Universita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutickeé chemie a kontroly 1&€iv

CHALKONY A JEJICH ANALOGY
JAKO POTENCIALNI LECIVA

disertacni prace
studijni program. farmacie
studijni obor: farmaceuticka chemie
skolitel: doc. RNDr. Jifi Hartl, CSc.

Skolitel specialista: ~ RNDr. Veronika Opletalova, Ph.D.

Hradec Kralové 2006 Mgr. Marta Chlupacova






Disertacni prace Podekovani

Rada bych pod€kovala svému skoliteli doc. RNDr. Jitimu Hartlovi, CSc. za jeho odborné
vedeni, rovnéz tak své Skolitelce RNDr. Veronice Opletalové, Ph.D. za neutuchajici vSestrannou
pomoc, trpélivost a cenné piipominky pii vypracovavani této prace. Dekuji také vSem diplomantim
a rigorosantum, kteti v obdobi mého studia pracovali v laboratoti RNDr. Veroniky Opletalové,
Ph.D. My dik patii vS§em pracovnikiim Katedry farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv za podporu
a vytvoreni piijemného pracovniho prostredi.

Dékuji také pracovnikim Laboratofe struktury a interakci biologicky aktivnich molekul za
zméfeni a interpretaci NMR spekter, pani Drahomire Karlickové a pani Vénceslavé Hronové za
zméfeni elementarnich analyz, pani Jitce Zizkové a pani Ivé Vencovské za zméfeni IC spekter
a PharmDr. Viktorovi Vofiskovi za zméteni MS spekter.

Dale bych chtéla podékovat pracovnikiim mikrobiologické laboratofe Katedry biologickych
a lékarskych véd vedené doc. RNDr. Vladimirem Buchtou, CSc. za zhodnoceni mikrobiologické
aktivity pripravenych latek, RNDr. Katariné Kral'ové, CSc. za stanoveni a vyhodnoceni inhibice
fotosyntézy. Dé&kuji také doc. RNDr. Lubomir Opletalovi, CSc. a PharmDr. Danielu Junovi, Ph.D.
za zmeéteni antiagregacni aktivity chalkonti.

Moje podékovani patii rovnéz prof. Dr. Michaelu Giitschowovi za pfijeti a odborné vedeni
béhem studijniho pobytu na Pharmazeutisches Institut, Friedrich-Wilhelms Universitit in Bonn
(SRN) vroce 2003 v ramci programu ERASMUS a béhem kratkodobého pracovniho programu
v roce 2005 tamtéz a jeho skupin€ doktorandil za vytvoreni motivujiciho pracovniho prostiedi.

Tato prace vznikla za finanéni podpory Vyzkumného zaméru MSM 111600001, MSM
111600002 a MSM 0021620822 a grantu FRV'S 2970/2003.






Disertacni prace Obsah
Obsah
SEZNAM ZKIALEK ... 7
1 UV, 9
2 (O3 5 TP PO PR TSR PROR 10
3 TEOTEHICKA CASE ...ttt 11
3.1 Chalkony jako rostlinné metabolity a pfedlohové slouceniny pro vyvoj novych IéCiv.......... 11
3.11 Antimikrobni G€inky chalkontll...........ccccvieiiiiiiii 13
3.1.2 Antifungalni UCinky chalkOnTl ........cccoviiiiieiiiiiie e 18
3.1.3 Antivirové U¢inky chalkontll ..o 21
3.14 Antiprotozoalni U¢inky chalkOnil ..........covvveiiiiriiiiiiee e 26
3.14.1  Antimalarické plisobeni chalkOntl .........c.ccooiriierininieiise e 26
3.14.2  Antileishmaniosni a trypanocidni ptisobeni chalkonil............cccccevvvviveinnernnne. 28
3.1.4.3  Dalsi antiparazitarni G¢inky chalkont ..........ccccooviiiiiiiiini e, 33
3.1.4.4  Pusobeni chalkoni na cysteinové proteasy parazitll........cc..coevevvenivreernnenneennes 34
3.1.5 Anthelmintické G€inky chalkontl..........cocoeiiiiiiiiiii e, 37
3.1.6 Antineoplastické ptisobeni chalkontll...........ccoociviiiiiiiiii e, 38
3.1.7 Chalkony jako ChEMOSENSILIZETY .......ccvoeiiiiiiieiieiieieeeee e 48
3.1.8 Pisobeni chalkonil na tyroSinkKinasy........ccccceeveereiiiiieiienie e 49
3.1.9 Plisobeni chalkonil Na ENZYMY........c.cccerireeiirieieiiesee e 50
3.1.9.1  Pusobeni chalkoni na aldosareduktasu ..........cccocvvvrviiininiinincee 50
3.1.9.2  Pusobeni chalkoni na monoaminooxidasu a katechol-O-methyltransferasu .... 50
3.1.9.3  Pusobeni chalkoni na XathinoXidasu...........ccvveeriieniieiineee e 52
3.1.9.4  Pusobeni chalkonli na enzymy zasahujici do metabolismu glutathionu............ 54
3.1.9.5  Pusobeni chalkonid na epoxidhydrolasy..........cccoouvriiiininnininien e 56
3.1.9.6  Pusobeni chalkoni na fosfodieSterasy .........ccooervririeriniiene s 59
3.1.9.7  Pusobeni chalkonti na COX a dalsi enzymy v souvislosti s jejich

protizanétlivym a antiulcerosnim plisobenim.........cccccervrvernrienieenesieeneseenene 60
3.1.10 Ostatni UCINKy chalkonll ..o 65
3.1.11 Synteticky vyznam chalkOnt..........ccoiiiiiiiiiiie e 65
3.2 2-Benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-0N .........ccooeiiiiiiiiniiinecceee 66
4 IMELOAICKA CASE ...ttt bbbttt ettt sb e sh e sab e et et e e nbeenenas 69
4.1 Derivaty ChalKOMU.......ccviviiiiieiisiece e s 69
411 Syntéza chalkonl.........c.ccviiiiiiii e 69
4111  Claisen-Schmidtova KONAeNSACe ...........ccovrveriirreiiiiiec s 69
4.1.1.2  Friedel-CraftsSova aCylace ..ot 70
4.1.1.3  Dalsi syntézy chalkOnt.........c.ccoviiiiiiiiiiiiieiiesic e 70
412 Michaelova adice thiolll na chalkony ...........cccociiiiiiinei e, 71
4.2 2-Benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-0N .........cccccoeiiiiiiiiiiic e 71
421 Syntéza auronu (2-benzylidenkumaranonu) ...........cccoeveiriinienenieneneneeeeese 71
4.2.1.1  Oxidativni cyklisace 2"-hydroxychalkontl............cccccoiniiiininiiiinincence 71
4.2.1.2  BenzZofuranOva CESTA.......cociieiiiiiiiiiiieeiee sttt ettt s st b e sre e 73
4.2.1.3  Palladiovy coupling a nasledna cyklisace diarylpropynonti...........cc.ccceerueennnne 73
422 Syntéza epOXIAU AUIOMUL......ccueeitiriieiiiiiiie it 74
423 Syntéza 2-benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-0NU...........ccoorvienenciciicenen 75
5 EXPErimentaAINT CASL........eeiviiiiiiiitiiieie sttt bbb s 77
51 Syntézy a fyzikalné-chemické vlastnosti latek ..........ccovvveviniiiiniiie 77
511 Derivaty chalkonu a jejich syntetické meziprodukty...........cccoovvviiiiiiininiennn 77
5.1.1.1  Pfiprava 5-alkylpyrazin-2-karbonitrild (S1 — S11) radikalovou alkylaci........... 77



Disertacni prace

Obsah

5.1.1.2  Piiprava 1-pyrazin-2-ylethanonu a 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethanont (S12 — S22)
GrignardoVou TEAKCT .....vveviiiiiiiiieiie e 81
5.1.1.3  Piiprava 1-pyrazin-2-yl-3-arylprop-2-en-1-onu a 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)-3-
arylprop-2-en-1-ona (S23 — S66) Claisen-Schmidtovou kondensaci................. 85
5.1.1.4  Piiprava 1-fenyl-3-subst.fenylprop-2-en-1-ont (S67 — S72) Claisen-
Schmidtovou KONdensac .........cccceviiiiiiiiiiee e 108
5.1.1.5 Piiprava 3-alkylsulfanyl- a 3-arylsulfanyl-1,3-difenylpropan-1-ont (S73 — S79)
Michaelovou adiC........covieiiiiiiiie it 111
5.1.1.6  Piiprava 3-alkylsulfanyl- a 3-arylsulfanyl-1-pyrazin-2-yl-3-aryl-propan-1-ont
(S81 — S85) Michaelovou adiCi........c.erveeririiiriiiesiesie s 115
5.1.2 Syntéza 2-benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-onu (S88) ..........ccccevevvvrvennne. 118
5.1.21  Syntéza auronu (S86) ......cccureeririeeireeiiie et e 118
5.1.2.2  Syntéza trans-auronepoXidu (S87)........cccvvriiririeriniereieeese s 119
5.1.2.3  Stépeni epoxidového kruhu trans-auronepoXidu ............c..cceeeeeervrerreseenereeens 119
5.1.3 Spektra vybranych chalkont v ultrafialové a viditelné oblasti ............ccccuennee. 121
5.2 Biologické NOANOCENT .....vcveiviiiiiiiiie e 122
521 Antimykobakteridlni teStOVANT ........cccveiiieeie e 122
5.2.2 ANtifungalni teStOVANT........cevviiieiiiiiie e 125
5.2.3 Testovani inhibice fOtOSYNIEZY ......cceeevveeiieiiiiie i 131
524 Antiagregacni hodnoceni chalkontl...........ccccooviiiiiiini s 132
5.25 Testovani chalkonti na inhibici papainU...........cccoceviiiiiiieniese e 134
5.3 Studium reakeni kinetiky chalkonti s 1atkami obsahujicimi thiolovou skupinu....... 137
6 DHSKUSE ... s 140
6.1 Syntézy a fyzikalné-chemické vlastnosti latek............ccovvvriiiiiiniiiinicien, 140
6.1.1 Derivaty chalkonu a jejich syntetické meziprodukty .........c.ccoovriviiiivninninnns 140
6.1.1.1  Piiprava 5-alkylpyrazin-2-karbonitrilti (S1 — S11) radikalovou alkylaci......... 140
6.1.1.2  Piiprava 1-pyrazin-2-ylethanonu a 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethanont (S12 — S22)
GrignardoVou TEAKCT .....veieeiiiiiieie it 140
6.1.1.3  Piiprava 1-pyrazin-2-yl-3-arylprop-2-en-1-ont, 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)-3-
arylprop-2-en-1-ona a 1-fenyl-3-subst.fenylprop-2-en-1-ona (S23 — S72)
Claisen-Schmidtovou KOndenSaci ...........cooveeeiiiiinenineneeeees e 140
6.1.1.4  Piiprava 3-alkylsulfanyl- a 3-arylsulfanyl-1,3-difenylpropan-1-ont (S73 — S79)
a 3-alkylsulfanyl- a 3-arylsulfanyl-1-pyrazin-2-yl-3-subst.fenylpropan-1-ont
(S81 — S85) Michaclovou adiCi.......ccveveieriiiiieriisie e 143
6.1.2 Syntéza 2-benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-onu (S88) ..........ccccevvvvriennne. 145
6.2 Bi0logické hodNOCENT ........ceiviiiiiiiiiiiie e 146
6.2.1 Antimykobakterialni teStOVAN ..........cccviiieiieiie e 146
6.2.2 ANtifungalni teStOVANT........eeiviiiiiiiiiie it 148
6.2.3 Testovani inhibice fOtOSYNIEZY .......c.eevveriieriiiiiiic e 149
6.2.4 Antiagregacni hodnoceni chalkontl...........cccccoviviiiiiiiii s 149
6.2.5 Testovani chalkoni na inhibici PapainU...........cccceererieriininienereee e 150
6.3 Studium reakeni kinetiky chalkonti s 1atkami obsahujicimi thiolovou skupinu....... 151
7 RST8] 1 TSSOSO P ST PP 152
8 SUMIMEIY .ottt et h e bt e s he e s a bt e R bt e s bt e bt ekt e sbe e eb e e eh e e e sbe e abe e sbeesbeesanesnneanns 153
9 Seznam publikOVANYCh PraCi........cccoiiiiiiiiiiiiiiiice e e 154

10 Literatura



Disertac¢ni prace

Seznam zkratek

3D-QSAR
5-HETE
15-HPDG
ABC transporter
ACE

AChE

AFO reakce
AK

BCRP
BuChE

CD

CNS
COMT
COX
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DCC
DCM
DHETSs
DMAP
DMSO
DOPA
dppe
dppf
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DTT
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EDRF
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EGFR
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FRD
GAPDH
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GSH
GSH-RD
GSSG
GSTs
Hb
HeLa bunky
HGF
HO-1
HRV
IBMX
ICso
ICAM-1
ICE

IL
iINOS

Seznam zkratek

trojrozmérna studie kvantitativniho vztahu struktury a ucinku
kyselina 5-hydroxyikosatetraenova
15-hydroxyprostaglandindehydrogenasa

ATP vazajici jednotka (ATP binding cassette)
angiotensinkonvertasa

acetylcholinesterasa

Algar-Flynn-Oyamadova reakce

aminokyselina

protein resistence nadoru prsu (breast cancer resistance protein)
butyrylcholinesterasa

koncentrace potiebna ke zdvojnasobeni specifické aktivity enzymu
(concentration required to double the specific activity)
centralni nervovy systém

katechol-O-methyltransferasa

cyklooxygenasa

cytochrom P

N,N’-dikarbohexylkarbodiimid

dichlormethan

kyseliny dihydroxyikosatrienové
4-(N,N-dimethylamino)pyridin

dimethylsulfoxid

dihydroxyfenylalanin

difenylfosfinoethylen

difenylfosfinoferrocen

1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl

1,4-dithio-D,L-threitol

Epstein-Barrové virus

koncentrace latky potifebna k vyvolani 50% maximalniho uc¢inku
oxid dusnaty (endothelium-derived relaxing factor)
kyselina ethylendiamintetraoctova

kyseliny epoxyikosatrienové

receptor epidermaniho ristového faktoru
epoxidhydrolasa

7-ethoxyresorufin-O-deethylasa
flavinadenindinukleotid

superoxiddismutasa obsahujici zelezo
fumaratreduktasa
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
gastrointestinalni trakt

redukovana forma glutathionu

glutathionreduktasa

oxidovana forma glutathionu

glutathiontransferasy

hemoglobin

buiiky rakoviny délozniho ¢ipku

hepatocytarni riistovy faktor (hepatocyte growth factor)
hemoxygenasa-1

humanni rhinoviry

3-isobutyl-1-methylxanthin

koncentrace latky vyvolavajici 50% inhibici
intracelularni adhesni molekula 1 (intercellular adhesion molecule-1)
enzym konvertujici IL-1p (IL-1pB converting enzym)
interleukin

inducibilni synthasa oxidu dusnatého
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Seznam zkratek

Ky’
logP
LOX
LT
KVS
MABA
MAO
MDR
mEH
MES
MIC
MK
MLC
MRP
MRP1
MS
Mtb

N

NBS
NF-xB
NOS
NSAID
NU
oDC
OER
p53
PAL
PDE
PG
P-gp
PPP
PRP
QR
ROS
SAR
SDA
S.E.
SEH
TAACF
TEA
THF
TNF-a
TPA
TPST
TryR
UDP
Vo
VCAM-1
VEGF
X0
Z-Phe-Arg-pNA

zdanliva inhibi¢ni konstanta

logaritmus rozdélovaciho koeficientu

lipoxygenasa

leukotrien

kardiovaskularni systém

mikrodilu¢ni Alamar Blue test (Microplate Alamar Blue Assay)
monoaminooxidasa

mnohonasobna lékova resistence (multiple drug resistance)
mikrosomalni epoxidhydrolasa

sulfanyloctova kyselina

minimalni inhibi¢ni koncentrace

mastné kyseliny

minimalni letalni koncentrace

proteiny asociované s MDR

protein-1 asociovany s MDR

hmotnostni spektrometrie

Mycobacterium tuberculosis

neurcovano

N-bromsukcinimid

jaderny faktor kB (nuclear factor kB)

synthasa oxidu dusnatého (nitric oxide synthase)

nesteroidni antiflogistika (non-steroidal antiinflammatory drugs)
nezadouci Gcinky

ornithindekarboxylasa

rychlost vyvoje kysliku (0xygen evolution rate)

lidsky nadorove supresorovy protein

fenylalaninammonialyasa

fosfodiesterasa

prostaglandiny

glykoprotein P

plasma chuda na krevni desti¢ky (platelet poor plasma)

plasma bohata na krevni desticky (platelet rich plasma)
NAD(P)H:chinonreduktasa

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

vztah struktury a G¢inku (structure-activity relationships)
Sabouraudova ptida (Sabouraud dextrose agar)

smérodatna odchylka (standard error)

rozpustnd epoxidhydrolasa

Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility
triethylamin

tetrahydrofuran

tumor-nekrotizujici faktor a
12-O-tetradekanoylforbol-13-acetat (promotor vzniku koznich nadort)
tyrosylproteinsulfotransferasa

trypanothionreduktasa

uridindifosfat

pocate¢ni rychlost reakce (chemické, enzymové)

adhesni molekula vaskularnich bunék 1 (vascular cell adhesion molecule-1)
rastovy faktor vaskularniho endotelu (vascular endothelial growth factor)
xanthinoxidasa
benzyloxykarbonylfenylarginin-para-nitroanilid
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1 UVOD

Obmeénovani struktury piirodnich latek je jednim ze zdroji novych chemickych 1éciv. Tato
prace fesi problematiku syntézy ptirodnich latek a jejich analogl jako potencialnich 1é¢iv. Nejvetsi
¢ast prace predstavuje syntéza derivatd chalkonu, piip. jejich prekursort, a studium jejich
biologickych ucinki. Tato problematika zapadd svym charakterem do dlouhodobého vyzkumného
zaméru pracovni skupiny farmaceutické chemie Katedry farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv
Farmaceutické fakulty University Karlovy. Na zminéném pracovisti je mimo jiné studovana
zavislost mezi chemickou strukturou atucinkem nové piipravenych  potencialnich
antimykobakterialnich a antifungalnich latek.

