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1. Uvod a cil diplomové prace

Cilem této prace byla ptiprava série pyrazinovych analogi chalkoni
s methoxylovou skupinou v poloze 4 na kruhu B a riznymi alkylovymi fetézci na kruhu
A. Prace navazuje na predchozi série pyrazinovych analogl chalkonti pfipravenych na
této katedre.

V teoretické Casti se prace zabyva vlivem chalkond a jim pfibuznych sloucenin na
kardiovaskularni systém. V piirod¢ se vyskytujici chalkony charakterizuje pritomnost
hydroxylovych a methoxylovych skupin. Slouceniny s témito substituenty jsou schopny
ovlivitovat propustnost cév, agregaci krevnich desti¢ek, vazodilataci i zilni tonus. Proto
byly syntetizovany pyrazinové analogy derivati chalkonti s methoxyskupinou na

fenylovém zbytku.



2. Teoreticka c¢ast

2.1 Chalkony

Chalkony jsou slouceniny, které se bézné nachazeji v piirodé. Jsou povazovany
zaprekurzory vsech flavonoidnich sloudenin'. Z chemického hlediska se jedna
0 1,3-diarylprop-2-en-1-ony (1). Skladaji se tedy ze dvou aromatickych jader, ktera jsou
spojena tfiuhlikatym o,B-nenasycenym ftetézcem nesoucim karbonylové uskupeni.
Chalkony vyskytujici se Vv pfirodé mohou byt rizné substituovany na obou
aromatickych kruzich, nejCastéji nesou hydroxylové a methoxylové skupiny.
Jednoducha vazba mezi uhlikem karbonylu a o—uhlikem umoziuje vyskyt dvou

izomernich forem: s-Cis a s-trans, pfi¢emz termodynamicky stabilnéjsi je s-cis-izomer.

Co se tyce izomerie dvojné vazby, chalkony se vyskytuji nejCastéji jako E-izomery.

Chalkony vykazuji  Siroké spektrum  biologickych vlastnosti. K jejich
farmakologickym  ucinkim  patii  antioxidac¢ni,  baktericidni,  antifungalni,
Nekteré z nich jiz nasly své uplatnéni v praxi. Hesperidinmethylchalkon se jako soucast
ptipravku Cyklo 3 Fort pouziva v 1é€beé chronické zilni nedostate¢nosti dolnich
konéetin®. Jako inhibitor fosfodiesterasy III je vyuZivan isolikviritigenin a jako

choleretikum a diuretikum pak metochalkon®.

2.2 Hemostaza a agregace desticek

Proces hemostdzy se sklada ze tii fazi: vaskularni, destickové a koagula¢ni. V prvni
fazi dochazi po poranéni tkéni ke kontaktu organel z poSkozenych bunék s krvi.
Nasleduje vyplaveni tkafiového tromboplastinu (tkanového faktoru) a adenosindifosfatu
(ADP). Zaroven dojde k vazokonstrikci, a tim snizeni pratoku krve poskozenou oblasti.

Druhou féazi charakterizuje agregace trombocytl a jejich adheze k endotelidlnimu



povrchu. Pfiddva se dalsi vyplaveni adenosindifosfatu, produkce endoperoxidi,
tromboxanu A, (TXA;) a trombinu. V posledni fazi jsou aktivovany koagulaé¢ni faktory.
Existuji dvé cesty aktivace téchto faktort: vnitini (intrinsic) a vnéjsi (extrinsic). Oba
systémy sestavaji z mnozstvi vzadjemné spojenych proteasovych reakci, které preménuji
neaktivni proenzymy na aktivni formy. Ve vnitinim systému jsou aktivovany faktory
XI, XII a kininy tzv. kontaktni aktivaci, kontaktem krve s organelami poskozenych
bunék a s matrix cévni stény. Tkanovy tromboplastin aktivuje vnéjsi cestu, a tim 1 faktor
VII za piispéni vitaminu K. Nedilnou soucast aktivacni kaskady tvoii praveé vitamin
K a véapenaté ionty, bez kterych by aktivace faktorti VII, IX, X, protrombinu a proteinu
C nebyla mozna. Vnitini a vnéj$i cesta se spojuji v jednu spole¢nou, v niz dochazi
k aktivaci faktoru X, k pfemén¢ protrombinu na trombin, a tim konverzi fibrinogenu na
nerozpustny fibrin®.

Uloha krevnich desti¢ek pii hemostaze je mnohostranna. Jsou nepostradatelné pro
normalni funkci cévni stény, ucastni se procesu plazmatické koagulace a hraji klicovou
roli v primarni hemostaze. Trombocyty maji diskovity tvar a jejich buné¢na membrana
je nositelem zakladnich hemostatickych funkci desti¢ek — adheze, aktivace, agregace
a prokoagulacni schopnosti. Pfedpokladem prvnich tii funkei je pfitomnost specifickych
glykoproteini zakotvenych v membrané — receptort. V plazmé trombocytll se nachazi
specifické skladovaci granule, jednak tzv. velmi hutné granule obsahujici pfedevsim
ADP, jednak a-granule sobsahem von Willebrandova faktoru, fibrinogenu,
trombospondinu a dalsich ¢initeltl podilejicich se na hemostaze. Interakci aktivatort
s povrchovymi receptory dojde k nastartovani fetézce metabolickych dé&ji, které vedou
aZ k uvolnéni ADP a syntéze tromboxanu A, (TXA;), hlavnich mediatori agregace.
K témto d€jum patii metabolizmus polyfosfoinozitidd, uvolfiovani vdzaného vapniku
a metabolizmus kyseliny arachidonové. Tyto déje moduluji cAMP a cGMP. Pti
poranéni cévni stény trombocyty adheruji na odkryté subendotelové struktury,
predevsim kolagen a von Willebrandtv faktor. Interakce trombocyti se subendoteliem
aktivuje krevni desti¢ky s naslednym uvolnénim ADP a syntézou tromboxanu A,. Ty
pak vyvolavaji agregaci okolnich trombocytl. Adhezi a agregaci krevnich desti¢ek
vznika tzv. primarni hemostaticka zatka®.

Agregace desticek a tvorba trombl v arteridlni krvi pfispiva ke vzniku
aterosklerotickych plati a mize zplsobit vznik koronarni okluze a infarktu myokardu.
Latky, které agregaci inhibuji, se proto podéavaji jako specifickd profylaxe arterialni

trombozy a hraji diileZitou roli v sekundérni prevenci infarktu myokardu?.



2.2.1 Antiagregacné piisobici chalkony

Nekteré z 1éCiv, kterd se pouzivaji jako antiagregancia, inhibuji cyklooxygenasu,
¢imz blokuji tvorbu agregacné pisobiciho tromboxanu Aj,. Timto mechanismem se
predpoklada, ze plsobi proti agregaci trombocytd isolikviritigenin (2), broussochalkon
A (3) a synteticky pfipraveny butein (4) a jeho analogy. V testech in vitro na humannich
trombocytech vykazoval isolikviritigenin (2) aktivitu srovnatelnou s kyselinou
acetylsalicylovou. Inhiboval agregaci vyvolanou ADP a kolagenem®. Jiné prameny
uvadsji dobré vysledky i u agregace zpisobené trombinem’. Podstatou jeho Ginku je
pravdépodobné jednak inhibice cyklooxygenasy, jednak snizeni aktivity lipoxygenasy
a peroxidasy v trombocytech.

