037975
2 tebuyl H H o 228 ((1:65,3) 9805 10224 134+061 114 220575
3 isbuyl  H H 64 ZE) Sy oMM 09786 Ls2z061 085 2375
4 butyl H H g 20208 (éezlé) 9748 10430 1702061 104 246575
5 propyl H H 72 AREN SN 96 0722 LiTs06l 062 19375
6  isopropyl H H s 23 ((1:6:0,3) 9901 06217 099+061 060 108675
7 pentyl H H 64 gﬁaﬁ? (éﬁ,_l,ﬁ) 0890 13562 2244061 146 299475
8 hexyl H H 6 Lol ((1:633) 9905 17182 277%061 187 352375
9 oN H H [ ((1:5_5’,3) 9592 03063 -0.01£0.63 -053 00188925
10 H CN tetbuyl 75 iffaﬁ’ é"_},ﬁ) 9689 12999 1234064 160 184489
1 - - - 65 Lomm (G 895 056 Lus0ss 125 2400

“all compounds melted under decomposition; "ref. [8]: 225-226 °C; “ref. [10]: 118-120 °C
RP-HPLC AND LIPOPHILICITY CALCULATIONS

The HPLC separation module Waters Alliance 2695 XE, Waters Photodiode Array Detector 2996 and the chromatographic column Symme-
try® Cys 5 um, 4.6x250 mm, Part No. WAT054275, (Waters Corp., Milford, MA, U.S.A.) were used. Methanol + water 50 : 50 (v/v) was
used as a mobile phase. The total flow of the column was 0.9 mi/min, injection 30 yl, column temperature 22 °C, sample temperature 10 °C.
The detection was performed at 210 nm. The KI methanolic solution was used for the dead time (Ty) determination. The HPLC separation
process was monitored by Millennium32® Chromatography Manager Software, Waters 2004 (Waters Corp., Milford, MA, U.S.A.). Reten-
tion times (T¢) were recorded, and capacity factors (K = Te-To/To) their logarims (Log K) were calculated

ACDILog P, ver. 1.0 (Advanced Chemistry Development Inc., Toronto, Can- “
ada) and ChemOffice Ultra, ver. 7.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, .
U.S.A.) were used to calculate hydrophobic parameters (Log P and CLog P)
of the studied compounds. Log P is the logarithm of the partition coefficient
for n-octanol/water. CLog P is the logarithm of n-octanol/water partition coef-

ficient based on established chemical interactions. The results are shown in

Table 1 and Figure 1. Experimentally determined Log K values correlate best

with Log P values calculated by ChemOffice Ultra software. e

is defined as the concentration effecting 80% inhibition of fungal growth compared to control. Ketoconazole (batch no. E 3401, Janssen-
Phamaceutica) was used as a reference antifungal drug. The results are given in Table 2. 1-(5-Alkylpyrazin-2-yl)ethan-1-ones 2-8 were ef-
fective (MIC = 1-10 umol.I*) or at least moderately effective (MIC = > 10-100 umol.I%) against all tested strains. Non-substituted 1-
pyrazin-2-yl)ethan-1-one 1 was less potent, whilst the thiosemicarbazones 9 and 10 bearing the cyano group on the pyrazine ring and aceto-
phenone-thiosemicarbazone 11 were practically ineffective. The best antifungal properties were exhibited by the most lipophilic derivatives

ds was to that of

7 and 8. In some cases, the activity of these two

CA cT cK B AF AC ™
TSC 24h 24h 24h 24n 24h 24h 72h
48h 48h 48h 4gh 48h 48h 48h 120h
A 625 250 625 3125 625 125 125 3125
625 500 125 625 125 125 250 3125
7 1563 625 1563 1563 3125 3125 3125 1563
1563 625 3125 625 3125 625 3125 1563
a 1563 625 3125 1563 3125 625 625 1563
3125 625 3125 625 3125 625 625 1563
a 1563 625 3125 3125 3125 3125 3125 1563
1563 625 3125 3125 3125 625 3125 1563
5 3125 625 3125 1563 3125 625 625 1563
3125 625 3125 3125 3125 625 625 1563
5 781 7.81 3125 781 3125 1563 625 3125
1563 1563 625 1563 3125 625 125 3125
7 391 391 7.81 391 781 1563 1563 781
391 301 1563 391 781 3125 1563 781
8 195 195 391 195 391 391 391 391
391 301 781 301 391 7.81 7.81 391
. 125 >250 250 125 250 >250 >250 625
125 >250 250 250 250 >250 >250 625
- 625 >250 250 250 125 250 >250 125
125 >250 >250 >250 >250 >250 >250 125
" >500 >500 625 250 500 >500 >500 250
>500 >500 500 >500 >500 >500 >500 250
0,061 195 195 049 0061 781 1563 049
ketoconazole 12, 391 391 195 0122 781 31.25 195

ANTI-MYCOBACTERIAL ACTIVITY
Primary screening of all compounds was conducted at 6.25 g . mi™* (or molar equivalent of highest molecular weight compound in a series
of congeners) against Mycobacterium tuberculosis HyRv (ATCC 27294) in the BACTEC 12B medium using a broth microdilution assay
(Microplate Alamar Blue Assay, MABA) [12]. Compounds exhibiting fluorescence were tested in the BACTEC 460 radiometric system
[12). The compounds displaying at least 90% inhibition in the primary screen were re-evaluated at lower concentrations against
M. tuberculosis H;Rv to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) using MABA. The MIC is defined as the lowest concen-
tration effecting the 90% reduction in fluorescence relative to controls. For the results see Table 3.

ANTI-PROLIFERATIVE ACTIVITY
‘The effect of the studied compounds on cellular
MTT [1-(45-di iazol-2-yl)-2,5-i
used as positive controls can be found in ref. [13, 14]. The results (Table 3) show that the more hydrophobic analogues (2, 3, 4, 7 and 8)

of the human

cell line SK-N-MC were determined using the

assay. The details of the assay and the structures of the iron chelators that were

displayed highest anti-tumor effects.

Anti-proliferative acti

Inhibition of M. tuberculosis Hz;Rv in SK-N-MC
TsC neuroepithelioma cell line
% at 6.25 ug. ml™ MIC (ug. mI™) IC (umol . 1)
1 non determined non determined >6.25
2 95 6.25 0.18=0.01
3 96 6.25 0.59+0.13
4 98 0.39 0.26+0.11
5 95 625 2.08 = 1.40
6 non determined non determined 2.90£0.93
7 non determined non determined 0.5240.22
8 non determined non determined 0.18=0.09
9 36 non determined >6.25
10 18 non determined >6.25
1 non determined non determined >6.25
pyrazinamide 100 non determined non determined
rifampicin non determined 0.015-0.030 non determined
triapine non determined non determined 0.39£0.01
desferrioxamine non determined non determined 597+0.22
311 non determined non determined 0.58£0.02
Dp44mT non determined non determined 0.01+0.01
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ANTI-FUNGAL ACTIVITY
Anti-fungal susceptibility of all compounds was evaluated by the microdilution broth method [11] against Candida albicans ATCC 44859
(CA), Candida tropicalis 156 (CT), Candida krusei E 28 (CK), Candida glabrata 20/1 (CG), Trichosporon beigelii 1188 (TB), Aspergillus
fumigatus 231 (AF), Absidia corymbifera 272 (AC) and Trichophyton mentagrophytes 45 (TM). Minimum inhibitory concentration (MIC)
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