Chalkony ptedstavuji latky s enonovym seskupenim a jsou hojné zkoumany jako potencialni
1é¢iva. Vyznam maji ale i pro jiné obory, napi. jako optické materialy [1], dale v kosmetologii
[2,3,4] a tabakovém pramyslu [5].

Cést experimentd (pfiprava jednoho derivatu chalkonu a syntéza piirodniho auronolu) byla
provedena vroce 2003 béhem Etyfmésiéniho pobytu vramci programu ERASMUS na
Pharmazeutisches Institut, Friedrich-Wilhelms Universitit in Bonn (SRN) pod vedenim
prof. Dr. Michaela Giitschowa. Béhem kratkodobého pracovniho programu v roce 2005 tamtéz
byly diive pfipravené chalkony hodnoceny na biologickou aktivitu a zkoumana kinetika jejich
reakci s riznymi thioly.
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2 CILPRACE

Ukolem této prace bylo navazat na piedchozi disertaéni praci z této oblasti [6], pfipravit
ucinngjsi derivaty chalkont tak, aby byly ziskany ucinné 1éCivé latky, pfip. aby bylo mozno na
veétsi sérii sloucenin vyvodit vztahy mezi strukturou a antifungalnim a antimykobakterialnim
ucinkem. K tomu méla pfispét i modifikace enonového seskupeni chalkonti adi¢ni reakci s thioly.
Tato ¢ast navazuje hledanim ucinnych derivatd 1,3-diaryl-3-alkyl(aryl)sulfanylpropanonti na
diplomovou praci [7] a hledani novych antimykotik a antituberkulotik zapada do celkového
zaméfeni vyzkumu na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové.

Dale mé¢la byt na Pharmazeutisches Institut, Friedrich-Wilhelms Universitit in Bonn (SRN)
dofesena syntéza piirodniho auronolu [8].



Disertacni prace Teoreticka cast

3 TEORETICKA CAST

3.1 Chalkony jako rostlinné metabolity a predlohové
slouCeniny pro vyvoj novych léciv

Chalkony patii do skupiny flavonoidu. Flavonoidy jsou sekundarni metabolity rozsifené kromé
hub v celé rostlinné fisi. Protoze v ptirodé se vyskytujici flavonoidy maji na zakladnim skeletu
vzdy hydroxylové skupiny, byvaji fazeny mezi rostlinné polyfenoly. Flavonoidim jsou pfipisovany
prvorade Gc¢inky antioxidacni, i kdyZ jednotlivé skupiny vykazuji fadu dalsich specifickych ucinki
[9,10,11].

Rostliny tvoti flavonoidy dvéma zplsoby, jednak cyklisaci chalkonti (vznikaji kondensaci
fenylové a fenylpropanové jednotky) na flavanony, a dale redukeci chalkonti a cyklisaci na
3-flaveny. U piirodni flavonoida pievazuje v substituci hydroxylace, methoxylace skeletu, pfip. je
na skelet navazana cukerna slozka.

Flavonoidy se déli do nékolika skupin: chalkony, flavony, flavonoly, flavanony, flavanonoly,
anthokyanidiny, dihydrochalkony, aurony, flavanoly, flavandioly (leukoanthokyanidiny),
isoflavonoidy, biflavonoidy a proanthokyanidiny (kondensované taniny) a dalsi (viz schema 1).

Schema 1. Metabolické cesty v biosyntéze flavonoidu, pievzato z publikace [12]

(e}
isoflavon

L () 9
OH OH OH

OH  flavandiol anthokyanidin

L
OH

katechin
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Dihydrochalkony (napt. floretin) vznikajici redukci chalkont jsou zajimavé svou sladkou chuti
[13,14].

Chalkony, které vznikaji kondensaci 4-kumaroylkoenzymu A a 3 molekul malonylkoenzymu A
[15], mohou piechazet na aurony, isomerisaci na isoflavony nebo cyklisaci na isomerni flavanony
a dale pak poskytuji dalsi typy flavonoidd. Substituce jednotlivych typl flavonoidl se vzdy odviji
od substituce vychozi latky, resp. chalkonu; ale miize byt v burikach i sekundarné pozménéna [12].

Chalkony a aurony vyznamné piispivaji ke Zlutému zbarveni kvétd u rostlin. V rostlinach plni
dale funkci UV protektord a hmyzich repelentt [16].

Chalkon je trivialni nazev pro 1,3-difenylprop-2-en-1-on (1). Kruh sousedici s karbonylem se
oznacuje jako kruh A a &isluje se ¢arkované. Kruh B konjugovany s vinylenovym seskupenim se
Cisluje bez carek.

1 nesubstituovany chalkon

Nejstalej$im isomerem a konformerem chalkonu je (E)-s-cis-1,3-difenylprop-2-en-1-on. Na
(2)-isomer mize prechazet fotoisomerisaci, ten ovSem nema ze sterickych divodi planarni
strukturu [17]. Drtiva vétSina derivati se nachazi ve formé (E)-isomeru a tyto chalkony maji téméef
planarni strukturu, zaleZi ovSem na charakteru substituce. Obzvlasté objemné substituenty v ortho-
poloze mohou zpisobit vytoteni kruhti [18]. Uhel, ktery svira kruh B se zbytkem molekuly, se
u rizné halogenovanych, hydroxylovanych a methoxylovanych chalkoni pohyboval v rozmezi od
13,7 az 20,1° [19].

Chalkony s hydroxylem v polohach 2° a 4 v methanolickém roztoku byly resistentni
k fotoisomerisaci dennim svétlem [20]. Shibatova skupina [21] zkoumala i zavislost biologické
aktivity na typu isomeru chalkonu (viz kap. 3.1.6).

Energeticka bariéra mezi s-Cis a s-trans konformerem je piirozené¢ mensi nez u geometrickych
isomeru, ale v pevném stavu se vétSina latky nachazi jako s-Cis konformer, situace se miize ménit
rozpousténim v riznych rozpoustédlech [22].

O biologickych ucincich chalkonli bylo pojednano v nékolika ptehledovych c¢lancich
[23,24,25,26,27].

Nekolik chalkont nalezlo uplatnéni v klinické praxi. Pii 1é€bé chronické venosni insuficience
dolnich koncetin, ktera je pfi¢inou morbidity a varikosnich zil u 20 az 60 % dospélych zapadniho
svéta, se uplatnil hesperidinmethylchalkon (2). Léc¢ba tohoto onemocnéni ma za cil snizit jak
Klinické ptiznaky, tak rozvoj chronického zilniho onemocnéni. Piipravek pouzivany v této indikaci
Cyclo3 Fort, obsahujici kotenovy extrakt Ruscus aculeatus, hesperidinmethylchalkon a kyselinu
askorbovou, je venotonickym piipravkem a tato medikamentosni 1é¢ba piedstavuje pouze Cast
vsech rezimovych opatieni a terapie. Venotonika zvySuji Zilni tonus, podporuji kontrolu kapilarni
permeability, stimuluji lymfatické odvodnéni a koriguji —hemorheologické poruchy.
Hesperidinmethylchalkon brani poklesu hladiny ATP navozenému hypoxii [28].

Isolikviritigenin (3) se pouziva jako inhibitor fosfodiesterasy Il (PDE I1l) pti 1é¢bé& onemocnéni
KVS [29] a 1-(2,4-dimethoxyfenyl)-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (metochalkon, 4) jako
choleretikum a diuretikum [16].
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Rl o
R4
R2 R3 R>

2 hesperidinmethylchalkon R', R* = OH,
R? = 6-0-(6-desoxy-a-L-mannopyranosyl)-p-D-glukopyranosyl, R®, R®> = OCHj
3 isolikviritigenin R!, R?, R° = OH, R*, R* = H
4 metochalkon  RY, R?, R®=OCH3, R®, R* = H

Pod nazvem Vesidryl byl metochalkon v Belgii a Francii registrovan pro peroralni podani
v nasledujicich terapeutickych indikacich: dyspepsie, zacpa a dyskinese zluéniku [30].

V praxi se Vnejriznéjsich indikacich pouziva vceli produkt propolis, bohata smés latek
obsahujici zhruba 1,7 % chalkond, které se mohou podilet na daném spektru vyuzivanych ucinkt
[31].

Nekteré chalkony jsou patentovany jako potencialni 1é¢iva [32,33,34,35].

Mechanismus biologického plsobeni chalkonll neni znam. Existuji pouze rizné domnénky

a hypotézy.

Chalkony maji ¢aste¢ny kladny naboj na B-uhliku a mohou tak vytvaret Michaelovy adukty
s nukleofily, napf. thiolovymi skupinami a aminoskupinami biomolekul.

Chalkony mohou ochuzovat buiku o glutathion (GSH) [29] a inhibovat glutathionreduktasu,
enzym udrzujici GSH v redukovaném stavu [36].

Je znama napiiklad také souvislost s nadmérnou tvorbou transmembranového glykoproteinu P
(P-gp) u nadorovych bunék, které ziskaly mnohacetnou 1ékovou resistenci. Derivaty flavonu maji
schopnost vazat se na glykoprotein P, jak na vazebné misto pro ATP, tak na oblast interagujici se
steroidy. Flavonoidy tak pfestavuji novou skupinu moduldtorii. Chalkony v této studii bohuzel
zkoumany nebyly [37], ale jsou znamy jiné prace na toto téma (viz kap. 3.1.7).

V ptedchazejici a dalsi praci byla postulovana myslenka, ze terapeutické ptisobeni chalkont
a flavonoidi obecné je zaloZeno na strukturni podobnosti benzopyranové jednotky s adeninem,
resp. molekulou ATP, ktera je nezbytna pro funkci enzymi a receptort. To odpovida jejich
schopnosti inhibovat enzymy vézajici ATP: ATPasu, myosin, Na‘/K*- a Ca’*-membranovou
ATPasu, proteinkinasu, proteinkinasu C, Ser/Thr-proteinkinasu, Tyr-proteinkinasu a topoisomerasu
[38].

Podobng¢ jako jiné flavonoidy, mohou i chalkony ovliviiovat funkci biologickych membran [39].
Bylo také zjisténo, Ze chalkony zhorSuji pfenos energie v mitochondriich [29,40].

3.1.1 Antimikrobni ucinky chalkoni

Bakterialni infekce se stavaji vaznou hrozbou z hlediska rychlého ziskavani resistence klinicky
vyznamnych grampositivnich bakterii na klasicka antibiotika, napf. S. aureus na methicilin,
oxacilin a nafcilin a enterokokii na vankomycin [41].

Mezi zavedenim kyseliny nalidixové v roce 1962 a linezolidem v roce 2000 nebyla ve spektru
1é¢iv piedstavena zadna nova tiida antibakteridlnich chemoterapeutik. Veskeré latky ztohoto
obdobi jsou pouze strukturnimi modifikacemi existujicich molekul [42].

Prehledovy clanek pojednavajici o pouziti chalkond jako moZznych terapeutik bakteridlnich
onemocnéni byl publikovan v roce 2000 [26].

Vysledky z testovani rGznych druhd pfirodnich i syntetickych flavonoidi na methicilin-
resistentnich kmenech Staphylococcus aureus (tab. 1) byly podobné zavéraim uvedenym ve vyse
zminéném referatu. Pii testech bylo zjisténo, Ze pro antimikrobni ucinek je u chalkonli vyhodna
hydroxysubstituce v ortho-poloze na kruhu A. Nesubstituovany chalkon byl u¢inngjsi nez flavon
a flavanon. Chalkony (5 — 7) byly dokonce prohlaseny za slibna terapeutika 1é¢by stafylokokovych
infekei, které stale jesté mohou vyvolavat zivot ohrozujici stavy [19].
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Tab. 1. Pusobeni hydroxychalkonti ha methicilin-resistentni kmeny S. aureus

RU o Chalkon | R* | R® | R® | MIC (ug x ml™)
5 OH| H | H 16,3

Pz
O O 6 | OH|OH| H 31,6
R3 7 OH| H | OH 36,6
Jiz v ptehledovém clanku bylo konstatovano, Ze chalkony ptisobi spiSe na grampositivni nez
gramnegativni organismy. Alvarez et al. zkoumali uc¢inek trihydroxylovanych chalkonti na
Escherichia coli. V této sérii se ukazala hydroxysubstituce v poloze 4 kruhu A esencielni pro
bakteriostaticky u¢inek. Nejaktivn&jsim byl chalkon 8 (MIC 46 pg x ml?), chalkon 9
a isolikviritigenin (3) byly méné aktivni. Autofi zakoncili diskusi zav€rem, Ze grampositivni
a gramnegativni bakterie se 1isi strukturou bunééné stény a z toho ziejmé prameni rizné naroky na
substituci bakteriostatickych chalkond [43].

R1

OH O
' O CL
- Y O
8R!=H,R?= 10 R = OCHj,
9R!'=0OH,R*= H 11 R=0H

V indické praci je podtrzen vyznam ortho-hydroxyskupiny na kruhu A [44].

Vdécénym a bohatym zdrojem biologicky aktivnich latek je propolis. U propolisu je znama tada
biologickych u¢inki: antimikrobni, fungicidni, antivirovy, imunostimula¢ni, cytostaticky
a schopnost zhaset volné radikaly. Chemické sloZeni je ale vzdy ovlivnéno flérou v misté sbéru,
geografickym umisténim lokality a dobou sbéru. Z propolisu sebraného v lednu 2000 v El Salvador
ve stfedni Americe byly ziskany dva nové chalkony 10 a 11 atyto latky projevily v porovnani
s extraktem vyS§i antibakterialni aktivitu na Staphylococcus aureus, tzn. ze mohou byt odpovédné
za tento G¢inek. Navic u prvni latky byl nalezen také cytotoxicky Gcinek [45].

Piirodni latky — likochalkony A (12), B (13), C, D a echinatin z kotene Glycyrrhiza inflata
(Fabaceae) se oznacuji jako retrochalkony z diivodu absence hydroxylové skupiny v poloze 2
kruhu A. O likochalkonu A, isolovaném z rtiznych druhti kofene 1ékofice je znamo, Ze vykazuje
fadu ucinku, které jsou vyuzivany ve farmaceutickém a potravinarském prumyslu.

Likochalkon A (12) byl testovan na inhibici Bacillus subtilis kontaminujiciho potraviny.
V koncentraci 2 — 3 pg x ml™* mize tento retrochalkon zabranit vegetativnimu bun&énému ristu
B. subtilis a neztraci tuto schopnost ani v pfitomnosti roztoku chloridu sodného nebo proteasy.
Z toho vyplyva, ze je pouzitelny jako pfirodni potravinaiské konservans. Mechanismus tohoto
pusobeni je zkouman. V této praci bylo opét potvrzeno, ze chalkony, konkrétné likochalkon A jsou
malo aktivni na gramnegativni bakterie: E. coli a P. aeruginosa [46].

0] OMe
oM
(0] e _
g (T
HO OH

" |

12 likochalkon A R = 1,1-dimethylprop-2-en-1-yl

13 likochalkon BR = H 14

Likochalkon A (12) také nejlépe ze vSech chalkoni isolovanych zlékotice pusobil na
methicilin-resistentni i -sensitivni Staphylococcus aureus (MIC 16 pg x ml™) [47].
Z dalsich praci vyplynuly SAR u likochalkonu A (12):
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e volna hydroxyskupina na kruhu A je nepostradatelna pro G¢inek

e vliv na aktivitu mé také prenylova skupina na kruhu B, jeji odstranéni mé za nasledek
uplnou ztratu aktivity; mize byt ale nahrazena jinou lipofilni alifatickou skupinou,
zaména za hexyl vede k aktivnéjsi struktute

e hydroxyskupina na kruhu B nema na antibakteridlni u¢inek zadny vliv, miize byt napf.
etherifikovana, nahrazena chlorem.

Prikladem aktivni latky je chlorovany derivat 14 s MIC 10 uM na S. aureus (ciprofloxacin
2 uM) [48].

Lékotice je nejpouzivangjsi lé¢ivou rostlinou v Kampo medicing, tradi¢ni ¢inské medicing
modifikované v Japonsku, a je 1é¢ivem, které piekonalo tisicileti [49]. Lékoficovy extrakt je
pouzivan napt. k 1é¢bé peptickych viedd. Mezi chemickymi komponentami byly nalezeny nejen
likochalkon A (12) a B (13), ale v G. glabrata glabridin a glabren, v G. uralensis likoricidin
a likoisoflavon B. Vsechny tyto slouceniny inhibovaly in vitro rast Helicobacter pylori, véetné
klarithromycin- a amoxicilin-resistentnich kmend. U likochalkonu A z G. uralensis byla
zaznamenana slaba aktivita na H. pylori (12,5 — 25 ug x ml™) [50].

Hojeni Zaludeéni sliznice po eradikaci H. pylori [51] a Campylobacter pylori [52] zlepSuje
sofalkon (vice viz kap. 3.1.9.7).