Antiagregacni aktivita broussochalkonu A (3) byla pozorovana v testech s krali¢imi
trombocyty  agregovanymi  pomoci  kyseliny arachidonové a  kolagenu.
Broussochalkon A (3), izolovany z Broussonetia papyrifera, snizoval také adrenalinem
navozenou agregaci desti¢ek v plazmé. Jeho aktivita je pfi¢itana schopnosti inhibovat

cyklooxygenasu a snizit tvorbu tromboxanu.
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Dalsi studie® se zabyvala antiagrega¢nimi U¢inky buteinu (4) a jeho analogg.
VSechny slou€eniny inhibovaly agregaci kréli¢ich trombocytl vyvolanou kyselinou
arachidonovou a né¢které i1 agregaci navozenou kolagenem. Vliv sloucenin na sraZeni
lidské plazmy bohaté na desticky, které bylo indukovéno adrenalinem, zavisel na

koncentraci. Butein (4) a chalkon 5 byly G&inné jiZ pfi niz§ich koncentracich®.
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Byly studovany také synteticky pfipravené derivaty 1-(2-hydroxyfenyl)-
3-fenylprop-2-en-1-onu. Nejvyssi antiagregacni aktivitu vykazovaly slouceniny 6 a 7,
druhd zminéna pak ptedcila aktivitu pozitivni kontroly (kyselina acetylsalicylova

a isolikviritigenin).
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Isobavachalkon (8), izolovany ze semen Psoralea corylifolia, inhiboval nejvyraznéji
agregaci krali¢ich desti¢ek navozenou pomoci kyseliny arachidonové, zatimco v testech

s kolagenem a desticky aktivujicim faktorem vykazoval G¢innost mensi’.
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Ve studii zroku 2004 Ko et al. zkoumali vliv struktury slou¢enin na jejich
antiagregacni aktivitu. Zjistili, Ze pokud je benzenovy kruh B nahrazen thienylovym
zbytkem, zvysi se inhibi¢ni efekt na agregaci navozenou kyselinou arachidonovou.
O-methylace v polohach C3 a C4 a demethylace v poloze C2° naopak uéinnost
sloucenin nezvysi. Ze studie vyplyva, ze slouceniny 9, 10 a 11 jsou nadéjnymi
inhibitory agregace trombocytli vyvolané kyselinou arachidonovou. Uéinek lze
pravdépodobné vysvétlit snizenim aktivity cyklooxygenasy a produkce tromboxanu c¢i
inhibici tromboxansynthasy. Slou¢eniny 11, 12 a 13 inhibovaly agregaci indukovanou
antagonizovat vapnik nebo inhibovat intracelularni mobilizaci vapniku. Slou¢eniny 10
a 11 vykazuji inhibi¢ni efekt na produkci oxidu dusnatého a na indukovatelnou expresi

proteinu NO-synthasy. Zarovei sloucenina 11 inhibuje i aktivitu cyklooxygenasy-2°.
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Z hexanové frakce extraktu z kofeni Lonchocarpus sericeus byly izolovany
chalkony lonchokarpin (14) a derricin (15). Testy ukazaly, Ze tyto dvé latky vyznamné
inhibovaly agregaci trombocytd v lidské plazmé vyvolanou ADP, Kkyselinou
arachidonovou, trombinem, kolagenem a adrenalinem. Pfidani lonchokarpinu nebo
derricinu Kk pentoxifylinu zptisobilo potenciaci inhibice agregace oproti testim
s lonchokarpinem ¢i derricinem samotnym. Pfedpoklada se, Ze tyto slouc¢eniny inhibuji
fosfodiesterasu nebo zvysuji intracelularni hladiny cyklického adenosinmonofosfatu

a cyklického guanosinmonofosfatu &i inhibuji tvorbu tromboxanu™.
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Slouceniny 16 — 19, které byly pfipraveny na Katedfe farmaceutické chemie
akontroly 1é¢iv Faf UK, inhibovaly agregaci desticek navozenou Kkyselinou
arachidonovou v zavislosti na davce. Slou¢enina 16, s methoxyskupinou v poloze 3
a hydroxylem v poloze 4 benzenového kruhu, vykazovala nejvyssi aktivitu z téchto
latek a dokonce svym uc¢inkem predcila kyselinu acetylsalicylovou, kterd byla pouzita
jako pozitivni kontrola. Mezi derivaty s jednou hydroxyskupinou byl nejucinnéjsi

2-hydroxyderivat (17), zatimco G&innost ostatnich latek byla p¥iblizng stejna'?.

16: R = 3-OCHg3, 4-OH

17: R =2-OH
18: R =3-OH
19: R =4-OH

Na katedfe vznikla také série pyrazinovych analogii chalkonti s hydroxylovou
skupinou v poloze 3 benzenového kruhu a riznymi alkyly v poloze 5 pyrazinu. Ze
slou¢enin 20 — 25 pusobil nejuc¢innéji na agregaci desticek navozenou Kkyselinou
arachidonovou derivat 24 — s isobutylovym fetézcem. Naopak nejniz$i ucinek vyvolala
latka 23 — sbutylovym fetézcem. Aktivita téchto slouenin muze byt vysvétlena

inhibi¢nim efektem na cyclooxygenasu a thromboxansynthasulz.

N\ = OH
|

R N
20:R=H
21: R = propyl
22: R = isopropyl
23: R = butyl
24: R = isobutyl

25: R = terc-butyl
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2.3 Chronicka Zzilni nedostatecnost a varixy

Chronicka zilni nedostate¢nost dolnich koncetin je charakterizovdna symptomy,
které¢ vznikaji v disledku vendzni hypertenze a naslednych strukturdlnich a funkcnich
abnormalit zil. Nejcastéji se projevuje bolesti, pocitem tézkych nohou, kieCemi,
sv&dénim, otoky, prominenci povrchovych Zil a zmé&nami v trofice kize?.

Varikdzni zily jsou dilatované, klikaté povrchové zily vznikajici v dasledku poruchy
struktury a funkce chlopni venae saphenae, ochablosti Zzilni stény nebo vysokého
intraluminalniho tlaku. Varixy mohou byt rozdéleny na primarni a sekundarni. Primarni
maji svij pavod v povrchovém Zzilnim systému a vyskytuji se dvakrat az tiikrat Castéji
UZzen nez umuzd. Pfiblizné polovina pacienti ma pozitivni rodinnou anamnézu.
Sekundérni varixy vznikaji v disledku hluboké zilni nedostatecnosti a nedostatecnosti
perforujicich zil (venae perforantes) nebo hluboké Zilni okluze. To zpusobuje zvétseni
povrchovych zil, které pak slouZzi jako kolaterdly. Pacienty nejCastéji trapi tupd bolest
nebo pocit tlaku v nohou, pocit tézkych nohou, obcas se objevuji lehké otoky kolem
kotnikt. Potize 1ze zmirnit elevaci koncetin a omezenim dlouhodobého stani. Rozsahlé
zilni varikozity mohou zapfiCinit vznik kozZnich ulceraci, mlize se objevit i povrchova
Zilni trombéza®. Varixy postihuji 20 az 60 % dospé€lé populace zapadniho svéta®,

Lécba pacientit s chronickou zilni nedostatecnosti zahrnuje doporuceni o zméné
zivotniho stylu, pouzivani kompresnich puncoch, uzivani venotonickych 1éCivych
ptipravkll a také chirurgické zakroky. Zména zivotniho stylu sniZuje vliv nékterych
rizikovych faktort. Hlavni rizikové faktory pifedstavuji nadvéha, dlouhodobé stani
a zenské pohlavi.

Léciva pouzivana k podplrné terapii tohoto onemocnéni nejcastéji zvysuji Zilni
tonus, snizuji kapilarni permeabilitu, stimuluji lymfatickou drendz a upravuji

hemoreologické poruchy?.

2.3.1 Chalkony s priznivymi u¢inky na chronickou Zilni nedostate¢nost

Do této kategorie patii hesperidinmethylchalkon (26), ktery se jiz v praxi bézné
pouziva spolecné s extraktem z kofene Ruscus aculeatus a kyselinou askorbovou ke
zmirnovani nepfijemnych pfiznakti chronické Zilni nedostatecnosti a varixu.
Hesperidinmethylchalkon inhibuje snizeni obsahu ATP v endotelidlnich bunkach
zpusobené hypoxii. Ochranny efekt pro endotel mize byt vysvétlen ochrannym

ucinkem na mitochondrialni respiraéni aktivitu®.
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R = 6-0O-(6-desoxy-a-L-mannopyranosyl)-B-D-glukopyranosyl|
26

2.4 Vazodilata¢ni u¢inky

Jako vazodilatancia oznacujeme latky riznych chemickych struktur, které
vyvolavaji vazodilataci arterii a vén riiznymi mechanismy. V terapii anginy pectoris se
uplatituji vazodilatancia koronédrni. Periferni vazodilatancia se vyuzivaji pifi 1é¢be
perifernich vaskularnich onemocnéni, jako je ischemicka choroba dolnich koncetin,
thrombangitis obliterans (Biirgerova choroba) a Raynaudiv fenomén (konstrikce
arteriol koncii prsti). Specidlni vyznam maji centrdlni vazodilatancia, kterd plsobi
vV centralnim nervovém systému (tzv. cerebralni vazodilatancia patfici mezi
nootropika)*.

Jednou ze skupin vazodilatacné pusobicich latek jsou nitraty. Mechanismus jejich
ucinku spoc¢ivd vuvolnéni oxidu dusnatého. Ten aktivuje cytoplazmatickou
guanylatcyklasu spojenim sjeji hemovou skupinou a ovliviiuje tak preménu
guanosintrifosfatu na cyklicky guanosin-3’,5"-monofosfat (CGMP)4.

Kontrakce hladkého svalu zavisi na koncentraci volného intracelularniho vapniku,
proto inhibice transmembranového pienosu Ca? snizuje mnoZzstvi intracelularniho Ca?".
Intracelularni koncentrace vapniku je zajiStovana nékolika mechanismy: vyménou iontd
vapniku za ionty sodikové, vapnikovou pumpou a napétoveé i1 receptoroveé fizenymi
vapnikovymi kanaly. Na srde¢nich a cévnich svalovych buiikdch jsou zastoupeny
predevsim kalciové kandly typu L, které se oteviraji na dlouhou dobu a kanély typu T
(pfitomné v sinoatridlnim uzlu), které se oteviraji pouze kratkodobe, ptrechodné.
V drazdivych bunikach dochézi k aktivaci vétSiny kanalt depolarizaci, takze jejich
otevieni zdavisi na napéti bunééné membrany. Oteviené kandly umoZiluji tok
extracelularniho vapniku do bunky. Blokatory vapnikovych kanala specificky inhibuji

prinik vapenatych iontli napétove fizenymi kalciovymi L-kanédly do bunck hladkych

14



svalli cévni stény a kontraktilnich a vodivych bunék myokardu (neplisobi proto na
pficné pruhované svaly, kde nedochazi k pravidelnym zménadm elektrického napéti
membrany). Vedle anginy pectoris maji blokatory vapnikovych kanal hlavni
terapeutické uplatnéni u hypertenze a srdecnich arytmii. Po jejich podani klesa
intracelularni koncentrace véapniku a vyslednym ucinkem je snizeni kontraktility
a drazdivosti, které se u anginy pectoris projevuje sniZzenim tonu véncitych tepen
V misté excentrické stendzy a v oblasti rezistencnich arteriol. SniZzeni kontraktility
myokardu snizuje metabolické naroky myokardu na kyslik. Dilatace arteriol
V systémovém cévnim feciSti vyvolava pokles krevniho tlaku a nékdy reflektoricky
zvyseni srdecni frekvence. Antiangindzni u€inky jsou podminény piedev§im korondrni
vazodilataci a snizenim periferni cévni rezistence.

Piedpoklada se, ze ucinek ostatnich vazodilatancii je dan jednak tim, Ze snizuji
mnozstvi volného intracelularniho vépniku, a jednak tim, Ze interferuji se specifickymi
enzymatickymi procesy, které vyzaduji volny intracelularni vapnik. Tato interference
muze spocivat v zabranéni mobilizace intracelularné vazaného Ca®" z kalmodulinu, ve
zvyseni resekvestrace ca®* do nitrobunéénych zasob nebo zvyseném vypuzovani ca®t

7 bun&k®.

digoxin
B\ G | 2 3
bunécna ~<~(9— blokatory
membrana \ V ‘!\®\ Ca®'-kanalu
K*‘ Na* B-adrenomimetika
»trigger« kalcium
(4 A\

(r g Reyh®

(4 )\ |5
fosfolamban—0 = <©— ryanodin
kalciové
| x®/ senzibilizatory
Z.———— Ca?’} @ Z
SOAAL
- S ans Ty
Z T e Z
———  myosin —>———— %
aktin

Obr. 2 Schéma bunééné membrany kardidlni buniky s misty U¢inku nékterych latek

ovlivitujicich srde¢ni kontraktilitu®
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2.4.1 Vazodilata¢né pisobici chalkony

Mezi vazodilataén¢ pisobici latky z fad chalkont patfi mecinaron (27), ktery byl
odvozen od khellinu a jinych derivatd benzofuranu. Mecinaron byl pfipraven a poté
studovan v preklinickych studiich, znichz vyplynulo, Ze pisobi jako kompetitivni
antagonista vapenatych iontt. Mechanismem uc¢inku na cévy a myokard se vSak 1isi od
verapamilu a nifedipinu. Dilatuje jak periferni, tak mozkové cévy. Mecinaron vykazoval
také ucinky antibradykininové, antiserotoninové a antiagregacni. Do praktického pouziti

se v§ak tato slou¢enina nedostala.

OMe N(CHz)

OMe

27

Koronéarné-vazodilatacni aktivita byla studovéana u pyridinovych analogh chalkond.
Slouceniny 28 a 29 zvySovaly pritok koci¢im srdcem izolovanym podle Langendorfa.

Jejich aktivita byla srovnatelna s khellinem®.

NS OMe ‘ "X
OMe ‘ = %
| |
MeO H H
OH O OMe
28 29

Butein (4) ma vazodilataéni G¢inky zavislé na endotelu, které jsou zprostfedkovany
oxidem dusnatym. Zvysuje také hladinu cAMP a cGMP v bunkach. Nahromadéni

CGMP inhibuje fosfodiesterasu III, coZ vede k dal§imu zvySeni hladiny cAMP a zesileni
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vazodilataéniho G¢inku®. Fosfodiesterasa je enzym lokalizovany piedeviim v myokardu
a hladkych svalech, ktery rozklada cAMP?.

(2). Jeho u¢inky byly studovany na potkanich aortach kontrahovanych fenylefrinem. Ze
studii je patrné, ze mechanismus pusobeni isolikviritigeninu na cévy spociva v inhibici
fosfodiesterasy III a zvySeni intracelularnich hladin cAMP. Inhibice fosfodiesterasy 111
stoji 1 za pozitivné inotropnim ucinkem této latky.

Z kofent Angelica keiskei Koidzumi bylo izolovano nékolik latek ze skupiny
chalkonii. Ukazalo se, ze né&které znich inhibovaly fenylefrinem indukovanou
vazokonstrikci potkani aorty. Nejucinngj$i byl xanthoangelol B (30). Inhiboval
vazokonstrikci v cévach s intaktnim i poskozenym endotelem a autofi studie
predpokladaji, ze jeho ucinek tkvi v inhibici vzestupu intracelularni hladiny volnych
vapenatych iontti. Druhy nejsilngjsi G¢inek prokazal 4-hydroxyderricin (31) a tfeti byl
xanthoangelol (32). U¢inek tdchto latek se projevil pouze u cév s intaktnim endotelem
a zfejm¢ tedy zavisi jak na ovlivnéni hladiny intraceluldrnich vapenatych iontd, tak na

produkci EDRF/NO (EDRF = endothelium-derived relaxing factor) v endotelu®.
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2.5 Angiotenzin-konvertujici enzym (ACE)

Renin-angiotenzinovy systém (RAS) hraje dominantni tlohu v regulaci vodniho
hospodatstvi, elektrolytové rovnovahy a krevniho tlaku. Rozsdhl4d aktivace tohoto
slozkou RAS, kterou lze zaroven velmi dobie regulovat, je angiotenzin-konvertujici
enzym (ACE). Jedna se o dipeptidylkarboxypeptidasu (EC 3.4.15.1), ktera inaktivuje
vazodepresorickou slouéeninu bradykinin a katalyzuje tvorbu angiotenzinu I
odstranénim dipeptidu z C-konce fetézce angiotenzinu I. Ukazalo se, Ze inhibice ACE
snizuje krevni tlak na zvifecich modelech a u lidi s riznymi typy hypertenze. ACE
inhibitory se pouzivaji také v 1écbé jinych kardiovaskuldrnich chorob, jako je méstnavé

srde¢ni selhavani, infarkt myokardu a diabeticka nefropatie™.