Z davodu né&kterych omezujicich vlastnosti likochalkonu A (12) jako napf. Spatna rozpustnost
ve vod¢, stfedni antibakterialni ucinek, byla p-hydroxyskupina kruhu A isosterné nahrazena
a ziskany kyselejsi derivaty. To bylo docileno substituci fluorem na kruhu A, ¢imz se zvysila
kyselost fenolické skupiny anebo isosterni nahradou hydroxyskupiny karboxylovou skupinou ci
zbytkem tetrazolu. Prvni zplsob zvySeni rozpustnosti selhal z hlediska aktivity. Karboxyanalog
pavodni slouéeniny byl témé&f stejné aktivni jako pavodni latka (20 — 40 uM). Na zakladé tohoto
vysledku byla provedena také SAR studie substituce na kruhu B. Vhodnym prediktorem
biologického ucinku byl parametr lipofility logP. Substituce v poloze 2 kruhu B, at’ uz elektrony
ptitahujici skupinou nebo elektrony odpuzujici skupinou, nepiinesla zvySeni aktivity. Lipofilni
substituenty v poloze 4 zvySovaly MIC v porovnani s parentni molekulou. Bakteriostatické aktivity
ciprofloxacinu alinezolidu dosahly in vitro sloudeniny substituované bromem nebo
trifluormethylovou skupinou v polohach 3 a 5 (15, 16; obé MIC = 2 uM). Sledovanim kinetiky
antibakterialniho profilu byl zjistén markantni rozdil mezi 1-(4-hydroxyfenyl)-3-(2,4-dichlorfenyl)-
prop-2-en-1l-onem (baktericidni G¢inek) a chalkonem 15 (bakteriostatické pusobeni).
Bakteriostaticky derivat by nemusel byt v terapii tolik toxicky vuéi savéim buiikdm jako

baktericidni 1é¢ivo [42].
H
N
: ®

0O
— R H
\N/\/N =
HO |
(e} R
15R = Br
16 R = CF, 17

Podle Nielsena et al. [41] jsou antibakterialni U¢inky likochalkonu A (12) dany interakci
s biologickymi membranami. Likochalkon A (12) pisobi neselektivné na bunééné membrany
prokaryotickych a eukaryotickych organismil a jako pomérné lipofilni slouc¢enina pravdépodobné
interaguje s centralni lipofilni ¢asti membrany. Eukaryotické bunééné membrany obsahuji hlavné

15



Diserta¢ni prace Teoreticka cast

neutralni fosfolipidy ve formé obojetnych iontli. Naproti tomu bunééné membrany bakterii obsahuji
velké mnozstvi negativné nabitych fosfolipidi. Zavedenim positivné nabitych skupin do molekul
chalkonti by bylo mozné zvysit jejich elektrostatické interakce s povrchem membrany mikrobd,
zamezit jejich interakci s vnitinimi lipidovymi strukturami a tim snizit jejich vliv na eukaryotické
buniky. Na zakladé tohoto pfedpokladu piipravili autofi obsahlou sérii latek s riznym umisténim
aminoskupiny v molekule a s riiznou vzdalenosti od chalkonového zakladu a dosli k témto
zaverim:

e derivaty saminoskupinou na kruhu A plsobi na grampositivni bakterie; poloha

aminoskupiny ani jeji vzdalenost od aromatického kruhu nejsou pro ucinek rozhodujici

e dilezité bylo pouze zachovat lipofilni charakter kruhu B

e slouceniny s obracenou substituct, tj. aminoskupinou na kruhu B a lipofilnim substituentem

na kruhu A mély podobny ucinek; u derivatt s aminoskupinou na kruhu B méla vzdalenost
aminoskupiny vliv na u¢inek
e zatimco derivaty s aminomethylovou skupinou byly malo ucinné, slouceniny s delSim
fetézcem mezi aminoskupinou a kruhem B mély dostatecnou aktivitu; U derivati tohoto
typu se dale ukazala vyhodna substituce objemnym lipofilnim substituentem v poloze 5
kruhu B

e slouceniny nesouci aminoskupinu na kruhu A i B byly vétSinou UCinné nejen vaci
grampositivnim mikroorganismtm, ale i vi¢i E. coli. Kromé toho slou¢eniny substituované
aminoskupinou na obou kruzich maji pfi dobrém antibakterialnim ucinku zanedbatelnou
schopnost hemolyzovat erytrocyty.

Nejucinngjsi latkou této série byl derivat 17. Jeho aktivita (MIC na methicilin-resistentnim
S. aureus 2 uM) byla srovnatelna s linezolidem, hemolyticka aktivita byla i v koncentraci 150 uM
zanedbatelna.

Na zavér celé studie byly ptipraveny kvarternizované analogy studovanych sloucenin. Jejich
aktivita byla srovnatelna s derivaty nesoucimi terciarni aminoskupiny. U kvarternich derivati je
vysoce nepravdépodobné, Ze by pronikaly bunétnou membranou a jejich aktivita tedy musi byt
zalozena na interakci s povrchovymi strukturami mikroba. Pfedpoklada se, Ze basicky
substituované chalkony budou pii fysiologickém pH protonisované a budou reagovat s bunéénou
membranou podobné jako povrchové aktivni kationtova peptidova antibiotika. Podobné jako
u peptidovych antibiotik se u nich pfedpoklada nizka pravdépodobnost vzniku resistence, rychly
baktericidni u¢inek a Siroké spektrum antibakterialni aktivity. Na rozdil od peptidovych antibiotik
byl mély byt snaze aplikovatelné, stabilngjsi v 1éCivych piipravecich a méné toxicke.

Z Piper aduncum L. (Piperaceae) provenience Papua Nova Guinea ziskala Orjalova skupina
fadu monoterpenicky substituovanych dihydrochalkonti s i¢inkem na Micrococcus luteus [53]
a B. subtilis [54].

Z Uvaria scheffleri Diels (Annonaceae) byly v Tanzanii isolovany smési latek vcetné
hydroxylovanych a methoxylovanych chalkont, ale jejich antibakterialni i antifungalni aktivita
byla slaba [55].

Zdvojené molekuly chalkont [56] spojené pies methylenovy mistek na kruhu A byly u¢inné na
E. coli (18 — 20) a dimer 21 na E. aerogenes.
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(@]
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o ~ 18R=H
19R = NO,
P . 20R=NH,
OH O 21 R = OCH;
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U amoniovych analogli dusikatych derivata chalkonu (22, 23) byl zkouman vliv na
grampositivni koky (S. aureus, Enterococcus faecalis), aerobni bacily (B. subtilis), gramnegativni
ty¢ky (E. coli, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa). Opét byly chalkony uc¢inngj$i na
grampositivni koky a aerobni tycky [57].

Aktivita vyrazné€jsi nez u chloramfenikolu se projevila u zminénych citlivych mikroorganismi
U derivatu 24. Desetiuhlikaty fetézec v téchto molekulach a substituce bromem (i pro benzylové
slouceniny) byl pro testovany ti€inek oznacen za optimalni.

Q 0
R = -
| X ) X = | N B
_N__ __R2 X

N
, R ™(CH,)n —CH

22 X = Br, R = H, R? = (CH,),Br
23 R = OH, R? = halogenovany fenyl
24 X =Br, R = H, R* = (CH,)Br
V navazujici praci mély latky 25 a 26 dobry ucinek na S. aureus, E. faecalis a B. subtilis.
Slouceniny bez atomu bromu na konci fetézce byly dokoce u€inngj$i nez odpovidajici latky
Vv predchazejici studii a délka alkylového fetézce byla optimalisovana na 14 — 16 uhliku [58].
Egyptska skupina farmaceutickych chemiku pfipravila chinazolinonové analogy chalkonti se za-
jimavou substituci [59]. Jeden z derivata (27) dosahl u¢innosti ampicilinu na E. coli (25 pg x ml™)
a klotrimazolu p¥i piisobeni na C. albicans (12,5 pg x ml™).

3

25R=0H,n=11,13
26 R=H,n=11,13,15

0
0
= /N
Z o)
HO N
A O O )
O NO e o] R OH 0
3
97 28R=H

29 R = OCH,-C¢Hs

Chalkony, které byly pouzity jako prekurSory pro syntetické flavony, byly testovany na lidské
patogenni grampositivni bakterie Sarcina lutea, B. subtilis a gramnegativni bakterie Shigella
dysenteriae a P. aeruginosa. U téchto bakterii nebyla nalezena zadna citlivost na uvedené chalkony
28 a 29 [60].

Lin et al. testovali rozsahlou sérii chalkonti a jejich heteterocyklickych analogi. Inhibice Mtb
pres 90 % pii koncentraci 12,5 pug x ml™ byla pozorovana u chalkont s 2-hydroxyskupinou na
kruhu A a 3-jod- a 3-chlorsubstituci na kruhu B (napi. 30). Testovana byla i inhibice
heterocyklickych analogt a analogt s jinymi aromatickymi systémy (31). Obecné mély nejvyssi
inhibici (> 96 %) z celé série latky s heterocyklem nebo fenylem s hydrofilni substituci na jedné
stran¢ molekuly a s fenylem nebo fenantrenylem s/bez lipofilni substituce na druhé strané molekuly
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(napt. 31). Zcela obecné feCeno — zda se, Ze je nutna hydrofilni substituce na jedné strané
a hydrofobni na druhé strané propenonu. V drtivé vétsiné piipadi byl na kruhu A substituent
schopny vodikové vazby. Odpovidajici testované flavonoly a flavanony nedosahly wc¢innosti
chalkontl, coz autofi ptipisuji veétsi rigidité molekuly téchto flavonoidd.

Podobné jako Nielsen et al. [41,42] dospéla i Linova skupina k zavéru, ze dostate¢nou
antibakterialni aktivitu vykazuji pouze chalkony, v nichZ je na zakladni propenon vazan na jedné
strané hydrofilni a na druhé stran¢ lipofilni substituent [61,62].

Z jihoamerického kete Chromolaena odorata (Asteracae) byla isolovana fada flavonoidnich
derivati v¢etné dvou chalkoni (32, 33) a testovana na Mtb. Chalkony byly neaktivni a proto bylo
postulovano, ze pro antituberkuloticky ucinek by byla nutnd pfitomnost nasyceného nebo
nenasyceného kruhu C jako je tomu ve flavanonech nebo flavonech [63].

OH O
=
O O 32 R = CHs
MeO OMe OR 33R=H
OMe

Lékofice je dals$im rostlinnym zdrojem antituberkuloticky u¢inné pfirodni latky [64],
likochalkonu A (12). Stejné¢ jako pusobi na jiné bakterie, byla u né& pozorovana inhibice
i uM. tuberculosis (7,1 pg x ml%), M. bovis (157 pg x ml™"), M. kansasii, M. xenophii
a M. marinum v koncentraci < 20 pg x ml™ [65].

3.1.2 Antifungalni u¢inky chalkonii

Piehled chalkonti a jejich derivata s antifungalnimi u¢inky byl publikovan v roce 1999 [23].

Antifungalni ucinky jsou u chalkon hleddny po prévu, nebot jsou strukturalné ptibuzné
fytoalexinim. Fytoalexiny jsou latky, které jsou rostlinami produkovany a hromadény jako
odpovéd’ na infekce, obzvlasté houbového pavodu. Chalkon 34 byl syntetizovan v souvislosti se
zkoumanim mechanismu G¢inku fytoalexind a jako jediny vykazal antifungalni aktivitu na vybrané
houbové patogeny rostlin [66].

OH O
(0]
. ¢
ShaciEmeS
HO OH
(0] H
34 35

Pro hledani novych bioaktivnich latek a predlohovych struktur jsou rostliny velmi Castym
zdrojem. Pfirodni antifungalné pusobici latkou, téinkem srovnatelnou se standardem, je 1-(3-
formyl-2,4,6-trihydroxy-5-methylfenyl)-3-fenylpropan-1-on (35), ktery byl isolovan =z rostliny
amazonské provenience Psidium acutangulum DC (Myrtaceae) [67].

Pii isolaci jednotlivych komponent extraktu c¢inské rostliny Eriosema tuberosum
(Leguminosae), jejiz kotfenovy extrakt projevil antifungalni G¢inky, byl ocekavan antifungalni
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ucinek i u ziskaného chalkonu 36. Zatento Géinek ale ziejmé odpovidaly strukturné piibuzné
flavanony a flavony [68].

36 37

Jak bylo feceno v piedchozi kapitole, je propolis bohatym zdrojem biologicky aktivnich latek
a je znama fada jeho biologickych G¢inkd. Z propolisu sebraného v lednu 2000 v El Salvadoru ve
sttedni Americe byly ziskany dva nové chalkony (10, 11) a tyto latky projevily vyraznou
antifungalni aktivitu [45].

V Kanadé¢ byl in vitro testovan heterocyklicky, ¢aste¢né nasyceny analog chalkonu (37) na
klinickych isolatech kvasinky Cryptococcus neoformans. Jedna se o enkapsulovanou, neurotropni
patogenni kvasinku, ktera zpisobuje fatalni infekce pfedevsim u imunokomprimovanych pacientd.
Léky volby v této indikaci jsou flukonazol a amfotericin B. Bohuzel jiz byla zaznamenana 1ékova
resistence a Gc¢innost 1é¢by je také ovlivnéna vedlej$imi ucinky vysokych davek amfotericinu B.
U zkouSené nové latky byla zjisténa MICso 1 pg x ml™ a jeji fungicidni uginek je ziejmé zaloZen na
inhibici membranové lokalisované H'-ATPasy, kterd za normalnich okolnosti odpovida za
acidifikaci okoli [69]. Tento chalkonu byl jiz diive zkouSen na rizné druhy rodu Candida a
Aspergillus, kdy se MIC pohybovaly mezi 0,83 — 2 pg x ml* a byl u¢inny ina organismy
resistentni na polyeny a azoly. Jeho struktura byla designovana jako thiolovy alkylator s dvéma
centry pro atak bunécnych thiold (naznacena u vzorce 37 Sipkami) a byl postulovan jiz zminény
mechanismus ptisobeni — tvorba Michaelovych aduktt [70].

Ze 4 syntetickych sérii pyrazinovych analogli chalkonu (38) jevily nejvyssi antifungalni G¢inek
3-(2-hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ony, a obzvlasté latky s nerozvétvenym alkylem
v poloze 5 kruhu A. Tato prace potvrdila vyznam ortho-hydroxysubstituce na kruhu B pro
antifungalni G¢inek [71].

38

? R® = H; C(CHa)s; CH,CH(CH3),; (CH,)sCHs; (CH,);,CHs
| Nm R? = 4-OH, 3-OCHyg; 2-OH; 4-OH; 4-N(CHs),
R2 39
Rli,\,/ R® = H; C(CHs)s; CH,CH(CHs),; (CH,)sCHs; (CH,),CHs
R® = 2-NO,, 3-NO;, 4-NO,

Pozdé&ji byla ptipravena série pyrazinovych analogti chalkont s nitroskupinou na kruhu B (39),
testovana na stejné druhy hub a opét byly ucinngjsi latky s nerozvétvenym alkylem, ptip. bez
alkylu. Takze se ukazalo, Ze pro antifungalni Gcinek miZze byt vyznamna i substituce
nitroskupinou, jako jednoho ze substituentti odtahujicich elektrony [72].

Chalkony 40 a 41, které byly pouzity jako prekurSory pro syntetické flavony, byly testovany
proti rostlinnému patogenu Collototrichum gloeosporioides Penz., lidskému patogenu Candida
albicans a plisnim: Aspergillus niger, Aspergillus flavus a Penicillium spp. Chalkon 41

s benzyloxyskupinou na kruhu A byl na Collototrichum gloeosporioides Penz. a Penicillium spp.
dokonce uc¢inngjsi nez flukonazol [60].
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0
Z O 40R=H 0 =
O O > 41R=O0CH;CeHs \ O O
R OH o 2

Pro syntézu obsahové latky indické 1é¢ivé rostliny Pongamia pinnata (Leguminosae), flavonu
lanceolatinu B, byl pouzit chalkon 42, jenz pusobil stfednim tu¢inkem na 2 grampositivni bakterie
(S. aureus, S. p-haemolyticus) a 2 gramnegativni bakterie (S. dysenteriae a S. typhi) [73].

V ptedchazejicich sdélenich byl pouze naznacen uvazovany mechanismus pisobeni chalkont
na houby. Inhibice syntézy bunécné stény vzhledem k jeji absenci v savéich bunkach by byla
idealnim cilem zasahu antifungalnich latek. Lopezova et al. syntetizovali rozsahlou sérii derivatl
chalkonu zahrnujici 1,3-difenylpropenony, 1-naftyl-, 1-furyl- a 1-chinolinyl-3-fenylpropenony.
Zadna zlatek netdinkovala na kvasinky: Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae,
Cryptococcus neoformans, ani na vlaknité houby Aspergillus niger, A. fumigatus, A. flavus. Naproti
tomu latky (43) projevily vyrazny ucinek na dermatofyty srovnatelny s amfotericinem B
a ketokonazolem. Z této studie byly vyvozeny i nékteré zavislosti u¢inku na struktuie:

e substituenty s +1 efektem mély tendenci snizit G¢inek

e substituenty na kruhu B s —I efektem v para-poloze zvySovaly ucinek, zatimco v ortho-
poloze doslo ke snizeni u¢inku zfejmé vlivem sterickych zmén

e zaména fenylu jinymi aromatickymi systémy vedla témét ke ztraté aktivity, vyjimkou
byl 3-furyl-1-(2,4-dichlorfenyl)prop-2-en-1-on, ktery inhiboval rist dermatofytd

e sterické faktory vyvolané vlivem objemnych substituent v ortho-polohach at’ uz kruhu
A ¢i B hraji kli¢ovou roli

o dihydroanalogy nékterych testovanych latek nevykazaly zadny ucinek.

V préci je zahrnuta také konformaéni a elektronova studie, ktera oznacila B-uhlik a karbonylovy
uhlik jako nejpravdépodobnéjsi centra interakce latek s enzymem nebo receptorem (nukleofilni
atak), coz vede k vyvolani u¢inku. Zavérem bylo konstatovano, Ze enonové seskupeni je pro uéinek
dulezité, nikoli ovSem samotné, ale roli hraje i substituce kruht [18].

0 OH O
— 4
T G L., &
MeO OMe
43

R!=H, R?=H, 4-NO,, 2-NO,, 3-OCHs, 44
4-OCHjs, 3,4-(OCHs),, R = H; 4-OCHs; 4-CHj; 3,4-OCH,0; 4-Br; 4-F; 4-Cl;
2,4-(OCHa),, 2,3-(OCH),; 4-NO,; 2-Cl; 3,4-Cl,; 3-NO,; 2-COOH

R'=4-Br, R* = 3-OCHj

Zcela nedavno byla zkousena citlivost 5 riznych dermatofyti vuci skupiné chalkont 44
odvozenych od xanthoxylinu (2°-hydroxy-4",6"-dimethoxyacetofenonu). Jednalo se 0 Microsporum
canis, M. gypseum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum a Trichophyton
rubrum, houby odpovédné za 80 — 93 % chronickych a rekurentnich infekci u ¢lovéka. Struktura
chalkonti byla obménovana substituci bromem v poloze 3 kruhu A, riznymi substitucemi kruhu B
a zaménou fenylu (kruhu B) 2-naftylem a2-furylem. Z této prace vySlo najevo, Ze ani
xanthoxylinovy fragment molekuly puvodné isolovany zlisti akmene jihoafrického stromu
Sebastiania schottiana (Euphorbiaceae), ani hydroxyskupina v ortho-poloze kruhu A nejsou
dostaCujici pro antifungalni aktivitu. Co se tyka substituce, latky se substituentem s —| efektem
v poloze 4 kruhu B byly aktivn€j$i nez nesubstituované. SlouCeniny se +I substituentem ve
zminéné poloze byly vSechny inaktivni. Nejucinnéjsi latkou, kterd inhibovala 10 klinickych isolati
Trichophyton rubrum byl 2-chlorderivat. Zadna z téchto latek nebyla G&inna na lidské patogenni

20



Disertacni prace Teoreticka cast

kvasinky: Candida albicans, C. neoformans, Saccharomyces cerevisiae a vladknité houby
Aspergillus albicans, A. fumigatus, A. flavus. Autofi této prace se zamysleli i nad mechanismem
ucéinku a oznacili chalkony jako induktory hyfové malformace, tzn. ze chalkon by mohl interferovat
se syntézou polymerd houbové bunééné stény [74].

Z kury stromu Artocarpus nobilis (Moraceae) piivodem ze Sri Lanky bylo isolovano 5 derivatt
geranylchalkonu (45 — 49). lIsolaci a sledovanim antifungalni aktivity na Cladosporium
cladosporoides byly nalezeny fungicidni chalkony [75].

OH O

NN NN = R
SRR s Y
o oH 46 R = OH
OH O
NS = R
SRaCUr™
OH HO OH 48R =OH

OH

0
NS =
oo,
OH
HO OH

3.1.3 Antivirové ucinky chalkoni

Zminka o antivirovém pusobeni flavonoidd a chalkonl je pomérné stara [76] a néktefi autofi
ptikladaji antivirové pusobeni chalkonti schopnosti chelatovat kovové ionty, napt. Zn, Fe, Al [77].

Zkoumanim antivirovych u¢inkti pfirodnich flavoni se dospélo k 1-(4-ethoxy-2-hydroxy-6-
methoxyfenyl)-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-onu (Ro 09-0410, 50). Tato latka byla oznaéena za
nové antivirotikum s u¢inkem exklusivné proti rhinovirim, ale neaktivni viéi jinym pikornaviram.
46 typa rhinovirt bylo citlivych pii koncentraci mensi nez 3 pg x ml™?, asi 5 rhinovirt pod
0,003 pug x ml™; MICs; u citlivych typt se pohybovaly mezi 0,03 — 0,4 pug x ml™. Neaktivni ziistal
chalkon pfi pusobeni na polioviry, coxsackie viry, echoviry, mengoviry, influenza viry, herpes

simplex viry a dalsi [78].
OH O
CLTT
EtO OMe OMe

50 Ro 09-0410

Zpusob ucinku a mechanismus reSistence vici antivirotiku Ro 09-0410 zkoumala stejna skupina
védcu. Inaktivace viru byla spojena s vazbou latky na virové casti, konkrétné proteiny virové
kapsidy. Tento chalkon je schopen ptimo inaktivovat humanni rhinoviry (HRV). HRV se déli na
vice nez 100 serotypi a jednotlivé serotypy se odliSuji kapsidovymi proteiny. Stabilizaci kapsidy
ale chrani chalkon vir ptfed nestabilitou v kyselém pH a teploté¢ 56 °C. Za normalnich okolnosti
vedou tyto podminky ke zméné velikosti, konformace a antigenicity viru. HRV navédzany na
chalkon je resistentni vici témto zménam [79,80].

Ro 09-0410 (50) blokuje nebo brzdi odplasténi virionové RNA u pikornaviri V hostitelské
burice, pisobi pravdépodobné stabilizaci virové konformace [81].

Porovnanim uc¢inku a studii zkiizené resistence né€kolika antiviroticky ucinnych latek na
rhinoviry (tab. 2) bylo zjisténo, ze chalkon Ro 09-0410 ma stejny mechanismus G¢inku jako
zobrazené slouceniny (51, 52), tzn. interaguje se stejnym specifickym mistem na proteinu virové
kapsidy, vazebné misto je bud’ totoZzné nebo velmi blizké [82].
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Tab. 2. Antirhinovirova aktivita chalkonu Ro 09-0410

IC50
o HRV serotyp (ug x mI)
1B 0,44
0 O 2 0,0055
O 3 0,89
4 >4
< o1 9 0,049
16 0,015
21 <0,002
0 29 0,049
o_ O 30 0,016
Cutby N\ gé 01629
52 49 0,002
MIC (ug x ml™) 0,023
cytotoxicka konc. 18

Typ vazby a konforma¢ni zmény po navazani na rizné typy rhinovird [83,84] byly popsany pro
vybrana potencidlni antivirotika v¢etné Ro 09-0410.

U chalkonu Ro 09-0410 byl studovan synergicky G¢inek s intranasalné podavanymi humannimi
interferony [85] a dale byla zkoumana zkiiZena resistence [86] a resistence humannich rhinoviri na
dobrovolnicich [87]. Resistence viru na Ro 09-0410 muze byt zptsobena substituci aminokyseliny
v kapsidovém proteinu [88].

Jako profylaktikum proti rhinovirové infekci byl chalkon Ro 09-0410 podavan intranasalné
dobrovolnikim v dvojité zaslepené kontrolované studii [89].

V poloze 2 fosforylované prolécivo Ro 09-0410, oznacené jako Ro 09-0415, bylo testovano na
dobrovolnicich v dvojité slepé, kontrolované studii na protektivni ucinky pfed experimentalni
rhinovirovou infekci. Toto prolécivo je dobie absorbovano po p. 0. podéni a v tkanich je rozstépeno
fosfatasami, zatimco parentni latka se neabsorbuje dobfe. Pro lokalni podani v dostatecné davce
jsou obé latky pfili§ drazdivé, proto jedinou nadé&ji pro jeji praktické pouziti je méné drazdiva
1ékova forma [90]. Velmi podobna latka (53) a jeji pfiprava byla jiz patentovana. ICsy proti
rhinoviru 2 byla 0,01 pg x ml™ [91].

OH O
CCTC
MeO OMe OMe
53

Thiofenové analogy chalkonu Ro 09-0410 (50) byly ptipraveny Friedel-Craftsovou acylaci jako
potencialni antivirotika proti pikornavirim (rhino, polio, coxsackie, echo). Jejich aktivita byla
oviem nulova nebo slaba. Aktivni byl pouze jeden derivat s MIC = 1 — 3 pg x ml™ (54). Nahrada
benzenového jadra thiofenem v molekule chalkonu vedla ke snizeni biologického uéinku a zvysSeni
toxicity [92].

i 0
s =
HCO—( | S S = S
WA \_/
OC,H, OMe
54 55

Thiofenovy derivat 55 pochazejici zjiné pracovni skupiny byl aktivni na echo 6 virus
a parainfluenza virus [93].
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Amidové analogy 56 Ro 09-0410 bez dvojné vazby mezi uhliky inhibovaly HRV jesté G¢inngji
neZ vychozi chalkon a to v koncentracich < 2 — 3 ng x ml™ [94].
(0]

N

56
Ze surového extraktu listi novozélandské rostliny Ozothamnus leptophyllus G. Forst.
(Asteraceae) isolovany 3-fenyl-1-(2,4,6-trihydroxyfenyl)prop-2-en-1-on byl aktivni na poliovirus,
herpes simplex virus a také na dermatophyty [95].
Herpes simplex virus HSV-1 a HSV-2 inhibovaly také dihydrochalkony 57 a 58 (tab. 3), z nichz
jeden byl zcela nové isolovan z ktiry stromu Millettia leucantha Kurz. (Leguminosae). Dalsi nové
chalkony vykazaly také stfedni cytotoxickou aktivitu [96].

Tab. 3. Inhibi¢ni uéinek dihydrochalkonti na herpes simplex viry

oMe o R Dihydro- R 1Csp (g x ml™)
chalkon HSV-1 HSV-2
O O N 57 RI=H,R?=0CH; | 155+3 | 170+1
58 R'=0OCH;, R°=H| 17,0+2 | 363+4
MeO acyklovir 0,06+ 0,01 | 0,5+ 0,08

Potiebnou a intensivné studovanou skupinou antivirotik jsou latky s anti-HIV aktivitou. Hleda
se v piirodnich i syntetickych zdrojich. Z jihoamerické 1é¢ivé rostliny Bidens leucantha Willd.
(Asteraceae), pouzivané v ekvadorském lidovém IéCitelstvi, byly isolovany kromé glykosida
kvercetinu i glykosidy chalkont: 3-(4-hydroxyfenyl)-1-(2,3,4-trihydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu
a okaninu (59 — 61). Na buiiky C8166 infikované virem HIV byly testovany pfimo glykosidy,
ovsem aktivita byla pouze stfedni (tab. 4) [97].

Z fady ruznych strukturnich typt flavonoidu byly nejvice G¢inné flavony a flanonoly [98].
Tab. 4. Uginek glykosylovanych chalkoni z Bidens leucantha na buiiky C8166 infikované virem
HIV

ECso

R1
Latka | R* R R | R* 1
OH (pg x ml™)
59 H | p-kumaroyl | H | H 50
R‘@&W 60 | OH | p-kumaroyl | H | Ac 10
R0 61 | OH Ac Ac | Ac 20

OH O

Na HIV virech byly testovany samoziejmé také obsahové latky z 1ékofice. Z chalkonti byly
aktivni likochalkon A a B (12, 13), netc¢inny se ukazal isolikviritigenin (3) [99]. Likochalkon A byl
ve smési s dal§imi obsahovymi latkami patentovan na inhibi¢ni G¢inek na HIV viry v bunéénych
kulturach, pti¢emz kazda ze slozek vykazovala anti-HIV aktivitu [100].

Chalkony a dalsi prirodni polyfenoly potlacovaly transkripci HIV promotort. Tato skute¢nost je
dobrym aspektem pro chalkony jako HIV-antivirotika. Na promotory cytomegaloviri chalkony
nepusobily. Zkouseny byly: 1-(3,4-dihydroxyfenyl)-3-(2,3-dihydroxy-4-methoxyfenyl)prop-2-en-
1-on (62), likochalkon A a B (12, 13). Nékteré ptirodni, strukturné velmi podobné latky ucinek
chalkont postradaly [101].
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OMe O
(o] OH
= OMe
HO _ OH O O
O O MeO OH OMe
HO OMe
R OMe
63

62 R = H, CH3, C2H5, C3H7, C4H9a CSHll

Soucasna terapie proti HIV-1 je zaméfena na inhibici 2 enzym, které jsou nepostradatelné pro
virovou replikaci: HIV-1 reversni transkriptasy a HIV-1 proteasy. Tato ucinna terapie ma ale
znaéné NU. Slibnym cilem pro blokovéani Zivotniho cyklu viru je HIV-1 integrasa, ktera je
odpovédnd za integraci virové DNA do DNA hostitele a nemd obdobu v hostitelské buiice.
Ptipravené chalkony 63 maji pfedpoklad inhibovat tento enzym diky vzajemnému s-Cis uspofadani
C=0 a C=C vazeb a charakteru substituce hydroxyskupinami [102].

HIV-1 proteasu inhiboval butein (64) in vitro se stfedni aktivitou (46,9 — 57,9 % inhibice).
Tento enzym hraje klicovou roli pfi proteolytickych procesech u polyproteint pfi replikaci HIV
a jeho inhibice vede ke vzniku nezralych a neinfekénich virionti. OvSem c¢asté piepisovani genomu
HIV vede k mnoha chybam a Gasté resistenci viru na terapii proteasovymi inhibitory. V testu
pomoci fluorescen¢ni a HPLC metody byly nejvyraznéj§imi inhibitory flanonoly [103].

OH O OH O
ohatd 7T
HO OH HO OMe
64 butein 65

Z hnédé tasy Pelatonia fascia (Mueller) Kuentze byl isolovan chalkon (65), ktery inhiboval
HIV-1 reversni transkriptasu s ICso 70 pug x ml™ [104].

Chmelovy prenylovany chalkon, xanthohumol (66), inhiboval cytopatické uéinky HIV-1,
produkei virového antigenu a reversni transkriptasu v lymfocytech (ECso 0,50 pg x ml™). ECs pro
inhibici replikace HIV-1 xanthohumolem byla 20,74 ug x ml™ [105].

N OH O
=
HO O OMe O OH
66 xanthohumol
Pii hledani komplext kovovych iont, které by byly podobné jako antineoplasticky u¢inné
komplexy platiny, bylo zjisténo, Ze rutheniové komplexy mohou interagovat s DNA. Cytotoxicky

ucinek a inhibice replikace DNA viru HIV v lymfocytech byly méfeny u ruthenatych a ruthenitych
polypyridylovych komplexi obsahujicich 2,6-(2"-benzimidazolyl)pyridin nebo chalkon jako

2+
OH O OH
H,C =
. 2PF6- O O
MeO OH
CHO
68
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koligand. Zadné z latek nebyla silnym cytotoxickym agens (ICsy < 4,0 pg x ml™). Komplex 67
inhiboval rust ovarialniho nadoru a ileocekalniho karcinomu. Na HIV tyto latky neptsobily [106].

Nadgjnou latkou v terapii AIDS je B-hydroxychalkon s aldehydickou skupinou (68), ktery byl
objeven pii isolaci flavonoidnich derivati z rodu Desmos (Annonaceae), jehoZz zastupci jsou
pouzivany v tradi¢ni Cinské mediciné. Latky byly hodnoceny na inhibici replikace HIV v H9
lymfocytech a zminény chalkon byl nejuginngjii latkou vitbec (ECs 0,022 pg x ml™, terapeuticky
index 489) [107].

Pfi studiu bioaktivnich slouCenin z listt Leptospermum recurvum (Myrtaceae), které maji
antivirové ucinky, byl isolovan hydroxylovany methyldihydrochalkon (69). Tato latka vykazala
antimikrobni aktivitu na B. subtilis a T. mentagrophytes v koncentraci 60 pg/disk. Silngjsi u¢inek
na mikroby, viry a cytotoxicky byl zjistén u syntetického prekurSoru, ktery ma misto methylu na
kruhu A formyl (70) [108].

OH O

69 R =CH;

70R=CHO
MeO OH

71 pinostrobinchalkon

Propolis, jak jiz bylo zminéno, je proménlivym zdrojem mnoha piirodnich latek. V egyptském
propolisu z oblasti vychodni delty Nilu, Gzemi Sharkia, byl nalezen pinostrobinchalkon (71).
Vzorky ze 3 ruznych oblasti byly zkouSeny na antivirové a antimikrobni ucinky, ovSem za
biologickou aktivitu miZe byt zopovédna jakakoli 1atka z téchto bohatych smési [109].

Chalkony s 2-thiouracilem navazanym pies sulfonamidovou skupinu na kruh A (72) byly
ptripraveny klasickou kondensaci, ale na biologické testy byly piedany pouze dva z nich:
4-methoxyfenyl-, thienylderivat. Antibakterialné byly tyto latky neucinné, stfedné ucinné
Vv antivirovém testu a nemély 2édny efekt pfi hodnoceni na protinadorovy tcinek [110].

HO OH

=

72
HNO S R = CgHs, 2-OH-CgHs, 3-OCH3-CgHs, 4-OCH;-CoHs,
4-N(CHj3),-CgHs, 5-methyl-2-furyl, 2-thienyl

S N

Hydroxylované chalkony (6, 73 — 75) inhibovaly i rostlinny virus ze skupiny nepovirti —
ringspot virus napadajici rajcata. Pro Uc¢inek je vyhodna hydroxylace na kruhu A v polohach 2, 3, 4
a na kruhu B v poloze 4. Dalsi hydroxylace v poloze 5 na kruhu A vede ke ztraté ucinku.
Methoxylace kruhu B obecné snizuje u¢inek na tento virus. V tab. 5 jsou uvedena procenta inhibice
nejucinngjsich sloudenin pii koncentraci 5 pg x ml™. Chalkony nevyvolavaly resistenci proti
tomuto viru a antivirova aktivita byla zaloZena na jiném mechanismu nez u Ro 09-0410, a to ve
stadiu pted uvolnénim RNA z virionu. Je mozné, Ze chalkony interferuji s rozpoznavacim signalem
zahrnujicim plastovy protein. K G¢inku prispiva a,B-nenasyceny systém a nejucinngjsi byly latky
odvozené od apigeninu a chrysinu [111].

Tab. 5. Pisobeni chalkonti na ringspot virus v koncentraci 5 pg x ml™

RU Chalkon [R* [R* [R* | R’ R® R® | %inh,

- P - 6 OH| H |OH| H H H 52

73 OH|OH|OH| H OH H 69

O O s 74 H|H|OH| OH | OH H 49

R 75 OH| H |OH | OCH,; | OCH; | OCH; | 37
RG
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3.1.4 Antiprotozoalni uc¢inky chalkoni

Chalkony ptisobi na vice rodd a druht protozoi: Plasmodium spp., Leishmania, Trypanosoma,
Trichomonas, Entamoeba a Legionella.

Heteroaromatické analogy chalkonti byly patentovany na 1é¢bu schistomiasy, malarie, dalSich
infekénich onemocnéni a parazitarnich chorob, jejichz 1é¢ba je spojena s inhibici parazitarnich
proteas [112].

Vzhledem k masivnimu pouzivani antiprotozoik hlavné v zemich tretiho svéta je kladen dtraz
na jednoduchost molekuly, na jeji snadnou pfipravu a Siroké spektrum antiprotozoalni aktivity
[113].

V dubnu 2000 wvznikla v Dansku firma LICA Pharmaceuticals A/S zabyvajici se
biofarmaceutickym vyzkumem a vyvojem a nasledné¢ komercionalizaci novych a specifickych
sloucenin pro 1écbu bakterialnich a parazitarnich infekci. Tyto slouceniny maji chalkonovy skelet,
predlohové struktury jsou optimalisovany a vhodné latky jsou vybirany pro preklinické a klinické
testovani [114].

3.1.4.1 Antimalarické ptisobeni chalkoni

Z epidemiologického hlediska je malarie nejCastéj$im parazitarnim onemocnénim, napada rocné
200 — 500 milionu lidi a za rok zpisobi 0,7 — 2,7 miliont tmrti. Nejvaznéjsi problém piedstavuje
tato infekéni choroba v Africe, tropické ¢asti Asie, jizni Americe a Oceanii [115].