2.5.1 Chalkony inhibujici ACE

Butein (4), jedna z hlavnich aktivnich latek stonkti Rhus verniciflua, se tradi¢né
pouziva v 1écbe bolesti, parazitarnich onemocnéni a trombozy v Koreji. Farmakologické
ucinky této slouCeniny jiz byly popsany v n€kolika studiich. Vykazuje ucinky
antioxida¢ni, antiflogistické a vazodilata¢ni, indukuje apoptdzu, inhibuje protein-kinasu,
glutathion-reduktasu a HIV-1 proteasu. Ve studii z roku 2003 bylo prokéazano, ze butein
snizuje krevni tlak také prostfednictvim inhibice ACE. Ptfedpokladd se, Ze je to
zpusobeno tvorbou chelatovych komplexi mezi aromatickymi hydroxyly buteinu a

zinkovymi ionty v aktivnim centru enzymu.
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2.6 Lipidy v lidském téle

Z lipidt se v plazmé nachazi hlavné¢ cholesterol, triacylglyceroly, fosfolipidy a volné
mastné kyseliny. Cholesterol a triacylglyceroly jsou v krvi transportovany ve formé
lipoproteint, coZz jsou elipsoidni ¢astice, skladajici se z jadra nepolarniho lipidu, ktery je
obklopen polarnimi lipidy a proteinem, tzv. apoproteinem. Jednotlivé lipoproteiny se od
sebe 1i8i velikosti, tvarem a konkrétnim typem a mnozstvim proteinu a lipidu, které
obsahuji. Zakladni krevni lipoproteiny jsou Ctyfi: chylomikrony, LDL (low density
lipoproteins), VLDL (very low density lipoproteins) a HDL (high density lipoproteins).

Chylomikrony jsou lipoproteiny s nejmensi hustotou neboli denzitou. Hustotou se
bilkoviny a tim niz§i je hustota. Chylomikrony obsahuji pfevazné triacylglyceroly
odvozené z diety. Tvofi se v tenkém stievé a lymfou se dostavaji do systémového obéhu
(obr. 3). Triacylglyceroly chylomikronti jsou hydrolyzovany ucinkem lipoproteinové
lipasy — enzymu lokalizovaného v endotelu kapilar. Kone¢nym produktem degradace
chylomikrond v obéhu je tzv. chylomikronovy zbytek. Tato ¢astice obsahuje specifické
povrchové proteiny, jmenovité apoprotein B48 a E. Apoprotein E m4 afinitu k cilovému
receptoru na plazmatické membrané v jatrech. Tento zbytek je bohaty na cholesterol
dietniho pivodu a je vazan a nasledn¢ degradovan lyzosomalnimi enzymy. Timto
zpusobem se cholesterol z diety dostava do jater.

VLDL maji druhou nejniz§i hustotu. Castice vznikd v jatrech a ma za ukol
transportovat triacylglyceroly, které jsou tvofeny v jatrech. VLDL také prenaseji
cholesterol — bud’ syntetizovany, nebo piijaty v potravé. Podobn¢ jako triacylglyceroly
chylomikrond jsou také tyto triacylglyceroly hydrolyzovany lipoproteinovou lipasou.
Konec¢nou ¢astici degradace VLDL je opét jeho zbytek, ktery se oznacuje jako IDL
(intermediate density lipoprotein). Tato Castice obsahuje specifické apoproteiny B100
a E a je vychytavana z ob¢hu bud’ interakci se specifickym receptorem v jatrech, nebo je
konvertovana na LDL tc¢inkem jaterni lipasy.

LDL obsahuji nejvice cholesterolu a apoproteinu B100, ktery je plivodné ptitomen
ve VLDL. LDL je vychytavan z ob&hu vazbou se specifickym LDL-receptorem, ktery
se nachazi jak v jatrech, tak v tzv. extrahepatickych tkanich. Deficience LDL-receptoru
ma za nasledek hypercholesterolémii typu Ila, tzv. familiarni hypercholesterolémii.

Prekurzory HDL jsou tvofeny v jatrech a v obéhu jsou konvertovany na vyzralé

HDL. HDL hraji ulohu v metabolismu chylomikront a VLDL a uplatiuji se pii
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transportu cholesterolu z perifernich tkani, vcetn¢ arterii, nazpét do jater, kde je
cholesterol zuzitkovan. Tento zpétny transport cholesterolu miize byt zakladem inverzni
korelace, ktera existuje mezi ischemickou chorobou srde¢ni a koncentracemi HDL
V plazmég.

Uvedené skupiny vSak nejsou homologni, uvniti uvedenych lipoproteinovych tiid se
nachdzeji podskupiny, které se 1iSi denzitou a velikosti. RozliSujeme naptiklad LDL
I-111, které se vyznamné liSi 1 aterogennim potencidlem — nejvyssi nebezpeci predstavuji
malé denzni LDL III. Stejné tak apoproteiny nemaji jen tllohu nosict lipidovych castic,
ale funguji i1 jako kofaktory enzymu, Uc€astni se vymény lipidi mezi jednotlivymi
lipoproteinovymi tfidami, umoziiuji vazbu lipoproteinti na specifické receptory.

ZvySené koncentrace plazmatického cholesterolu a cholesterolu plus
triacylglyceroll byvaji spojeny se zvySenym rozvojem aterosklerdzy, a tim i zvySenym
rizikem ischemické choroby srde¢ni a dalSich kardiovaskularnich poruch. Samotné
vyrazné zvysSeni plazmatickych triacylglyceroll je spojeno s rizikem pankreatitidy a
steatozy jater a ma vztah (pfedevS§im pii snizené koncentraci HDL) i k rozvoji

. C 1 « A4
ischemické choroby srde¢ni”.

linoproteinova iipas triacylglyceroly mimojaterni tkan

[y
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Obr. 3 Piehled tvorby a utilizace lipoproteina?