V rozvojovych zemich je malarie smrtici chorobou. Hrozbou je také vzrustajici resistence
parazitli vici stavajicim antimalarikiim. Nejvirulentnéjsim lidskym ptivodcem tohoto onemocnéni
je Plasmodium falciparum. Plasmodia prodélavaji zivotni cyklus: merozoiti napadaji Cervené
krvinky a hostuji v nich. Stadium organismi v podobé malych krouzkti se rychle rozviji na
metabolicky aktivni trofozoity, ktefi vyuzivaji hemoglobin jako hlavni zdroj AK. Degradace
hemoglobinu (Hb) probiha v kyselé potravni vakuole a na jeho rozkladu se podili trofozoitni
cysteinova proteasa, falcipain. V okamziku dozrani schizonta praska erytrocyt a do krevniho ob&hu
hostitele se uvoliiuje dalsi merozoiti [116].

Dtivodem hledani stale novych antimalarik je také zkfizena reSistence na znama 1éCiva.
Vychodiskem ztéto situace je bud’ objev nového cile, ktery je nepostradatelny pro rozvoj
onemocnéni nebo pieZiti parazita, @ nebo syntéza nové piedlohové struktury s miniméalnimi NU
[117].

Novou strukturou mezi antimalariky by mohl byt likochalkon A (12), ktery byl poprvé popsan
vroce 1975 a tfi roky poté byla publikovana jeho totalni syntéza. V ¢inském 1ékopise jsou
oficinalni tfi zdroje 1ékoticovych kofent: Glycyrrhiza glabra, G. uralensis, G. inflata. Likochalkon
A (12) z kofenu cinské lékofice inhiboval in vitro rast chlorochin-citlivého i -resistentniho
Plasmodium falciparum. Dale byly provedeny experimenty s vice stadii parazita a in vivo na
mysich infikovanych P. yoelii. Likochalkon A (12) byl prohlasen za latku se silnou antimalarickou
aktivitou [118,119,120].

Metabolity likochalkonu A (12) jako potencialniho antimalarika se zabyvala némecko-danska
skupina. Na kralic¢ich a prasecich jaternich mikrosomech zjistili vznik 3 konjugatii likochalkonu A
s kyselinou glukuronovou. Tyto metabolity byly isolovany, identifikovany, syntetizovany a byla
vypracovana metodika HPLC pro jejich separaci a stanoveni v mo¢i a plasmé [121,122].

Mechanismus pusobeni likochalkonu A (12) pti malarii byl prvné vysvétlen dvéma ucinky,
jednak jde o latku membranové aktivni, kterd pfeméfiuje normalni erytrocyty na echinocyty
a jednak paralelné pasobi inhibici rastu P. falciparum [123].

Analogem likochalkonu A (12), u kterého byl zjis$tén antiparaziticky 0Géinek, je 1-(4-
butoxyfenyl)-3-(2,4-dimethoxyfenyl)prop-2-en-1-on (76). Byl testovan in vitro na inhibi¢ni G¢inek
vucéi Plasmodium falciparum, in vivo na P. berghei a P. yoelii. Tento chalkon je slibnou latkou,
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nebot’ vykazal silny G¢inek proti resistentnim parazitim, dostate¢nou selektivitu, nizkou toxicitu
a muze byt podavan peroralné [124].

(@] OMe (6] OMe
"0 oMe g OMe
76 77

Tato pracovni skupina jiz dfive patentovala jako antiparazitarni a antibakterialni profylaktikum
analogicky chalkon (77) [125] a dalsi derivaty [126].

Co se tyka dalsich ptirodnich chalkonu testovanych na P. falciparum, byl zkousen xanthohumol
(66) ziskany z chmele a jeho polosyntetické derivaty, z nichz byl antiplasmodialné G¢inny derivat
s nasycenou prenylovou jednotkou (78) a chalkony s cyklisovanou prenylovou skupinou (79, 80;
tab. 6). Kdyz se dostane krevni stadium parazita do erytrocytl hostitele, zivi se enzymatickym
rozkladem Hb, ktery musi nejprve poziit do své potravni vakuoly. Vedlej$im produktem tohoto
traveni je hemin nebo ferriprotoporfyrin IX, ktery je detoxifikovan vznikem nerozpustného
polymeru. Byla popsana také alternativni cesta detoxifikace pomoci GSH v cytosolu parazita.
Chinolinova antimalarika interferuji s obéma detoxifika¢nimi procesy, coz vede k usmrceni
plasmodia.

Proces degradace heminu byl studovan po interakci s chalkony 66, 78 — 80. Xanthohumol (66),
chalkon 78 a 80 inhibovaly pii koncentraci 11 uM degradaci heminu > 60 % (chlorochin 82%
inhibice pii stejné koncentraci). Vzhledem k tomu, Ze xanthohumol vykazuje také antiproliferativni
ucinky, bylo by nutné nejprve disociovat od sebe tyto dva ucinky, pfed tim, nez by se xanthohumol
pouzil jako antimalarikum [127].

Tab. 6. Pusobeni chalkonti na riizné druhy P. falciparum poW a Dd2

OH O O O
CLTC LT
HO OMe OH HO OMe OH

78

79
OH O 1Cs0 (WM)
P Chalkon poW Dd2
O O 66 82+03 | 24.0+028
o oM on 78 120+06 | 17.4+0,6
79 164+09 | 10,7+0.3
80 80 237+1,5 | 350+29

Na mysich infikovanych chlorochin-citlivym i -resistentnim P. berghei byla hodnocena
antimalaricka aktivita alkoxylovanych bischalkonti (81 — 84) a byla zjiSténa vyznamna aktivita.
Kni pfispivd u nejvyznamnéjSich latek ze série: tfiuhlikaty spojovaci fetézec mezi chalkony
a substituce methoxyskupinou v polohach 3, 4 kruha B [117].

Chalkon n Ar

r@coeH:CH-Ar 81 3 3,4-(OCHz3),-CeH3
82 3 3-OCHj;3-CgH,

(CHy),

83 4 3,4-(0OCHg),-CeHs

6

L@ COCH=CH-Ar 84 3,4-(OCHg),-CgH3

Pfi zkoumani syntetickych chalkonl jako potencialnich antimalarik, byla provedena QSAR
studie s vice nez 90 latkami. Rozhodujici byly vlastnosti kruhu B a celkova velikost a hydrofobicita
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molekuly. Aktivita znazornénych chalkontt 85 a 86 vaci P. falciparum in vitro byla 2,4 uM
a 20 uM. In vivo mély tyto latky Géinnost na P. berghei srovnatelnou s chlorochinem [128].

OMe O OH O
i
PORAG
85 86

V ramci modifikaci a,B-nenasyceného Kketoseskupeni v molekule chalkonu byly zkoumany
antiprotozoalni ucinky vuci Plasmodium a Leishmania. V této studii byly zkoumany jednak
1,3-difenylpropenony, 1,3-difenylpropanony, 1,3-difenylpropenony alkylované v poloze a nebo 3
a 1,3-difenylpropynony. Hydrogenace dvojné vazby zde zpUsobila jen nepatrny pokles aktivity
a dalsi modifikace nepotvrdily enon jako farmakofor. Vyznamngjsi je udajné ptitomnost dvou
aromatickych jader v molekule [129].

Na chlorochin-citlivé i -resistentni Plasmodium falciparum byla testovana tada syntetickych

chinolinovych analogii chalkonu, nejperspektivnéjsi latkou byl chalkon 87 s 1Cs, 200 nM (dalsi viz
Lietal. v kap. 3.1.4.4) [130].

Neobvyklym typem chalkoni znamym z posledni doby jsou derivaty ferrocenu, které byly
hodnoceny na cholorochin-resistentnim P. falciparum. Rozdilné biologické aktivity nemohly byt
vysvétleny odlisnou velikosti molekul ani lipofilitnimi charakteristikami. Pro ilustraci jsou zde
uvedeny nejaktivnéjsi struktury (88, 89, ICsy 4,6 a 5,1 uM) [131].

Zcela jiny piistup k problematice pisobeni chalkoni na P. falciparum piinesla francouzska
skupina s myslenkou inhibice superoxidismutasy (Fe-SOD) obsahujici zelezo. Tento enzym by byl
vysoce selektivni cilem antimalarik. Fe-SOD jsou primarni skupinou obrannych enzymu proti
poskozeni aniontovym superoxidovym radikalem u prokaryont, fas, vy$sich rostlin a mnohych
protozoi. Mnoho latek muselo byt pii testovani vylouceno, nebot’ interferovaly se slozkami testu,
ale zobrazené chalkony (90 — 92) by mohly podle pfedbéznych vysledkt byt inhibitory Fe-SOD
[132].

OR=H
91R=ClI

92

3.1.4.2 Antileishmaniosni a trypanocidni piisobeni chalkont

Vyznamné je také pusobeni chalkonti na Leishmania spp. a Trypanosoma spp. Zastupci rodu
Leishmania jsou obligatni intracelularni parazité v systému monocytti a makrofagu [133].

Protozoalnim onemocnénim pievazné africké provenience zptisobenym Trypanosoma brucei
gambiense a T. b. rhodesiense a prenasenym mouchou tse-tse je spava nemoc [134].
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Leishmaniosu a Chagasovu chorobu oznacila WHO jako hlavni a nartstajici problém vefejného
zdravotnictvi pfedevsim v oblasti latinské Ameriky. Soucasné terapie leishmaniosy a spavé nemoci
existuje jiz dlouho, ma riiznou Géinnost a NU, je finanéné naro¢na, vyzaduje dlouhou dobu 16¢by
a objevuje se vuéi ni resistence, je neti¢inna u imunokomprimovanych pacientd [135].

Navic pouzivand léCiva (stiboglukonat sodny, N-methylglukamin antimonat, pentamidin,
amfotericin B) nelze podavat p. 0. [136].

Trypanosoma cruzi zpusobuje Chagasovu chorobou, kterou je nakazeno 16 — 18 milénu lidi
stfedni a jizni Afriky. Terapeutika pouzivana v této indikaci — nifurtimox a benznidazol vyvolavaji
silné NU. Tento rod prvoki je velmi zavisly na glykolyze jako zdroji energie, proto jsou
glykolytické enzymy vhodnym cilem zasahu pro nova trypanocidni Ié¢iva. Glykosomalni
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (GAPDH), u niZ je znama trojrozmérna struktura, katalysuje
oxidativni fosforylaci glyceraldehyd-3-fosfatu na 1,3-bisfosfoglycerat.

Kvéty brazilské rostliny Neoraputia magnifica var. magnifica (Engler) Emmerich (Rutaceae)
poskytly po extrakci a isolaci 3 pyranochalkony. Dva z nich (93, 94) byly ve smési zkouSeny na
inhibici GAPDH, ale v koncentraci 105 ug x ml™ inhibovaly pouze ze 45 %. Za uginek byly
zodpovédné isolované flavony, které vykazaly mnohem vyssi inhibici [137].

OH O
= R1
(LT
MeO (0] OMe
NN R2

93 R, R* = OCH;
94 R'=OCH3, R*=H
Pivodcem trypanosomiasy u hovéziho dobytka je Trypanosoma brucei brucei a zpisobuje
velké hospodarské Skody. Troebergova et al. zkoumali souvislost mezi trypanocidni aktivitou

95

ainhibici cysteinové proteasy trypanopainu. Chalkony, acylhydrazidy a odpovidajici amidy
inhibovaly enzym Trypanosoma brucei brucei v nanomolarnim mnozstvi a byly oznaceny jako
Sirokospektré antiparazitarni latky, ale jednoznacna cilova struktura v parazitovi oznacena nebyla.
Na trypanopain se vazi reversibiln¢ a jsou schopné inhibovat i jiné enzymy (napf.
glutathionreduktasu, trypanothionreduktasu). Pfimy vztah mezi trypanocidni aktivitou a inhibici
trypanopainu pozorovan nebyl. U latek byla pozorovana nizka toxicita, coz je vyhodou oproti
jinym antiparazickym latkam. Za vSechny je zde uveden nejucinnéjsi chalkon 95 s ICsq 240 NM na
T. b. brucei, ale bez u¢inku na trypanopain v koncentraci 100 uM [134].

Mezi prvnimi chalkony testovanymi na lidském patogennim prvoku Leishmania byl likochalkon
A (12). Tato latka inhibovala rast extracelularnich promastigotnich stadii a intracelularnich
amastigotnich stadii Leishmania major a L. donovani. Autofi této prace se domnivaji, ze
specifickym cilem pisobeni likochalkonu A ve zminénych parazitech jsou mitochondrie [138].

Pozdg&ji byl tento chalkon (12) podavan mys§im infikovanym L. major a kieckam s L. donovani.
Intraperitonealni aplikace likochalkonu A podstatn¢ snizovala mnoZstvi parazita v jaterni a slezinné
tkani (65 — 85% redukce parazita pti davce 5 — 150 mg x kg x den). Likochalkon A, ptip. jeho
derivaty se staly nadéjnymi pro terapii leishmaniosy [139].

Nasledujici studie s elektronovym mikroskopem potvrdila, Ze likochalkon A méni ultrastrukturu
mitochondrii promastigoti a amastigott L. major, aniz by poskozoval makrofagy nebo
makrofagové funkce hostitele. Konkrétnim mistem zasahu byla mitochondridlni dehydrogenasa
a inhibice dychani [140].

Tito autofi isolovali z ¢inské lékofice dalsi 2 chalkony 96 a 97, prvni znich se blizi
antileishmaniosni aktivitou likochalkonu A [141].
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96
Nezadoucim ucinkem, ktery by mohl komplikovat praktické pouziti likochalkonu A (12), je
inhibice proliferace lymfocyti indukovana fytohemaglutininem [142]. Systematicka studie
Christensenovy pracovni skupiny pokracovala syntézou derivatd chalkonu. Synteticky byly
ptipraveny likochalkon A (12), likochalkon C (98) a echinatin (99). Likochalkon A a echinatin
ovliviiovaly velmi nepatrné hemaglutininem A vyvolanou proliferaci lymfocytl hostitele
v koncentraci, ktera pusobila inhibici rustu Leishmania, mohly by proto byt dobfe pouzitelnymi
latkami v praxi [143].

(0] OMe
= R 98 R =CH,CH=C(CH,),
SRASWN- =
HO OH

Dalsi intensivni praci byla ziskana rozsahla skupina substituovanych chalkonti, ktera byla
podrobena 3D-QSAR analyze. Zavérem bylo predikovano, Ze objemné substituenty v poloze 4
kruhu A a polohach 2, 3 a 4 kruhu B by mély snizit antilymfocytarni aktivitu bez vlivu na
antileshmaniosni aktivitu. Objemné substituenty v polohach 2 a 3 kruhu A by mély pozadovanou
aktivitu zvySovat [142].

Ze skupiny alkoxylovanych chalkonti, které inhibovaly in vitro rdst promastigoti L. major
a amastigott L. donovani v lidskych makrofazich, byly vybrany latky 100 — 104, jenz byly dale
zkouSeny na snizeni mnozstvi parazita v jatrech a slezin¢ pokusnych zvifat, inhibici dychani
parazita amitochondrialni dehydrogenasy (tab. 7). Bylo Kkonstatovano, ze v ptipadé
antileshmaniosniho uc€inku téchto siln¢ ucinnych latek se nejedna o inhibici cysteinovych proteas
jako v ptipadé antimalarického ptsobeni [144].

Tab. 7. Uginek alkoxylovanych chalkond na in vitro rist promastigottl L. major a amastigott
L. donovani v lidskych makrofazich

0 R?
OO
R? R#
RS
1 2 3 4 5 L. major L. donovani
Chalkon R R R R R 1Cg (M) £ S.E. | ICq (uM) = S.E.
100 OH OCH; H OCH; H 5,68+ 1,6 1,4+0,3
101 OCH,CH=CH, | OCHj; H OCH; H 5,80+ 1,8 0,65 +0,35
102 OCH,CH=CH, H OCH; H OCH; 6,019 0,81+0,3
103 OCH,CH=CH, | OCH; | OCH; H H 7,1+23 0,42+0,2
104 H OCH;, H OCH;, H 5,36+1,7 N

Dalsi zkoumani dychaciho fetézce parazita naznacilo, Ze cilovou strukturou piisobeni v piipadé
chalkoni by mohla byt fumaratreduktasa (FRD), kli¢ovy enzym anaerobniho energetického
metabolismu redukujici fumarat na sukcinat. Sukcinat je totiz primarnim akceptorem elektronu
v dychacim fetézci Leishmania. Chalkony pusobily na FRD v mnohem mensich koncentracich
(30x) nez na ostatni potencialni enzymatické cile v dychacim fetézci parazita. FRD v savéich
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burikach neexistuje, takze je idedlnim cilem pro design novych 1é¢iv a navic inhibi¢ni koncentrace
u obdobnych enzymu dychaciho fetézce v sav€ich buiikach byly podstatné vyssi (60x) [145].

Mistem zasahu latek ucinnych proti Leishmania a Trypanosoma by mohla byt
i trypanothionreduktasa (TryR), ale tento enzym chalkony neinhibuji [113].

Z Piper aduncum (Piperaceae) isolovala brazilska skupina 1-(2,6-dihydroxy-4-methoxyfenyl)-
3-fenylprop-2-en-1-on (105), u¢inny selektivné na promastigoty a amastigoty L. amazoniensis
(EDsp 24 pg x ml™") bez ovlivnéni savéich bunék. Pro mechanismus piisobeni této latky bylo
navrzeno nékolik moznosti, ale jedna se pouze o hypotézy. Nicméné je tento chalkon také
potencialnim lé¢ivem pro terapii kozni formy leishmaniosy [146]. Jeho G¢innost byla zvySena
enkapsulaci do polymernich nanocastic. Nanopartikule pfipravené jako biodegradabilni polylaktid
predstavuji pasivni systém cilené distribuce 1é¢iva do makrofagli, v nichz je lokaliSovan parazit
[147].

OH O
‘ g ‘
MeO OH
105

Z jiného druhu Piper elongatum (Piperaceae) isolovali Spanélé 2 dihydrochalkony 106 a 107
s antileshmaniosnim in vitro u¢inkem na promastigoty L. brasiliensis (tab. 8). Listy této drogy jsou
dihydrochalkonti. Charakter substituce kruh B nebyl pro uc¢inek podstatny, naproti tomu nahrada
hydroxylu za acetatovou skupinu (108) zvysila inhibi¢ni u¢innost a snizila cytotoxicitu latek na
makrofazich. Velmi dtlezita pro ucinek je poloha 4 kruhu A. Latky byly testovany jesté na méné
citlivé kmeny L. infantum a L. tropica. Tato prace [148] potvrdila zavéry Nielsena a Kaysera
[133,142].
Tab. 8. Pusobeni dihydrochalkonti na L. brasiliensis a jejich cytotoxicita

R!

0]
R? R3 I R4

L. brasiliensis | cytotox.
Dihydrochalkon | R! R? R* | R ICs0 ICso
(ugxml™) | (ugxml?)
106 OH OCHj, OH | H 27,04 20,0
107 OH OCHj, OH | OH 28,47 20,0
108 OAc | (O-Ac),-O-B-D-Glu | OAc | H 3,65 3,6
ketokonazol 34,89

Asi 20 chalkonti z rostlinych zdroja, které¢ jsou pouzivany v ethnomedicin€, bylo zkoumano

V primarnim in vitro screeningu. Testovani probihalo na extracelularnich promastigotech
L. donovani, L. infantum, L. enrietti, L. major a intracelularnich amastigotech L. donovani. Z fady
rizné substituovanych chalkonti byl 109 sECs, 0,39 pg x ml' nejucinngjsi, v porovnini
s amfotericinem B byla ECs zhruba o fad vyssi. Bohuzel latky s vyraznéjsi aktivitou byly zaroven
dost toxické. Ze srovnani SAR [133] vyplynulo, Ze aktivni latky nesly:

e 12 alkoxyskupiny v polohach 2 a 4’

e methoxyskupinu pro zachovani celkového lipofilniho charakteru molekuly

e nevhodné je objemné a sterické branéni volné rotaci kruhti vzhledem k nenasycenému

ketonovému mustku .
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7 OMe
J 7L,
109
V tfad¢ syntetickych chalkonl testovanych na promastigotech L. brasiliensis a epimastigotech
T. cruzi prokazal nejvyssi inhibici nesubstituovany chalkon (1, 1Csy 24,8 uM na T. cruzi a 13,7 uM
na L. brasiliensis). Porovnavacimi latkami byly benznidazol (ICsy 54,7 uM na T. cruzi)
a amfotericin B (ICs, 0,21 uM na L. brasiliensis). U¢inek ostatnich latek byl zavisly na poloze
substituentu, aktivni byly latky s halogeny v poloze 4 kruhu A nebo B [135].
Z porovnavaci studie provedené na sérii dfive pfipravenych alkoxylovanych chalkonti ve vztahu
k inhibici P. falciparum a L. donovani vyplynulo, Ze pro tyto dva ucinky jsou nezbytné rtzné
strukturni pozadavky. Antileishmaniosni aktivita je spojend s mensi lipofilitou chalkont
(4-hydroxysubstituce na kruhu B a hetero/polyaromaticky kruh A), zatimco antimalaricky a¢inné
latky mély alkoxylovany kruh B a elektronové deficitni kruh A. Zobecnéno pro antileishmaniosni
uc¢inek je dulezity kruh A, pro antimalarickou aktivitu hraji roli oba kruhy. Pod strukturami 110
a 111 jsou uvedeny dualné ucinné latky, které zahrnuji oba ucinky [149].

0O OMe (0]
OMe HO OMe
110 111

Z druhu Psorothamnus polydenius (S. Watson) Rydb. (Fabaceae) byly prvni chalkony isolovany
teprve nedavno. Tuto rostlinu pouzivaly vSechny domorodé kmeny Vv poustich severni Ameriky. In
Vitro antiprotozoalni testovani odhalilo aktivni chalkony 112 a 113 se selektivnim ucinkem a ICsg
5,0 — 7,5 ug x ml™ na L. donovani a také s inhibi¢nim u¢inkem na T. brucei [150].

OH

112R=H
113R=0H

OMe
114 cissampeloflavon

Latkou z pfirozenych zdroji je cissampeloflavon (114), dimer chalkonu a flavonu isolovany
z Cissampelos pareira L. (Menispermaceae) z venezuelské dzungle. Test na T. cruzi a T. brucei
rhodesiense ukazal dobrou aktivitu této slouceniny, malo toxické na lidské bunky. P. falciparum
a L. donovani tato slou¢eniny neinhibovala [151,152].

Vzacnym typem dihydrochalkoni v pfirodé jsou chromenodihydrochalkony (115 — 117).
Zobrazené latky byly jednak isolovany z rostliny Crotolaria ramosissima (Leguminosae), a také
pfipraveny synteticky. Testovani inhibice promastigotll i amastigotd L. donovani ukazalo, ze
nejvyrazngjsi slouceninou je nenasyceny synteticky derivat 118 (84% inhibice promastigott, 74%
inhibice amastigotd). Derivat methoxylovany v poloze 4 kruhu B vykazal podobny u¢inek na
promastigoty, avSak inhibi¢ni aktivita na amastigoty methoxylaci vyrazn¢ klesla. Latky obsahujici
citlivy dimethylbenzopyranovy systém byly silnéj§imi inhibitory nez jednoduché chalkony [153].
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R1
CL L0 C
R? O] OH

OH

OH
115 R' = OCHs, R*=H
116 R'=OH, R?=H
117 R* = OH, R = OH

118

7 rwe

3.1.4.3 Dalsi antiparazitarni u¢inky chalkonu

Neperspektivnimi latkami byly derivaty a-fenoxy- a a-fenylsulfanylchalkonti (119) pii pisobeni
na Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis a vybrané houby [154].

R3
\ R2
Rl

119X=0,S
Antiparaziticka aktivita byla hledana ve skupiné indolovych analogti chalkond. Prvni série latek
v8ak nepulisobila na uvedena protozoa, nematoda a cestoda: Entamoeba histolytica, Trichomonas
vaginalis, Hymenolepsis nana, ani na Nippostrongylus braziliensis [155]. V druhé sérii (120 — 123)
jiz byly nalezeny produkty s inhibi¢ni aktivitou na uvedené parazity (tab. 9) [156].

Tab. 9. Pasobeni indolovych analogti chalkonu na parazity

1 2 E. histolytica T. vaginalis
Chalkon R R MIC (mg y ml?) | MIC (mgg x ml?)
120 m-NO, | H C,Hs 8-10 8-10
121 m-NO, | H CH,-CH=CH, 4-6 8-10
122 m-NOZ H CH2'(p'CI'C5H4) 4-6 8-10
123 0-NO; | C¢Hs C,Hs 8-10 6-8
metronidazol 125-25 1,25-25

Chalkony byly navrzeny i pro terapii ve veterinarni medicin€. Na Trichomonas gallinae
ziskanou z primarnich hostitelt — domacich holubti (Columba livia) pasobily 1-(2-hydroxy-4-
methoxyfenyl)-3-(2-methoxyfenyl)propenon (MLC 0,78 pg x ml™) a 1-fenyl-3-(4-hydroxyfenyl)-
propenon (MLC 3,13 pg x ml™") blizici se standardu metronidazolu (MLC 0,78 ug x ml™).
Thiofenovy a furylovy analog chalkonu byly neaktivni [157].

Likochalkon A pusobil inhibi¢né na Legionella pneumophila, L. longbeacheae, L. wadsworthii,
L. bozemanii, L. dumoffii a L. feelei, nepisobil na druhy L. micdadei, L. gormanii [65].

Mezi dalsi antiinvasivni pasobeni chalkonti lze zatradit ucinek herbicidni [158], insekticidni
[159,160,161] a larvicidni na moskyty [162].
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3.1.4.4 Pisobeni chalkonii na cysteinové proteasy paraziti

Cysteinové proteasy patii do skupiny proteolytickych enzymt. Proteolytické enzymy jsou
pfitomné ve vSech zivych bunkach a jsou vylucovany i do vnéjSiho prostiedi, napi. GIT vysSich
organismu. Tyto enzymy hraji dulezitou roli v intermedidrnim metabolismu, Gc¢astni se srazeni
krve, aktivuji travici enzymy, zasahuji do obrannych mechanismia atd. Hojné jsou proteolytické
enzymy vyuzivany v prumyslu a potravinarstvi jako biodetergenty, pii produkci syril, zpracovani
kiaze a jako stabilizatory piva. V medicin¢ a farmacii se pouzivaji jako preparaty zlepSujici traveni,
agens pro Cisténi kontaktnich Cocek, dale v kosmetice jako keratolytické zmékcujici ptipravky
a pletové peelingové masky a také ve védecko-vyzkumné experimentalni ¢innosti [163].

Proteolytické enzymy — peptidasy — proteasy (EC 3.4) katalysuji specificky hydrolyzu
peptidickych vazeb v proteinech. Kromé specifity $tépeni (karboxy- a aminopeptidasy, dipeptidyl-
a tripeptidylpeptidasy) mutize byt dalSim klasifikaénim kriteriem piavod peptidas (rostlinné,
zivocisné, mikrobialni), lokalisace (intracelularni, extracelularni), optimalni pH (kyselé, neutralni,
alkalické) atd.

Podle reaktivni skupiny v aktivnim katalytickém misté se peptidasy rozdéluji na cysteinove,
serinové, aspartatové proteasy a metaloproteasy [163,164,165].

Cysteinové peptidasy
virové: pikornain (virus hepatitidy A)
bakterialni: stafylokokova cysteinova proteasa, streptopain (Streptococcus spp.),

clostripain  (Clostridium histolyticum), Arg-gingipain a Lys-gingipain
(Porphyromonas gingivalis), cysteinové aminopeptidasy ze Streptococcus
thermophilus a Lactococcus lactis

houbové: katepsin B (Aspergillus flavus)
cysteinové proteasy plisni (Trichosporus spp., Oidiodendron kalrai, Nannizzia
fulva, Microsporum spp., Aspergillus oryzae, Sporotrichum pulverulentum,
Bacteriodes gingivalis)

protozoalni: kruzipain (Trypanosoma cruzi), amoebapain (Entamoeba histolytica),
cysteinové proteasy Trichomonas vaginalis, Plasmodium spp.

rostlinné: bromelain (Bromelainaceae), ficin (Ficus spp.), papain a chymopapain (Carica
papaya)

savei a lidské: lysozomalni katepsiny (B, C, H, I, J, K, L, M, N, O, P, S, T), cytoplasmatické

kalpainy (vapnik-dependentni cysteinové proteasy), ICE (IL-1B konvertujici
enzym), kaspasy

Cysteinové peptidasy piredstavuji v souCasnosti perspektivni skupinu enzymii ve spojitosti
s 1écbou mnoha onemocnéni (nadorova, arthriticka, infekéni a zanétliva). Své uplatnéni nalezly
rostlinné cysteinové proteasy rovnéz v potravinarském pramyslu (bromelain, ficin, papain) [163].

Cysteinové proteasy specifické pro nékteré parazity jsou atraktivnim cilem pro vyvoj novych
antiparazitickych chemoterapeutik, obzvlasté po zjisténi, Ze inhibitory téchto enzymil nenapadaji
hostitele, ale pouze patogen, napt. Plasmodium falciparum, Leishmania major, Trypanosoma cruzi
[166].

Mezi dalsi cysteinové proteasy, které predstavuji potencialni cile pro designovana léciva, patii
papain family (cysteinylkatepsin, kalpainy, parazitické cysteinové proteasy), kaspasy (viz kap.
3.1.6) a picornaviridae family [167].

Lysozomalni papain-like cysteinové proteasy vcetné nékterych Kkatepsinii jsou ziejmé
zodpovédné za zvrat v syntéze proteinli u nékterych onemocnéni jako je muskularni dystrofie,
chronicka zanétliva onemocnéni, rozvoj nadort, osteoporosa a astma [168]. Klicovou roli hraji také
u mikrobialnich infekci [169].
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Pii hydrolyze peptidu cysteinovymi proteasami (schema 2 a) dochazi v katalytickém misté
nejprve K nukleofilnimu ataku cysteinové siry na acylovy zbytek substratu (b). Postranni fetézec
histidinu funguje jako akceptor vodikového atomu (C). Jako prvni produkt se uvoliiuje amin (d).
V dalsi fazi nasleduje tvorba dvou vodikovych vazeb mezi kyslikem karbonylové skupiny substratu
a dvou -NH- skupin v katalytickém misté enzymu (e). Mechanismus u¢inku proteas je zalozeny na
vzniku kovalentnich meziproduktti: Michaelisiv komplex (b), tetraedricky komplex (c, f)
a acylenzymovy produkt (d) [164].

Schema 2. Mechanismus proteolyzy papainem

a) b) o 0) o d - -
S - Cys- 2 5 S - /’—R:\ B "_ .: R
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Cysteinové peptidasy jsou citlivé na ¢inidla s thiolovymi skupinami a na t€zké kovy. Mohou byt
naopak aktivovany reduk¢nimi €¢inidly jako kyanidem draselny, cysteinem nebo EDTA. Optimalni
pH téchto enzymu leZi zpravidla mezi 5 — 8 [165].

Zakladnim kriteriem klasifikace inhibitori cysteinovych peptidas jakoz i vétSiny enzymu je
misto interakce — isosterické Ci allosterické. Inhibitory, které napadaji pfimo aktivni misto —
isosterické, je mozné rozdélit na kovalentni/nekovalentni a dale ireversibilni/reversibilni.
Ptikladem reversibilnich inhibitort jsou peptidylaldehydy, -nitrily, -semikarbazony atd. [164].

Kromé téchto inhibitorti jsou znamy také inhibitory nepeptidového charakteru. Ireversibilni
inhibice na papain-like cysteinové proteasy byla zaznamenana napft. u 3-chlor-4-karboxamido-6-
arylpyrazint, disulfiramu, esterd kyseliny skoficové, homoftalimidi, organoteluri¢itych slou¢enin
[170], donorid oxidu dusnatého [168], fluormethylketont, heterocyklickych peptidomimetik
obsahujicich kyslik a vinylsulfont [166].

Cystatiny jsou proteinové reversibilni inhibitory papain-like cysteinovych proteas a jsou
produkovany organismy za ucelem ochrany pied vlastnimi proteasami, piip. pied témi, ktefi
proteasy vylucuji (infekéni bakterie, viry a parazité) [165].

Reversibilni inhibici na tyto enzymy vykazaly napf. cyklické ketoamidy — isatiny, kyanoamidy,
kyseliny a-merkaptoakrylové, kyselina 1-karboxymethylnikotinova, fenothiaziny, indometacin,
acylhydrazony, arylmoc¢oviny, aroylthiomocoviny, a,B-nenasycené amidy a chalkony [168].

Z parazitarnich proteas je studovan enzym P. falciparum, falcipain, jako potencialni cil
antimalarik. Inhibitory falcipainu jsou schopné zastavit degradaci Hb a tim rozvoj parazita. Pii
zkoumani moznosti byly v genomu plasmodia rozpoznany tii geny pro falcipain 1, 2 a 3. Zda se, ze
nejvetsi podil na degradaci Hb maji falcipain 2 a 3. Jsou zndmy inhibitory falcipainu 2, jedné se
latky s vinylsulfonovou skupinou, na niz je navazany dipeptidicky zbytek [116].

Plasmodium se dostava v podobé merozoitd do erytrocytd, kde se pfeméiuje na trofozoity, jez
pisobi rozkladem Hb manifestaci klinickych piiznaki malarie. V poloviné 90. let byla
identifikovana série syntetickych chalkoni jako novych potencidlnich antimalarik. Tyto latky byly
navrzeny pomoci molekulového modelovani na zékladé¢ podobnosti se znamym inhibitorem
cysteinové proteasy (E-64) a jejich uéinek byl ovéfen in vitro na intaktnim parazitovi. Latky
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vykazaly Géinek na kmeny P. falciparum sensitivni i resistentni vii¢i chlorochinu. V této studii byly
vyvozeny nasledujici SAR:
e dichlor- a difluorsubstituce na kruhu A vpolohach 2,3 a 24 je vyhodna,
monosubstituce chlorem v p-poloze také zvySuje Gc¢inek
e chinolinové analogy chalkoni, substituované i nesubstituované chlorem piedstavovaly
slouceniny s dobrou aktivitou, nehledé na substituci kruhu B
e di- nebo trisubstituce methoxyskupinami na kruhu B zvySovala aktivitu bez ohledu na
polohu substituce
e o,B-nenasyceny systém chalkonti se v této studii ukizal nezbytnym pro ucinek,
nasycené derivaty vykazovaly nékolikandsobny pokles antimalarické aktivity.

Modelovaci program ukazal, ze chalkony jsou rigidn&jsi nez dihydrochalkony, konjugovany
linker zptisobuje, Ze jejich molekula je témét plandrni a 1épe zapadaji do dlouhé stérbiny aktivniho
mista malarické cysteinové proteasy.

Obecné shrnuto: elektrony ptitahujici skupiny na kruhu A podporuji Michaelovu adici chalkont
na pristupné nukleofilni postranni fetézce enzymu. Na kruzainu, parazitické cysteinové protease
Trypanosoma cruzi, bylo prokazano, ze testované chalkony jsou reversibilnimi inhibitory. Situace
U savéi cysteinové proteasy — katepsinu B, byla ovSem odlisna, byla pozorovana pouze nizka
inhibice [171].

Liova skupina dale pracovala na homolognim modelovani porovnavanim falcipainu s rostlinymi
cysteinovymi proteasami: papainem a aktinidinem a na syntetickych obmeénach ptedlohové
vymodelované struktury. Kromé latek typu acylhydrazidu, byly pfipraveny a testovany
substituované chalkony a dale jejich naftalenové, chinolinové a isochinolinové analogy [172].

Pii dalsim zkoumani chinolinovych analogti chalkonu byl ale mechanismus ptsobeni na
falcipain zpochybnén. Latky byly testovany nejprve na falcipainu, pak na P. falciparum ana
mys$im modelu s P. berghei. Nejnadéjnéjsi latkou byl chalkon 124 s ICsy 19,0 uM na P. falciparum.
Inhibice falcipainu nekorelovala s vysledky in vivo testu na snizovani parasitemie infikovanych
mysi [173].