2.6.1 Chalkony ovliviiujici lipidovy metabolizmus
4-Hydroxyderricin (31) zputsobil ve studii na krysach (SHRSP = stroke-prone
spontaneously hypertensive rats) vyrazny pokles sérovych hladin cholesterolu,

fosfolipida a triacylglyceroli ve VLDL frakci, coz by mohlo znamenat, Ze je schopen
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snizit sérovy VLDL. Snizoval také hladiny volnych mastnych kyselin v séru. V jatrech
snizoval obsah triacylglyceroll, avSak nikoli cholesterolu ani fosfolipida. Pfedpoklada
se, ze 4-hydroxyderricin zlepSuje metabolizmus sérovych lipoproteint Gtlumem sekrece
VLDL a inhibici syntézy cholesterolu v jatrech. Sloucenina také pravdépodobné
inhibuje aktivitu HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A) reduktasy™.

| dal$i chalkon obsazeny ve zluté stavé ze stonkl Angelica keiskei Koidzumi
prokazoval schopnost ovliviiovat metabolizmus lipidd. Bylo zjisténo, Ze xanthoangelol
(32) vyznamn¢ snizoval obsah cholesterolu a fosfolipida v LDL frakei, coz vedlo ke
snizovani koncentrace sérového cholesterolu. V jatrech snizoval obsah triacylglycerold
a celkovy obsah cholesterolu, a tim i hmotnost jater. Pokles obsahu cholesterolu
Vv jatrech muze byt zplsoben zvySenim exkrece fekalniho cholesterolu a tendenci
zvySovat aktivitu cholesterol-7a-hydroxylasy. Ukazalo se, ze xanthoangelol vyznamné
zvySuje PPARa mRNA expresi. Jelikoz PPARa (peroxisome proliferator-activated
receptor a) reguluje transkripci gend, které se ucastni metabolismu mastnych kyselin,
lze se domnivat, ze by mohla slou¢enina podporovat pfeménu mastnych kyselin na acyl-
koenzym A a B-oxidaci acyl-koenzymu A na acetyl-koenzym A. To muze byt pfi¢inou
snizeni obsahu triacylglycerolti V jatrech. Na zaklad¢ schopnosti xanthoangelolu
zvySovat expresi LDL-R (LDL receptor) mRNA Ize usuzovat, ze je schopen podporovat
uptake LDL v séru. Z toho je mozné odvodit, Ze xanthoangelol pravdépodobné zlepSuje
metabolizmus cholesterolu zvysenim uptake LDL".

Xanthohumol (33) a xanthohumol B (34) inhibuji diacylglycerol-acyltransferasu
(DGAT). Tento enzym Katalyzuje pienos acylu z acyl-CoA na diacylglycerol. Jeho

inhibici se sniZuje tvorba triacylglycerold, a tim i nebezpeci rozvoje ateroskler(')zy6.
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2.7 Oxida¢ni stres

Oxidac¢ni stres vznikd, kdyz tvorba oxidantli nebo kyslikovych radikald (reactive
oxygen species, ROS) piekro¢i antioxidacni kapacitu urcitého mista. To zplisobi oxidaci
dualezitych makromolekul, jako jsou proteiny, lipidy, uhlovodiky a DNA. ROS zahrnuji
volné radikaly jako superoxid ('O2’), hydroxylovy (OH) a peroxylovy (RO,) radikal
a neradikalové typy jako peroxid vodiku (H,O;) a kyselina chlorna (HOCI). Existuji
také reaktivni dusikové radikaly jako radikal oxidu dusnatého ( NO) a oxidu dusicitého
(NOy), neradikalovy peroxynitrit (ONOQO) a alkyl-peroxynitraty (R-ONO;). Odhaduje
se, ze az 1 % kysliku je za fyziologickych podminek redukovano pouze Caste¢né na
superoxid misto Uplné redukce na vodu. Nekolik funkénich enzyma mitochondrii je
vnimavych k poskozeni zpusobenému ROS, coz vede k pozménéné syntéze ATP,
poruse regulace vapniku v buiitkdich a zméné mitochondridlni permeability. VSe
zminované predisponuje builky k nekréze a apoptoze. V pfirodé se mize kolaps
mitochondridlniho membranového potencialu projevit v disledku pieruseni dychaciho
fetézce, kdy jsou elektrony vyuZivany spiSe pro tvorbu tepla nez pro syntézu ATP.
Dlouhodobé odpojeni dychaciho fetézce vede ke snizeni syntézy ATP a zvySeni pfenosu
elektronii na kyslik za vzniku superoxidu®®.

Jako odpovéd’ na nadmérnou tvorbu ROS v pribéhu dychani a metabolickych
procest si savci vyvinuli n€kolik antioxidacnich systému, které zahrnuji zhasece
superoxiddismutasa (SOD). Existuji tfi hlavni bunééné formy tohoto enzymu:
CuZnSOD (SODI1), MnSOD (SOD2) a extracelularni superoxiddismutasa (SOD3).

Tyto enzymy =zodpovidaji v riznych bunéénych kompartmentech za detoxikaci
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superoxidovych radikali na peroxid vodiku a vodu. Dalsi enzymy -
glutathionperoxidasa (GPx) a glutathionkatalasa katalyzuji preménu peroxidu vodiku na

vodu®®,

2.7.1 Antioxidacné piusobici chalkony

Pro vysokou antioxida¢ni ucinnost je dulezitd pFitomnost karbonylové skupiny
a dvojné vazby a dale ptitomnost a usporadani hydroxylovych skupin. Na u¢inku ortho-
dihydroxysloucenin se podili rovnéz jejich schopnost chelatovat kovové ionty.
Ptitomnost katecholového seskupeni na kruhu B je dulezitd také pro zhaSeni
singletového kysliku. Podle nékterych studii se na antioxida¢nim plisobeni miize podilet
i jejich schopnost stabilizovat membrany snizenim jejich fluidity. Zjistilo se, Ze butein
(4) vyrazné inhibuje peroxidaci lipidi v potkanich jaternich mikrosomech a snizuje
produkci superoxidového aniontu jak v makrofazich, tak Vv systému hypoxanthin-
xanthinoxidasa. V jiné studii bylo prokazano, ze diky své schopnosti zhaset volné
radikaly a chelatovat ionty Zeleza a mé&di je butein dulezitym inhibitorem peroxidace
lipidéi a LDL®.

Velmi dobfe jsou prostudovany také antioxidacni vlastnosti obsahovych latek
I¢kotice. Apioisolikviritin (35) vyznamné sniZzuje ztradty pyramiddlnich bunéck

Vv hippokampu zplisobené ischemizaci s naslednou reperfuzi.
OR
HO

OH 0]

R = 2-O-(B-D-apiofuranosyl)-p-D-glukopyranosyl
35

Ve studii zaméfené na zjisténi antioxidacniho plsobeni chalkonli izolovanych
z Glycyrrhiza inflata byly nejucinngjsi likochalkon B (36) a D (37). Hydroxylovany
analog likochalkonu B — 38, izolovany z Glycyrrhiza uralensis, zhasel 1,1-difenyl-
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2-pikrylhydrazylovy (DPPH) radikal efektivnéji nez likochalkon B. Vysoka

antioxida¢ni aktivita slouceniny 38 je patrné¢ ddna pfitomnosti dvou katecholovych

seskupeni a delokalizaci elektronti v jeho molekule.

OH OH
MeO OH MeO
HO
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=
| |
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Podle nékterych prament je vSak piitomnost katecholového nebo pyrogallolového
seskupeni zodpoveédna za prooxida¢ni, mutagenni a karcinogenni vlastnosti nékterych
slouCenin, napt. kvercetinu. Ve snaze ziskat antioxidacni slouCeniny bez t&chto
rizikovych G¢inki  byly studovany flavonoidni analogy 2,6-(di-terc-butyl)-
4-methylfenolu (butylhydroxytoluen, BHT) 39, 40 a 41. V testu oxidace LDL vyvolané
méd’natymi ionty byly tyto slouceniny G¢innéj$i nez a-tokoferol, BHT a kvercetin.
U slouceniny 41 bylo provedeno také hodnoceni antioxida¢ni aktivity in vivo na
potkanich srdcich a bylo zjiSténo, ze tento chalkon chrani srde¢ni svalovinu pied
poskozenim zpisobenym ischemizaci a naslednou reperfuzi lépe nez allopurinol
(inhibitor xanthinoxidasy) a rutin (kvercetin-3-O-rutosid) a muze byt vyuzit pro
prevenci post-ischemické dysfunkce myokardu. Jeho kardioprotektivni u¢inky jsou

patrné dany schopnosti zhéaset peroxidovy radikal®.
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39:R=H
40: R = OMe
41: R=0H

Antioxidac¢ni uinky byly studovany také u obsahovych latek chmele a piva.
Xanthohumol (33), hlavni prenylovany chalkon chmele, mél antioxida¢ni aktivitu vyssi
nez a-tokoferol, ale niz$i nez kvercetin. Kombinace xanthohumolu a a-tokoferolu zcela
inhibovala oxidaci LDL navozenou médnatymi ionty. Z kardiovaskuldrnich uc¢inkt je
vyznamna také schopnost xanthohumolu a xanthohumolu B (34) inhibovat
diacylglycerol-acyltransferasu (DGAT). Jeho inhibici se snizuje tvorba triacylglyceroli,

(o o : B
a tim 1 nebezpeci rozvoje aterosklerozy".
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3. Experimentalni Cast

3.1 Obecna cast

Vychozimi  sloufeninami  syntéz  byly  pyrazin-2-karbonitril  (Fluka)
a 4-methoxybenzaldehyd (Fluka). Produkty byly déleny sloupcovou chromatografii za
podminek uvedenych u jednotlivych sloucenin (viz dale) s pouzitim akvarijniho
motorku jako zdroje pietlaku. Nasledné byly rekrystalizovany z vrouciho bezvodého
ethanolu.