0
cl O P
ot T T
7 7
O Cl \N OMe fN ’\|l/
Cl —
=
124 125

4-Dimethylamino-4’-(imidazol-1-yl)chalkon (125) je dal$im potencialnim antimalarikem, které
inhibuje cysteinovou proteasu P. falciparum ve stadiu trofozoita. Pfi zkoumani jeho biotrasformace
v lidskych jaternich mikrosomech byly identifikovany demethylované a hydrogenované metabolity
[174].

Racionalni pfistup k designu novych 1é¢iv pfispél k hledani novych chemoterapeutik, v jejichz
struktufe se skryva vice aktivnich entit. Po penetraci tohoto proléciva do potravni vakuoly parazita
bohaté na Zeleznaté ionty, nasleduje odmaskovani latek fragmentaci pomoci Fe" a uvoln&ni vice
ucinnych latek. Takto byla odhaleno prolécivo typu endoperoxidu, které by mélo inhibovat
falcipain, hemoglobinasu obsaZenou v potravni vakuole P. falciparum. Prototypova sloucenina
uvonovala chalkon a dal$i antiparazitické jednotky (schema 3) uvnitt parazita [175].
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Schema 3. St&peni vychozi latky — endoperoxidu v piitomnosti Zeleznatych ionti
OAc
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Derivaty chalkont substituované na kruhu A zbytkem fenylmocoviny byly studovany z hlediska
inhibice chlorochin-resistentniho P. falciparum, inhibice falcipainu 2, inhibice hydrolyzy globinu,
vzniku B-hematinu (polymerizace hemu) a inhibice malarie u mysi zpusobené P. berghei.
Mechanismus pusobeni neni pravdépodobné zalozen vyhradné na jedné z téchto aktivit, ale ziejmé
se jednd o komplexni mechanismus nebo kazda latka plisobi jinym mechanismem. Nejnizsi ICsg
byla v ptipadé P. falciparum zjisténa u chalkonu 126 (1,75 uM), ale v testu na inhibici falcipainu 2
byl s touto slou¢eninou problém pii rozpousténi. Nejvice inhiboval falcipain 2 (ICso = 1,8 uM)
chalkon 127 a 128 mél nejlepsi ucinek na inhibici hydrolyzy globinu (98 % inh.). Ob¢ tyto latky
inhibovaly malarii v my$im modelu s P. berghei. Tyto struktury demonstruji substituenty vhodné
pro tuto aktivitu: p-poloha fenylmocovinového zbytku a trisubstituce na kruhu B, pyridylovy
zbytek pfipominal autordm dusikaty heterocykl chlorochinu [115].
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3.1.5 Anthelmintické ucinky chalkoni

V literatufe lze nalézt zaznamy o moluskocidnim [54,176] a nematocidnim [177] pusobeni
chalkonti.

Mekkysi jsou vyznamnym vektorem pro prenos schistosomiasy a parazitickych onemocnéni
v tropické Africe, na dalném vychod¢ a v jizni Americe. Terapie téchto onemocnéni je pomérné
nékladna a piinasi s sebou téz NU. Proto byla pozornost zaméfena na latky s moluskocidni
aktivitou. Z rtizné substituovanych chalkont a jejich oxidl ptsobily zobrazené struktury 129 — 133
pii koncentraci 10 ppm 100% mortalitu Biomphalaria glabrata (tab. 10). Pro uéinek je dulezita
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uréita hydrofilné-lipofilni rovnovaha, dana v tomto pfipad¢ napf. mnoZstvim etherifikovanych a
volnych hydroxykupin na benzenovych jadrech [178].

Tab. 10. Chalkony inhibujici 100% Biomphalaria glabrata pii 100 ppm

RU 4 Chalkon [ R! R R® R R
P - 129 OH | OH | OCH, OCHs H
130 ONa | ONa | OCHs; OCHs H
O O 131 OH | OCH; | OCHs OCHs H
R? R 132 OH | OH | OCH; OCHs OCHs
RS 133 | OCH; | OCH; | H N*(CHs),.ClI' | H

Konvenéni metodou kontroly nad ztrdtami v kulturach plodin jsou neurotoxické latky s nizkou
specifitou, jako napf. karbamaty, halogenované a fosforylované organické slouceniny. Tyto latky
maji ale negativni dopad na Zivotni prostfedi a proto by jejich pouziti mélo byt omezeno.
Nesubstituovany chalkon se ukazal byt dosti toxickym na fytoparaziticka nematoda (Globodera
pallida, G. rostochiensis) a také jako inhibitor lihnuti dospélcti z cyst. V testu se jednalo
0 nematoda napadajici kultury brambor, obilnin, s6jovych bobt, cukrové fepy a zeleniny. Tato
fytotoxicka nematoda jsou schopna piezivat v pidé mnoho let bez vhodného hostitele a v pripadé
vyskytu hostitelské rostliny se za¢nou lihnout infektivni dospéla stadia. Nematocidni aktivita
chalkonu je dusledkem ptitomnosti konjugovaného karbonylového systému v molekule.
Mechanismus zatim objasnén nebyl, ale hypoteticky by mohlo jit o zasah do oxidativnich
fosforylacnich procest v mitochondriich. Fytotoxicita na péstovanych rostlindch pozovana nebyla.
Chalkon je slibnou alternativou pro kontrolu zemédé€lct nad cystujicimi hlisticemi [179].

3.1.6 Antineoplastické piisobeni chalkoni

Mnozstvi informaci o antineoplastickém ptisobeni chalkoni je obrovské. Udaje publikované do
roku 1999 byly shrnuty [24], proto jsou Vtéto kapitole vybrany jen ty protinadorové
a chemoprotektivni U¢inky chalkont, které maji souvislost s ovliviiovanim aktivity néjakého
enzymu nebo je n¢jakym zpiisobem nazna¢en mechanismus pisobeni.

Rakovina je zavazné onemocnéni rozsifené po celém svété, které usmrcuje vice nez 7 miliont
lidi ro¢né a nejéastéjsi pii¢inou vzniku onemocnéni je nevhodna strava (35 %), koufeni (30 %)
a infekce (10 %) [180].

Pokroky v chapani nadorového bujeni na bunécné a molekularni trovni vedly k rozvoji nového
slibného pfistupu v protinddorové prevenci nazvan¢ho chemoprevence. Jejim cilem je zastavit
nebo zvratit rozvoj a progresi prekancerosnich bunék pomoci netoxickych nutraceutik a/nebo
farmak béhem obdobi iniciace zhoubného bujeni [181].

Chemoprevence ma relativné nizkou metabolickou specifitu. Chemopreventivni latky ptisobi
nejefektivnéji, pokud jsou podany diive nebo soucasné s karcinogeny [182].

Néktera chemopreventiva ze skupiny flavonoidd pfijimame v potravé a jejich zvySena
konsumace snizuje incidenci rakoviny [183], ovSem tyto latky mohou mit i nezadouci uéinky
[180].

Chemoprotektivni aktivita je obecné zprostiedkovana nasledujicimi mechanismy [184]:

e inhibici enzymu bioaktivujicich promutageny a prokarcinogeny, predev§im cytochromu
P isoenzymu 1A (CYP1A)

e indukci glutathion-S-transferas (GSTSs, viz kap. 3.1.9.4)

e antioxidacni aktivitou

e dalsimi uc¢inky jako napf. inhibici vzniku aduktu DNA s karcinogennim metabolitem
a inhibici redoxnich enzyma (5-lipoxygenasy).

Studie uréené k rozpoznavani novych chemoprotektivnich latek jsou zalozené na testovani
modulace metabolismu karcinogent enzymy faze I a Il [182], testovani prevence oxidativniho
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poskozeni zpuisobeného reaktivnimi formami kysliku (ROS) a na inhibici produkce NO. Dale se
zkousi inhibice syntézy DNA a progrese bunécného cyklu, indukce apoptosy a diferenciace
terminalnich bunck.

Antioxidaéni vlastnosti latek ve vztahu Kk rakoviné jsou dilezité z toho divodu, Ze oxidativni
stres muze zpusobit poSkozeni DNA, které piispiva k iniciaci karcinogenese. Stejné tak muze
oxidativni stres iniciovat nadmérnad produkce NO bé¢hem infekce, imunitniho onemocnéni nebo
chronického zanétlivého procesu (viz kap. 3.1.9.7). Vznik NO katalysuje indukovatelna forma NO
synthasy (iNOS).

V nadorovych tkanich byla také detekovana nadmérna produkce prostaglandinu (PG). Tyto
vnitini pasobky stimuluji bunéénou proliferaci a iniciuji angiogenesi dulezitou pro rust nadoru
[185,186].

Vhodnou vlastnosti chemopreventiv je schopnost zvySovat hladinu GSH v bunkach. GSH je
fazich ma protektivni schopnosti a chrani DNA pied poskozenim volnymi radikaly. Trans-chalkon
indukoval zvySeni hladiny GSH o 47 % v netoxické koncentraci (0,1 mM) a byly tak poprvé
zaznamenany jeho chemoprotektivni vlastnosti [187].

Enzymy faze | xenobiotické transformace zahrnuji CYP (metabolicky aktivuji karcinogen),
enzymy faze Il NAD(P)H:chinonreduktasu (QR), GSTs, UDP-glukuronyltransferasu
a N-acetyltransferasu. V prevenci nadorového bujeni hraje dulezitou tlohu i stievni mikroflora —
detoxifikuje karcinogeny pomoci konjugacnich reakei [15].

Mezi chemopreventivni induktory enzymu se fadi asi 9 zakladnich skupin latek: kyselina
skoficova a jeji estery, fenylbutenony, chalkony, kurkuminoidy, kumariny, fenylbutenony,
bis(benzyliden)acetony, bis(benzyliden)cykloalkanony (-pentanony, -hexanony). Spekuluje se
0 schopnosti téchto latek exprimovat NAH(P)H:chinonreduktasu [188].

Existuje vice takovych latek, vétSinou jsou Michaelovymi akceptory, tedy olefiny
konjugovanymi se skupinami pfitahujicimi elektrony a jejich ucinnost obecné koreluje s jejich
akceptorovou silou v Michaelové adici [182].

Chalkony jsou pravdépodobné schopné vazat se na receptory, které indukuji aktivitu enzymu
faze 11 [189].

Enzymy ze skupiny cytochromu P450 jsou inducibilni oxidasy se smiSenou funkci obsahujici
hem, které hraji kli¢ovou roli v metabolismu hydrofobnich endogennich substrati (steroly, PG,
MK) a xenobiotik. U ¢lovéka se vyskytuje 17 rodin a za fazi | metabolisace 1éka jsou ze 70 — 80 %
zodpoveédné CYP1 — 3 [190].

Flavonoidni latky mohou indukovat biosyntézu CYP, modulovat jeho enzymatickou aktivitu
anebo flavonoidy mohou byt cytochromy metabolisovany. Modulaci CYP flavonoidy muze byt
rovnéz ménén metabolismus soucasné podavanych 1éCiv v organismu a muze tak dojit
k ptedavkovani nebo ztraté terapeutického ucinku. Flavonoidy mohou modulaci CYP zasahovat jak
do aktivace, tak deaktivace karcinogent [15].

Z chmele Humulus lupulus L. (Cannabinaceae) byly isolovany unikatni prenylované nebo
geranylované flavonoidy vcetné chalkonii s protinddorové chemopreventivnimi ucinky
zpusobenymi ¢aste¢né inhibici cytochromu P450. Xanthohumol (66) je nejéastéji se vyskytujicim
flavonoidem chmele (0,1 — 1 % suSiny $istice chmele) [191].

Témei kompletné inhiboval in vitro isoenzymy CYP1Al, CYP1B1 (do 2 % kontroly),
nejcastéj$i CYP 450 v mimojaternich tkanich aktivujici polycyklické aromatické uhlovodiky.
Z chalkoni byly dale velmi ucinné tetrahydroxanthohumol (134) na CYP1lAl
a tetrahydroxyprenylchalkon (135) a tetradroxygeranylchalkon (136) na CYP1B1(> 90% inhibice).
Prenylované chalkony byly aktivnéjsi nez chalkony bez prenylovych jednotek [192]. Prenylova
jednotka ziejmé zvysuje cytotoxicitu molekul flavonoidi [193]. Tyto flavonoidy ale ptisobi ziejmée
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vice mechanismy (indukce QR a GSTs, inhibice nadoru v raném stadiu). Béhem této studie byly
provedeny pouze ptedbézné in vivo testy [192].

OH O
@ () h
HO OMe OH
134
N OH O

=
L LC
= HO OH OH
136
HO OH OH
135

V jiné praci byly chalkony s isoprenylovymi jednotkami i bez z nich pfiblizné stejné aktivni
[194]. A pfi korelaci vztahu struktury a u¢inku antioxida¢niho, estrogenniho a antiproliferativniho
byla vyzdvihnuta dilezitost a,-nenasycené vazby a hydroxylové substituce [195].

Vyznam konsumace umirnéného mnozstvi piva neni doposud tolik prozkouman jako pravidelné
piti vina. V Némecku isolovali z nestabilizovaného piva a z polyvinylpolypyrrolidonu, ktery se
pouziva na odstranéni kalti z piva zptisobenych interakci polyfenoll a proteint, fadu fenolickych
latek a zkoumali jejich protinadorové chemopreventivni schopnosti. Jedinym nalezenym
chalkonem byl xanthohumol (66), z n€hoz vznikd béhem procesu vaieni piva jeho flavanonovy
analog isoxanthohumol. Hodnoceni xanthohumolu ve vztahu k modulaci faze I a II metabolismu
rakoviny ma dajné vztah k chronickym zanétlivym procestim. Xanthohumol je rozhodné slibnou
piedlohovou strukturou protirakovinné chemoprevence [196].

Tab. 11. Aktivita xanthohumolu (66) ve vztahu k metabolismu karcinogent

inhibice indukce inhibice indukce | inhibice inhib.

CYP1A QR iINOS COX-1 | COX-2[185]

1Cs0 (uM) 1Cs0 (uM) 1Cs0 (uM) ICs0 (uM) ICs0 (uM)
0,02 7,4 12,9 16,6 41,5

Vysoka uc¢innost xanthohumolu je kombinaci vice inhibi¢nich mechanismt, které se podileji na
aditivnim nebo synergickém zesileni chemoprotektivni aktivity. Xanthohumol aktivuje silné
enzymy metabolismu a detoxifikace karcinogend, zhasi reaktivni formy kysliku: hydroxylové,
peroxylové radikaly, inhibuje superoxidovy aniontovy radikal a produkci NO. Dale inhibuje
cyklooxygenasy COX-1 a COX-2 a ma antiestrogenni aktivitu, a¢koli u chmele byly zaznamenany
estrogenni ucinky [185].

Z hlediska struktury a inhibice CYP jsou dutlezité chalkonovy skelet a prenylovy substitutent.
Xanthohumol je schopen také indukovat QR. Xanthohumol pusobil in vitro antiproliferativné na
nador prsu a vajecniku a stfevni nador [197].

Na CYPIAl a CYPIBI pusobily inhibi¢né také 1-fenyl-3-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on
a 3-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (5) [190].

Do metabolické aktivace promutageni a nadoroveé-promotorové aktivity rznych xenobiotik
jsou zahrnuty kromé aktivity CYP4501A, také oxidativni stres a mezibunétnd komunikace ve
spojovacich Stérbinach. Naruseni této komunikace vede k deregulaci bunécné proliferace,
diferenciace a/nebo k apoptose. Série chalkond a dihydrochalkond substituovanych hydroxyly ¢i
methoxyly byla testovana na inhibici lipidové peroxidace zavislé na Fe'/NADPH a na aktivitu
7-ethoxyresorufin-O-deethylasy (EROD) zavislou na CYP4501A. Navzdory piredchazejicim

40



Disertacni prace Teoreticka cast

vysledkiim bylo zji$téno, Ze napt. 4’-hydroxylovany chalkon a nékteré dalsi inhibuji mezibunéénou
komunikaci a mohly by byt klasifikovany jako potencialni nadorové promotory. VétSina latek byly
silné inhibitory CYP1A a mohly by byt pouzity jako potencialni chemoprotektiva [198].

Kromé chmele je zdrojem chalkonti inhibujicich CYP1A také pryskyfice tropického stromu
Dracaena cinnabari Balf. (Agavaceae), napt. 3-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu (5)
a 1-(4,6-dihydroxyfenyl)-3-fenylprop-2-en-1-onu. Z hlediska struktury je vyzviZzena rigidni
planérni struktura a tvar molekuly chalkond. Antioxida¢ni aktivita uvedenych chalkont testovana
inhibici peroxidace mikrosomalnich lipidi za piitomnosti Fe" byla slaba [184].

V jaternich mikrosomech krys byla stanovena inhibi¢ni CYP1A-aktivita chalkont (137) a jejich
cyklickych analogti: E-benzyliden-1-indanond (138), -tetralond (139) a -suberont (140). Jejich
inhibi¢né kompetitivni aktivita pfesahla G¢inek znamého inhibitoru CYP1A 7,8-benzoflavonu.
v sérii s 4-dimethylaminoskupinou to byl sedmicetny analog. Pfesun methoxyskupiny do jiné
polohy kruhu neménil aktivitu u chalkonu, zatimco u suberonu znamenal vyznamné zvySeni
aktivity [199].

O

(0]
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Chalkony mohou blokovat také CYP19 (aromatasu), kli¢ovy enzym biosyntézy estrogeni, ktery
katalysuje aromatizaci kruhu A muzZskych pohlavnich hormond. Aromatasa se vyskytuje
v membranach endoplasmatického retikula vajeénikd, prsu, varlat, prostaty a placenty a v mensim
mnozstvi také v mozku, kostech, kiizi a adiposnich bunkach. Blokdda aromatasy ptedstavuje
selektivni  inhibici biosyntézy estrogent. Chalkony inhibuji také 11B-hydroxysteroid-
dehydrogenasu. Tento ucinek znamena zésah do hormonalni rovnovahy. Strategie zaloZena na
snizeni produkce estrogenii mechanismem inhibice aromatasy a dalSich enzyma je jednim
Z piistupt ke kontrole rakoviny hormonalné zavislych tkanich, tzn. prsu nebo prostaty [15].