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na Silufolu UV 254 (Kavalier
Votice) a slozeni vyvijecich soustav je vzdy uvedeno u jednotlivych latek.

Pied méfenim teploty tani, elementarni analyzy, IC a NMR byly vzorky slou¢enin
uloZeny na 24 hodin do exsikatoru nad oxidem fosfore¢nym pfi tlaku 1,33 kPa.

Teploty tani byly zméfeny na mikrovyhifevném bloku podle Boetia a nejsou
korigovany.

Elementarni analyzy byly provedeny na analyzatoru EA 1110 CHNS firmy Carlo
Erba.

IC spektra byla stanovena na spektrofotometru NICOLET 6700, metodou ATR-IR a
vlno&ty jsou uvadény v em™.

'H-NMR a ®*C-NMR spektra byla méfena na pfistroji VARIAN Mercury-Vx BB
300. Chemické posuny jako hodnoty & jsou uvadény v ppm, jako vnitini standard byl

pouzit tetramethylsilan.
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3.2 Priprava alkylovanych pyrazin-2-karbonitrili

Obecny postup:

Ny CN Ny N
(NH4),S,0g
| + R-COOH > | + co;
= AgNO3 =
N RT N

10,5 g (0,1 mol) pyrazin-2-karbonitrilu bylo rozpusténo ve 300 ml vody o teploté

80 °C. K tomuto roztoku bylo pfidano 1,7 g (0,01 mol) dusi¢nanu sttibrného a ptislusna
kyselina (0,1 mol). Poté byl asi béhem pil hodiny za stalého michani piikapan roztok
25,1 g peroxodisiranu amonného v 70 ml vody. V pribéhu ptikapavani byla udrzovana
teplota v rozmezi 75 — 80 °C a pii stalé teploté byla smés michana hodinu. Zchladla
reak¢ni smés byla zalkalizovana 10 % roztokem hydroxidu sodného na pH 9 — 10. Sm¢és
byla né€kolik hodin kontinualné extrahovana etherem. Etherovy vytiepek byl vysuSen
bezvodym siranem sodnym a po zfiltrovani naadsorbovéan na 150 g silikagelu (Silica gel
60 Fluka, 0,063 — 0,200 mm) a podroben sloupcové chromatografii S pouzitim 500 g

silikagelu a soustavy lékatsky benzin + ethylacetat 8:2.

5-isobutylpyrazin-2-karbonitril

J

N

CN

K syntéze bylo pouzito 10,2 g (0,1 mol) kyseliny isovalerové.
Sumarni vzorec: CgH11N3

Molekulova hmotnost: 161,20

Vzhled: nazloutla kapalina

Vytézek: 9,0 g (56 %)

Identita latky byla ovétena pomoci TLC porovnanim s diive ptfipravenym standardem™.
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5-butylpyrazin-2-karbonitril

K syntéze bylo pouzito 10,2 g (0,1 mol) kyseliny valerové.
Sumarni vzorec: CoH11N3

Molekulova hmotnost: 161,20

Vzhled: naZloutla kapalina

Vytézek: 11,0 g (68 %)

Identita latky byla ov&fena pomoci TLC porovnanim s diive piipravenym standardem®®.

5-propylpyrazin-2-karbonitril

K syntéze bylo pouzito 8,8 g (0,1 mol) kyseliny maselné.
Sumarni vzorec: CgHgN3

Molekulova hmotnost: 147,18

Vzhled: nazloutla kapalina

Vytézek: 5,4 g (37 %)

Identita latky byla ovétena pomoci TLC porovnanim s diive ptfipravenym standardem®®.
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5-isopropylpyrazin-2-karbonitril

N CN
AN
\j

N

K syntéze bylo pouzito 8,8 g (0,1 mol) kyseliny isomaselné.
Sumarni vzorec: CgHgN3

Molekulova hmotnost: 147,18

Vzhled: nazloutla kapalina

Vytézek: 7,2 g (49 %)

Identita latky byla ovétena pomoci TLC porovnanim s dfive pfipravenym standardem?.
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3.3 Priprava acetylpyrazini

Obecny postup:
AN CH3MgI
‘ /j/ dlethylether
R N

Ke 49,9 g (0,3 mol) methylmagnesiumjodidu ve 200 ml absolutniho etheru byl
za michani a pfi teploté¢ -10 az +10 °C prikapan roztok nitrilu (0,128 mol) v 50 ml
absolutniho etheru. Pii uvedené teploté byla smés michdna celkem hodinu a poté byla
rozlozena vylitim na led. Vylou€ena srazenina byla ¢aste¢né rozpusténa ptidanim 50 ml
kyseliny chlorovodikové ziedéné objemové 1:1 a potom byla kontinudlné extrahovana
etherem. Etherovy vytfepek byl vysuSen bezvodym siranem sodnym a ether
oddestilovan na rotacni vakuové odparce. Vysledny produkt byl piecistén destilaci

za snizeného tlaku.

5-isobutyl-2-acetylpyrazin

K syntéze bylo pouzito 10,4 g (0,064 mol) 5-isobutylpyrazin-2-karbonitrilu.
Sumarni vzorec: C1gH14N>0

Molekulova hmotnost: 178,23

Vzhled: nazloutl4 kapalina

Teplota varu: 128 — 130 °C / 1,73 kPa (115 — 120 °C / 1,47 kPa)™

Vytézek: 5,4 g (47 %)
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Identita slouceniny byla ovéfena pomoci TLC (Iékafsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2)

podle diive pfipraveného standardu'®.

5-butyl-2-acetylpyrazin

K syntéze bylo pouzito 11,0 g (0,068 mol) 5-butylpyrazin-2-karbonitrilu.

Sumarni vzorec: C1gH14N,0

Molekulova hmotnost: 178,23

Vzhled: nazloutla kapalina

Teplota varu: 126 — 129 °C / 1,99 kPa (125 — 130 °C / 1,99 kPa)™

Vytézek: 6,1 g (50 %)

Identita slouc¢eniny byla ovétena pomoci teploty varu a TLC (Iékaisky benzin + ethyl-

acetat 8 : 2) podle dfive pfipraveného standardu®.

5-propyl-2-acetylpyrazin

K syntéze bylo pouzito 5,4 g (0,037 mol) 5-propylpyrazin-2-karbonitrilu.
Sumarni vzorec: CgH12N,O

Molekulova hmotnost: 164,20

Vzhled: nazloutla kapalina

Teplota varu: 103 — 105 °C / 1,20 kPa (118 — 122 °C / 1,99 kPa)*®

31



Vytézek: 2,7 g (44 %)
Identita slouceniny byla ovéfena pomoci TLC (Iékafsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2)

podle diive pripravené¢ho standardu®.

5-isopropyl-2-acetylpyrazin

K syntéze bylo pouzito 14,4 g (0,098 mol) 5-isopropylpyrazin-2-karbonitrilu.
Sumarni vzorec: CoH12N-0

Molekulova hmotnost: 164,20

Vzhled: nazloutla kapalina

Teplota varu: 108 — 110 °C / 1,59 kPa (105 — 107 °C / 1,07 kPa)®

Vytézek: 8,2 g (51 %)

Identita slou€eniny byla oveéfena pomoci TLC (Iékafsky benzin + ethyl-acetat 8§ : 2)

podle diive ptipravené¢ho standardu®.
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3.4 Priprava 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)-3-arylprop-2-en-1-ona Claisen-

Schmidtovou kondenzaci

Obecny postup:

O 0] o)
! I Ny v
AN + H pyridin | N
| P (CHs),NH P
R N OCHj; R N OCHj;

Prislusny acetylpyrazin (0,015 mol) a 4-methoxybenzaldehyd (0,015 mol) byly

rozpustény v 6,6 ml bezvodého pyridinu. Po pfidani diethylaminu (0,015 mol) byla
smés zahfivana hodinu na glycerolové lazni pfi teploté 80 — 120 °C. Po zchladnuti byla
smés nalita do 300 ml ledové vody okyselené kyselinou octovou na pH 3 a uloZena na
24 hodin do lednice. Z reakéni smési se vzdy vyloucil produkt olejovitého charakteru,
takZze po vytiepani do etheru a vysuSeni bezvodym siranem sodnym byla smés
podrobena dvojnasobné sloupcové chromatografii. Analyticky Cisty produkt byl poté

ziskan krystalizaci z bezvodého ethanolu.
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(E)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on

N OCH3

Podminky 1. chromatografie:
stacionarni faze: 75 g silikagelu (Silica gel 60 Merck, 0,040 — 0,063 mm)
mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)

Podminky 2. chromatografie:
stacionarni faze: 150 g silikagelu (Silica gel 60 Merck, 0,040 — 0,063 mm)
mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)

Sumarni vzorec: C1gH2N205

Molekulova hmotnost: 296,36

Vzhled: zluté jehlicky

Teplota tani: 114 — 117 °C

Vytézek: 0,05 g (1 %)

Elementarni analyza:

%C %H % N
Vypocteno 72,95 6,80 9,45
Zmeéfeno 73,05 7,00 9,53

IC spektrum: 1660 (C=0), 1585 (C=C)

'H NMR (300 MHz, CDCl3) §9.27 (1H, d, J=1.4 Hz, H3"), 8.72 (1H, d, J=1.4 Hz,
H6), 8.05 (1H, d, J=15.9 Hz, H3), 7.93 (1H, d, J=15.9 Hz, H2), 7.73-7.61 (2H, m, AA’,
BB’, H2", H6"'), 6.98-6.88 (2H, m, AA’, BB, H3"’, H5""), 3.86 (3H, s, OCHg), 1.44
(9H, s, CHa)

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 188.5, 167.4, 161.9, 146.0, 145.1, 143.3, 139.8, 130.7,
127.7,118.1, 114.4,55.4, 37.0, 29.7
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(E)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on

N g7
‘/
OCHjy

Podminky 1. chromatografie:
stacionarni faze: 65 g silikagelu (Silica gel 60 Merck, 0,040 — 0,063 mm)
mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 9:1

Podminky 2. chromatografie:
stacionarni faze: 115 g silikagelu (Silica gel 60 Merck, 0,040 — 0,063 mm)

mobilni faze: 1€karsky benzin + ethyl-acetat 9:1

Sumarni vzorec: C1gH20N20,
Molekulova hmotnost: 296,36
Vzhled: drobné zluté krystalky
Teplota tani: 96 — 98 °C
Vytézek: 1,07 g (24 %)

Elementarni analyza:

%C % H % N
Vypocteno 72,95 6,80 9,45
Zméfeno 72,91 6,94 9,93

IC spektrum: 1662 (C=0), 1587 (C=C)

'H NMR (300 MHz, CDCls) §9.28 (1H, d, J=1.4 Hz, H3"), 8.48 (1H, d, J=1.4 Hz,
H6"), 8.05 (1H, d, J=15.9 Hz, H3), 7.93 (1H, d, J=15.9 Hz, H2), 7.72-7.62 (2H, m, AA’,
BB’, H2"", H6"), 6.98-6.88 (2H, m, AA’, BB’, H3"", H5""), 3.85 (3H, s, OCH3), 2.78
(2H, d, J=7.0 Hz, CH,), 2.26-2.08 (1H, m CH), 0.97 (6H, d, J=7.0, CH3)

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 188.5, 161.9, 160.2, 146.4, 145.2, 144.0, 143.2, 130.7,
127.6,117.9, 114.4,55.4, 44.7, 29.1, 22.3
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(E)-1-(5-butylpyrazin-2-yl)-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on

AN “d
‘ =
OCHj4

Podminky 1. chromatografie:
stacionarni faze: 100 g silikagelu (Silica gel 60 Merck, 0,040 — 0,063 mm)
mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 8:2

Podminky 2. chromatografie:
stacionarni faze: 75 g silikagelu (Silpearl pro TLC, Kavalier)

mobilni faze: 1€karsky benzin + ethyl-acetat 8:2

Sumarni vzorec: C1gH20N20,
Molekulova hmotnost: 296,36
Vzhled: svétle Zluté krystaly
Teplota tani: 74 —75 °C
Vytézek: 0,30 g (4 %)

Elementarni analyza:

%C % H % N
Vypocteno 72,95 6,80 9,45
Zméfeno 72,62 7,03 9,56

IC spektrum: 1662 (C=0), 1591 (C=C)

'H NMR (300 MHz, CDCls) §9.26 (1H, d, J=1.4 Hz, H3"), 8.51 (1H, d, J=1.4 Hz,
H6"), 8.05 (1H, d, J=15.9 Hz, H3), 7.93 (1H, d, J=15.9 Hz, H2), 7.73-7.62 (2H, m, AA’,
BB’, H2"’, H6"), 6.98-6.88 (2H, m, AA’, BB’, H3"’, H5""), 3.85 (3H, s, OCH3), 2.91
(2H, t, J=7.5 Hz, CH,), 1.84-1.70 (2H, m CH,), 1.48-1.33 (2H, m, CH,), 0.96 (3H, t,
J=7.5, CHs)

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 188.5, 161.9, 161.1, 146.4, 145.1, 144.0, 142.7, 130.7,
127.7,117.0, 114.4, 55.4, 35.5, 31.4, 22.4, 13.8
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(E)-3-(4-methoxyfenyl)-1-(5-propylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on

i
/\£N\ }
—
OCHj4

Podminky 1. chromatografie:
stacionarni faze: 100 g silikagelu (Silica gel 60 Merck, 0,040 — 0,063 mm)
mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 8:2

Podminky 2. chromatografie:
stacionarni faze: 75 g silikagelu (Silpearl pro TLC, Kavalier)

mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 9:1

Sumarni vzorec: C17H1gN20,
Molekulova hmotnost: 282,34
Vzhled: zluté krystaly
Teplota tani: 109 — 111 °C
Vytézek: 0,31 g (4 %)

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 72,32 6,43 9,92
Zméfeno 72,13 6,65 10,205

IC spektrum: 1664 (C=0), 1593 (C=C)

'H NMR (300 MHz, CDCls) §9.27 (1H, d, J=1.4 Hz, H3"), 8.51 (1H, d, J=1.4 Hz,
H6"), 8.05 (1H, d, J=15.9 Hz, H3), 7.92 (1H, d, J=15.9 Hz, H2), 7.72-7.62 (2H, m, AA’,
BB’, H2"’, H6"), 6.98-6.88 (2H, m, AA’, BB’, H3"’, H5""), 3.85 (3H, s, OCH3), 2.88
(2H, t, J=7.5 Hz, CH,), 1.91-1.73 (2H, m CH,), 1.00 (3H, t, J=7.5, CH3)

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 188.5, 161.9, 160.8, 146.4, 145.1, 144.0, 142.7, 130.7,
127.6,118.0, 114.4, 55.4, 37.7, 22.6, 13.8
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(E)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on

N OCHs

Podminky 1. chromatografie:
stacionarni faze: 150 g silikagelu (Silica gel 60 Merck, 0,040 — 0,063 mm)
mobilni faze: 1€katsky benzin + ethyl-acetat 9:1

Podminky 2. chromatografie:
stacionarni faze: 100 g silikagelu (Silica gel 60 Merck, 0,040 — 0,063 mm)

mobilni faze: 1€karsky benzin + ethyl-acetat 95:5

Sumarni vzorec: C17H1gN»0;
Molekulova hmotnost: 282,34
Vzhled: drobné zluté krystalky
Teplota tani: 100 — 101 °C
Vytézek: 0,09 g (2 %)

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 72,32 6,43 9,92
Zméfeno 72,07 6,71 10,01

IC spektrum: 1662 (C=0), 1583 (C=C)

'H NMR (300 MHz, CDCls) §9.27 (1H, d, J=1.4 Hz, H3"), 8.55 (1H, d, J=1.4 Hz,
H6"), 8.05 (1H, d, J=15.9 Hz, H3), 7.93 (1H, d, J=15.9 Hz, H2), 7.72-7.64 (2H, m, AA’,
BB’, H2"", H6""), 6.98-6.88 (2H, m, AA’, BB’, H3"", H5""), 3.86 (3H, s, OCH3), 3.31-
3.12 (1H, m CH), 1.38 (6H, d, J=6.9, CH5)

3C NMR (75 MHz, CDCls) & 188.5, 165.4, 161.9, 146.6, 145.1, 143.9, 141.4, 130.7,
127.7,118.0, 114.4, 55.4, 34.3, 22.0
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4. Diskuse

Ukolem mé diplomové prace byla piiprava série pyrazinovych analogti chalkond.
Pivodné jsem méla pripravit analogy se dvéma hydroxylovymi skupinami na
benzenovém kruhu. O pfipravu téchto sloucenin se jiz diive pokusila J. Kiivakova®.
Pro reakci pouzivala 2,3-dihydroxybenzaldehyd a 2,4-dihydroxybenzaldehyd
S nechranénymi hydroxylovymi skupinami a pozadované prop-2-en-l-ony se ji
nepodafilo ziskat. Ve své praci jsem se proto rozhodla ochranit hydroxylové skupiny
aldehydu pted vstupem do Claisen-Schmidtovy kondenzace za pouziti 3,4-dihydro-o-

pyranu& 22, 23

. Bohuzel reakce aldehydu s 3,4-dihydro-a-pyranem, tedy samotné
ochranéni, neprobihala s uspokojivymi vysledky. Bylo ziskano malé mnozstvi
znecisténého produktu, vlastné smési vychozich latek a sloucenin s jednou ochranénou
hydroxyskupinou, s druhou ochranénou nebo s obéma skupinami ochranénymi, coz
potvrdila NMR analyza. Proto bylo od této prace upusSténo a zacala jsem syntetizovat
sérii pyrazinovych analogti derivata chalkond s methoxylovou skupinou v poloze
4 fenylového zbytku a riznymi alkyly v poloze 5 pyrazinového kruhu. Analogické
slougeniny s methoxy skupinou v poloze 2 byly jiz diive na katedie pripraveny®* 2.
Dale byly piipraveny nékteré analogy s methoxy skupinou v poloze 3 benzenového
kruhu a pyrazinovy analog chalkonu s methoxy skupinou v poloze 4 na aromatickém
jadfe a bez substituce alkylem na pyrazinovém kruhu®.

Derivaty chalkoni jsem pfipravila Claisen-Schmidtovou kondenzaci, ktera se

k syntéze chalkonii pouzivé na katedie jiz dlouho®® 2" %

. Nékteré meziprodukty pro tuto
kondenzaci byly na katedfe k dispozici v dostate¢ném mnozstvi, jiné jsem musela sama
pripravit. VSechny chalkony byly ziskany jako E-isomery. VytéZky analyticky ¢istych
produktii se pohybovaly v rozmezi 1 — 24 % teoretického vytézku. Nizké vytézky byly
dosazeny 1 u dfive pfipravenych chalkonii s methoxylovymi skupinami na kruhu B.
Pfi¢inou mize byt neptiznivy vliv methoxy skupiny na prubéh Claisen-Schmidtovy
kondenzace a podobna lipofilita vychozich sloucenin a produktu. Nasledkem toho Ize
produkt odd€lit od vychozich slozek pouze opakovanym chromatografickym dé€lenim a
opakovanou krystalizaci z ethanolu. Pokusila jsem se také o pfipravu derivatu
S hexylovym zbytkem v poloze 5 pyrazinu. Ten byl dvakrat podroben sloupcové

chromatografii a né¢kolikrat piekrystalizovan z bezvodého ethanolu. Piesto nebyl

izolovan v dostatecné Cistoté, a proto nebyl zahrnut do dalSich analyz, ani do této prace.
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Cistota produktil byla ovéfena tenkovrstvou chromatografii, teplotou tani a elementarni
analyzou. Struktura pfipravenych slou¢enin byla potvrzena NMR a IC spektry. Podle
reSerSe provedené v databazi organickych slougenin® se ve viech piipadech jedna o
nové, v literatufe dosud nepopsané slouceniny.

U ptipravenych sloucenin dosud nebyly, a ani v budoucnu nebudou, hodnoceny
ucinky vici bakteriim a houbam, protoze u methoxylovanych derivati ptfipravenych

26, 30, 31

diive nebyla zaznamendna vyrazna antimikrobni ucinnost . Ani pfi jejich

testovani pro M. tuberculosis Hz;Rv nebyl zadny methoxyderivat vybran pro dalsi
vyvoj®.

Mnohem zajimavéjsich vysledkii bylo dosazeno pii hodnoceni antiagregacni
aktivity. Jak studie zminéné v teoretické casti, tak né&které novéjsi studie® 3 3 3
potvrzuji antiagregacni u€inky chalkonil a jejich analogi. Ve studii provedené ¢inskymi
autory® se jasné& projevil priznivy vliv methoxy substituce na antiagregaéni aktivitu a
také nékteré 3-(3-methoxy-4-hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ony pfipravené
na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv inhibovaly agregaci trombocytil
indukovanou arachidonovou kyselinou siln&ji nez kyselina acetylsalicylova’. Proto i

slouceniny pfipravené v mé diplomové praci budou v budoucnu podrobeny hodnoceni

antiagregacni aktivity.
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5. Zavér

Byly pfipraveny vychozi latky pro pfipravu acetylpyrazini:
= 5-isobutylpyrazin-2-karbonitril
= 5-butylpyrazin-2-karbonitril
= 5-propylpyrazin-2-karbonitril
= 5-isopropyl-2-karbonitril

Byly piipraveny meziprodukty ptipravy chalkona, které slouzily jako vychozi latky
pro Claisen-Schmidtovu kondenzaci:
= 5-isobutyl-2-acetylpyrazin
= 5-butyl-2-acetylpyrazin
= 5-propyl-2-acetylpyrazin
= 5-isopropyl-2-acetylpyrazin

Pyrazinové analogy chalkond s methoxylovou skupinou v poloze 4 na kruhu B

a riznymi alkylovymi zbytky v poloze 5° na kruhu A ptipravené Claisen-Schmidtovou
kondenzaci:

» (E)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on

= (E)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on

» (E)-1-(5-butylpyrazin-2-yl)-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on

= (E)-3-(4-methoxyfenyl)-1-(5-propylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on

» (E)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on

Zadny z vyslednych produktii dosud nebyl popsan v literatute.
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