Chalkony mohou kromé aromatasy [200,201,202] pusobit antiproliferativné také inhibici
dalgich enzymt biosyntézy pohlavnich hormont: 17p-hydroxysteroiddehydrogenasy [203],
5a-reduktasy [204], sulfotransferas [205] nebo estron-3-sulfatasy [206].

Chinonreduktasa (QR) je cytosolicky flavoprotein, ktery katalysuje redukci mnoha rtznych
chinoni a chinoniminti. QR chrani bunky pfed toxicitou xenobiotik zahdjenim nutné
dvouelektronové redukce chinonti na hydrochinony, které mohou byt pak dale glukuronidovany
a vylouceny. Piikladem pfirodnich induktorti zlidské stravy jsou sulforafan z brokolice
a resveratrol z vinné révy [207].

Indukci QR je vhodné podpofit jako kompensaci napf. u nadorovych bun€k rakoviny prostaty,
nebot’ tyto nadorové buiiky se obecné vyznacuji ztratou exprese GSTs [208].

Jiz zminované prenylované chalkony zchmele a piva indukovaly QR v mysi hepatomové
bunécné linii. Nékteré syntetické chalkony bez prenylové jednotky tuto schopnost postradaly. Pro
ucinek je nepostradatelna 2,3-nenasycena dvojna vazba a U chalkont byla vhodnou subtituci jedna
prenylova nebo geranylova jednotka. Prenylované chalkony byly ucinné€j$i nez prenylované
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flavanony. Mechanismus indukce QR aktivity neni dosud znam, ale mohl by byt vysvétlen
zvySenim genové transkripce QR, stabilizaci mRNA nebo zvysenim degradace proteini [207].

Nové induktory QR ze skupiny chalkonti byly ziskany pfi isolaci aktivnich latek — 141 a 142
z Tephrosia purpurea Pers. (Leguminosae) doprovazené biotestovanim (tab. 12). (+)-Tefropurpurin
(141) byl lepsim induktorem nez porovnavaci chemoprotektivni latka [209].

Tab. 12. Pasobeni chalkont z Tephrosia purpurea na indukci QR

OMe O ] CD
Latka (M)
141 0,15
142 6,1
sulforafan | 0,43

141 (+)-tefropurpurin 142 pongamol

U chalkont koreluji chemoprotektivni vlastnosti testované na indukci QR s akceptorovou silou
pro Michaelovu reakci, kterou zvySuje substituce hydroxylem v poloze 2 kruhti a v poloze 4 kruhu
A. Induktorova aktivita také odpovidala antioxida¢nim vlastnostem latek [210].

Obsahové latky kofene Renealmia nicolaioides Loes. (Zingiberaceae) zahrnovaly 3 nové
prenylované dihydrochalkony (143 — 145) sindukéni aktivitou na QR z mySich hepatomovych
bunék. Z derivata chalkonu byla aktivni pouze znama sloudenina 146 s CD 1,7 ug x ml™ na QR
a bun&&nou cytotoxicitou s 1Cs 7,2 pg x ml™ [211].

143 144
OH O
POA®
MeO OMe
146 147

Novym chalkonem je slouc¢enina 147 isolovana z kiry stromu Pongamia pinnata (L.) Pierre
(Leguminosae), jejiz extrakt byl zkouSen na indukci QR. Chalkon methoxylovany v poloze 3
7-methoxypraekansone B indukoval QR s 1Cs, 9,6 pug x ml™ [212].

Jako enzym faze Il mize byt nahlizena také hemoxygenasa 1 (HO-1). HO-1 je inducibilnim
antioxida¢nim proteinem, ktery vyuziva hem jako substrat k produkci bilirubinu/biliverdinu a CO.
Indukci tohoto enzymu se snazi bufika piekonat stresové situace. Tento enzym muze byt indukovan
hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (5), 1-(2-hydroxyfenyl)-3-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on a 1-(2-
hydroxyfenyl)-3-(2,4-dihydroxyfenyl)prop-2-en-1-on a indukovaly vyznamné HO-1
v endotelovych bunkach aorty [213].
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Do nadorové propagace a bunééné transformace je také zahrnuta ornithindekarboxylasa (ODC),
ktera katalysuje dekarboxylaci ornithinu na putrescin, jenz je dale pfeménovan na vyssi polyaminy
nutné pro duplikaci DNA. Tato metabolickd cesta je v sav¢ich bunkach jedinym zdrojem
putrescinu a ODC je klicovym enzymem v syntéze polyamint. V nadorovych bunkidch byva
obvykle zvySené mnozstvi tohoto enzymu [181].

Butein (64) inhiboval 12-LOX mysi epidermis (ICso 0,2 uM) a indukci ODC navozenou 12-O-
tetradekanoylforbol-13-acetatem (TPA, promotor vzniku koznich nadoru). Tento chalkon neptisobil
na COX ani epidermalni proteinkinasu C. Produkty 12-LOX jsou ziejmé néjak zapojeny do
propagace kozniho nadoru navozeného TPA [214].

Lékoticovy chalkon isolikviritigenin (3) prokazal silny antitumorosni ucinek. Jeho topicka
aplikace inhibovala indukci epidermalni ODC, vznik edémui vyvolany TPA a vznik papilomat
zpusobeny 7,12-benz[a]antracenem (iniciator vzniku koZnich nadort). Isolikviritigenin také brzdil
produkci PGE; zptusobenou TPA a nemél u¢inek na COX ani 12-LOX subcelularnich
epidermalnich frakci, ani na fosfolipasu C. Inhibice 5-LOX a 12-LOX isolikviritigeninem
v polymorfonuklearnich leukocytech souvisi s protinadorovym ptisobenim této latky [215].

Z keie Mundulea sericea (Willd.) A Chev. (Leguminosae) rostouciho v tropické Africe a Indii
a pouzivaného v tradiénim 1é¢itelstvi, byl iSolovan novy chalkon munsericin (148) aznamy
4-hydroxylonchokarpin (149) s chemoprotektivnimi G¢inky proti rakoviné prokazanymi inhibici
ODC indukované forbolesterem (ICso = 1,0 a 0,7 pg x ml™) [216].

R1 R?

0
_ % 148 munsericin R = H, R>= OH
O O 149 4-hydroxylonchokarpin R* = OH, R? = H
o] OH

Zavislost biologické aktivity na typu isomeru chalkonu zkoumala Shibatova skupina.
U (E)-chalkonu a jejich (Z)-fotoisomert (schema 4) studovali protinadorovou a protizanétlivou
aktivitu. V nékterych typech testi byly isomery stejné aktivni, ale napt. pii inhibici proliferace
lidskych zaludeénich nadorovych bunék a pfi inhibici ODC indukované forbolesterem byl o néco
u¢inngjsi (Z2)-isomer. K fototransformaci byly resistentni chalkony s hydroxylem v poloze 2" a 4
[21,217].

Schema 4. Fotoisomerisace chalkont

(0]
= OH
O O h.v
—_—

Fluorované syntetické dihydroxychalkony byly studovany jako inhibitory 5-LOX na krysich
leukemickych buiikach (150, ICs, = 8,7 x 10° M). Tento enzym je zodpovédny za pieménu
kyseliny arachidonové na leukotrien LTA; a jeho inhibitory maji schopnost spoustét masivni
apoptosu Vv lidskych nadorovych bunkach prostaty. Uvedena latka 150 piisobila dobie na bunécné

linie nadoru prsu a CNS a prokazala také antioxida¢ni ptisobeni [218].
OMe O

SRSy
MeO F OH
150

V mnoha lidskych nadorech byva mutaci inaktivovan gen pro lidsky nadorové supresorovy
protein p53 s apoptotickou induktivni schopnosti, navic tento protein inhibuje onkoprotein MDM2
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vazbou na transaktivaéni doménu p53. NaruSeni jejich interakce vede ke zvySeni hladiny p53
a obnoveni jeho aktivity, coz zarucuje obnoveni kontroly nad integritou genomu. Chalkony, napf.
151, maji schopnost antagonisovat interakci MDM2/p53 a vazat se do tryptofanového vazebného
mista na p53 pro MDM2 [219].

o 0O
BOR ¢
_~.__.OH
cl O O 0" ScooH ° F
OH
151 152

V navaznosti na predchozi praci ptipravil Kumar et al. G¢inngjsi chalkonové analogy boronové
kyseliny, napt. 152 [220].

V porovndni s ostatnimi druhy flavonoidi mély flavony a flavonoly vyssi antiproliferativni
ucinnost nez chalkony a flavanony. Pfi testovani na lidskych stfevnich buiikach bylo zjisténo, ze
¢ast jejich antiproliferativni aktivity lze pripisovat apoptotické odpovedi reflektujici aktivaci kaspas
[221].

Likochalkon A (12) je znam svymi estrogennimi u¢inky a Rafiho prace [222] ukazala, Ze
cytotoxicky ucinek nékterych estrogent je spojen se sniZzenou expresi mitochondridlniho anti-
apoptotického proteinu bcl-2. Nesubstituovany chalkon byl neaktivni, coz dokéazalo strukturni
specifitu likochalkonu A pro tento uc¢inek.

Pfi zkoumani vlivu flavonoidi na bunécny cyklus bylo zjisténo, ze riizné druhy flavonoidd
(chalkony, flavanony, anthokyanidiny) pisobi na rizné faze. Chalkony blokovaly pfechod z S do
G, a M faze [223].

Isolikviritigenin (3), lékoficovy chalkon nalezeny také v Salotce a fazolovych vyhoncich,
inhiboval proliferaci plicnich nadorovych buné€k a zastavoval buriky ve fazi G,/M. Také pusobil na
kozni, stievni karcinogenesi, brzdil angiogenesi a indukoval apoptosu [224].

Butein (64), isolikviritigenin (3) [225,226] a likochalkon A (12) inhibovaly rdst bunék
a indukovaly jejich apoptosu [227]. Isolikviritigenin byl schopen také zvySovat expresi proteint
p53 a p21 v plicnich nadorovych buiikach a blokovat progresi faze Go/G; [226]. Likochalkon A
ovliviioval apoptosu u nadoru prsu, leukemie a karcinomu prostaty a jeho ptsobeni také souviselo
s p53 [227].

Ze skupiny ruznych typu flavonoidi inhiboval butein (64) mitochondrialni NADH oxidasu
z hovézich srdci. V sérii latek byl pro ucinek dulezity karbonyl a 2,3-dvojna vazba. Je mozné, ze
flavonoidy inhibuji také respiraéni fetézec mezi koenzymem Q a cytochromoxidasou. Inhibiéni
ucinek kvercetinu na mitochondrialni elektronovy transport byl rusen cysteinem, takze je
eventuelné mozné, Ze tady hraje také roli interakce s thiolovymi skupinami [228].

Chalkon floridzin (153) a jeho aglykon floretin (154), identifikované jako inhibitory
transmembranového transportu glukosy, vyrazné snizovaly rust karcinomu [183].

OR O
153 floridzin R = D-glu
O O 154 floretin R = H
HO OH OH

Nékteré hydroxychalkony jsou cytotoxické vuci leukemickym a melanomovym buiikam a také
ke krysim hepatocytim. Zminéné chalkony ochuzovaly hepatotocyty o GSH, jeho oxidaci na
GSSG zpusobovaly kolaps potencialu bunééné membrany a zvySovaly pfijem kysliku. Chalkon
s nejvyssim pK, (S hydroxyskupinami na obou kruzich) mél nejvyrazngjsi uc¢inek na membranovy
potencial mitochondrii, takze je pravdépodobné, Ze cytotoxicky ucinek téchto latek je zpiisoben
rozpojovanim mitochondrii, tj. kolapsem potencidlu na mitochondrialni membrané [29].

44



Disertacni prace Teoreticka cast

Metodou fluorescen¢ni polarizace byly sledovany zmény na vnéj$i mitochondrialni membrané
po expozici syntetickym cyklickym analogim chalkonu. Lipofilni derivaty interagovaly
s mitochondrialni membranou, coz muze pfispivat k cytotoxicité téchto latek [229].

Derivaty chalkonu hydroxylovaného v poloze 2 kruhu B inhibovaly rist nadoru HeLa bunék.
V celé skupiné flavonoidl byla pro ucinek dilezitd dvojna vazba a nejaktivnéj$imi derivaty byly
praveé chalkony, tzn. derivaty s otevienym C-kruhem. Pfitomnost cukerné slozky neovliviiovala
vyznamn¢ antiproliferativni t¢inek flavonoidd, pouze pokud byla navazana na hydroxyl v poloze 3
snizovala u¢inek. Methylace molekuly nebyla vhodna. Odstranéni hydroxyskupiny z polohy 3
u chalkont vedlo ke zvySeni u¢inku. Cytotoxicky Gcinek 1-fenyl-3-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-
onu mize byt nespecifického charakteru, chalkony zvySuji hladinu cAMP a ovliviiuji DNA a RNA
polymerasovou aktivitu. Je obtizné zjistit u nich pfesny mechanismus, nebot’ ovliviiuji mnozstvi
biologickych systémua [230]. V jiné praci byl u téchto latek podpofen jiz zminény mechanismus
indukce aktivit QR a GSTs [231].

Chalkon (1) byl schopen stimulovat enzymovou aktivitu GST v rozto¢i Rhizoglyphus robini
2 — 4% [232].

Aziridinové derivaty chalkont fungovaly jako alkyla¢ni ¢inidla [233].

Retinoidy a také retinoidni slouceniny chalkont byly zkoumany také jako chemopreventivni
latky [234,235].

Z Angelica keiskei Koidzumi (Umbelliferae) bylo isolovano 5 chalkond (155 - 159)
s chemoprotektivnimi G¢inky, které byly provéfeny v primarnim screeningu na antitumorové
promotory (inhibice ¢asné¢ho antigenu EBV Vv bunikdch indukovaného TPA) a protinadorové
iniciatory (inhibiéni G¢inek na aktivaci donoru NO) [236].

OH O

X X Pz
O O 155 xanthoangelol R=0H
R OH
OH O

156 xanthoangelol F R = OCHj,

N pZ
O O 157 isobavachalkon R =OH
R OH 158 4-hydroxyderricin R = OCHj3

HO

o O
O Pz [ 159 xanthoangelol H
MeO OH

Jako antitumorové inhibitory byly isolovany téz 2 chalkonové tetramery 160 a 161 z Lophira
alata (Ochnaceae) [237].
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160 lophirachalkon 161 alatachalkon
Kolchicin, vinca alkaloidy a podofylin vazi specificky tubulin a brani jeho seskupeni a navazani
do mikrotubuld. Kolchicin vaze tubulin tak, Ze nejprve indukuje GTPasu v tubulinu a pak vznik
tubulinovych struktur jinych nez jsou mikrotubuly. a-Methylchalkon MDL 27048 (162) vazal
tubulin s 1C5 1 uM. 2,5-Dimethoxyfenylova ¢ast této molekuly se ziejmé vaze na vazebné misto
pro kruh A kolchicinu a podofylotoxinu na tubulinu a zbytek molekuly na jiny vazebny region
tubulinu. Chalkon se tak vaze rychle a reversibilné na bunééné mikrotubuly a inhibuje mitosu

[238,239,240].
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162 MDL 27048 163 calythropsin

Cytotoxicky pusobily také calythropsin (163) a jeho dihydroderivat isolované z australské
rostliny Calythropsis aurea C. A. Gardner (Myrtaceae), ale inhibice tubulinové polymerace nebyla
dokazana [241].

Z knihovny chalkont ¢itajici nékolik set derivatd bylo vybrano asi 7 sloucenin pusobicich na
nadorovou linii leukemickych bunék K562 s ICsy < 1 uM, nejaktivnéj$im byl chalkon 164 (1Csy 30
nM). Zobrazena sloucenina se vaze na tubulin ve vazebném misté kolchicinu a zastavuje bunécny
cyklus ve fazi G,/M [242].
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Dle zkuSenosti bylo pro tubulinové inhibitory nutno nékolik polyalkoxylovanych aromatickych
kruhti. U hexaalkoxylovanych chalkont (165, ICsy 5,1 uM) se rovnéz predpokladal antileukemicky
ucinek mechanismem inhibice tubulinu, ale pfi bliz§im zkoumani se nepotvrdil [243].

Piedchazejicimu pozadavku by také odpovidal chalkon pedicin (166) z Fissistigma
lanuginosum (Hook. F. & Th.) Merr. (Annonaceae), ktery inhiboval uspofadani tubulinu do

mikrotubulli v lidskych nasofaryngealnich karcinomatickych buiikdch ale také v pomémé vysoké
koncentraci (ICs, 300 puM; vinblastin ICso 4 pM) [244].
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166 pedicin

V praci, ktera zkoumala pouze cytotoxicky ucinek, nikoli mechanismus uc¢inku, byla
zduraznéna piitomnost methoxyskupiny na kruhu B a chalkony byly v porovnani s flavanony
uéinnéjsi v pusobeni na zkousené linie nadorovych a leukemickych buné¢k [245].

Je také faktem, ze chalkony s 1 — 2 hydroxyskupinami ptsobily na buiiky nadoru prsu MCF-7
velmi slabé [246].

Ze série  jednoduchych derivatd chalkonu se projevil nejlépe 3-(3-hydroxyfenyl)-1-(3-
methylfenyl)prop-2-en-1-on, ktery zastavoval bunééné déleni ve fazi Go/G; a zpomaloval S fazi
bunééného déleni, také inhiboval vazbu znaceného estradiolu na estrogenni receptory, ménil
fosforylaci proteint a potlacoval promotorovou aktivitu TPA u koZni karcinogenese [247].

Piirodni chalkon butein (64) z éeledi Fabaceae, Anacardiaceae a Asteraceae inhiboval
v porovnani s 5-fluoruracilem inkorporaci nejen znaceného uridinu, ale i thymidinu a leucinu do
stfevnich nadorovych bunék v koncentraci 2 uM a s ICsy 1,75 uM na jejich rast. Jeho mechanismus
uéinku tedy neni totozny s mechanismem 5-fluoruracilu, ale mohl by podle autorti byt blizky
kolchicinu [248].

Také xanthohumol (66) inhiboval inkorporaci znaeného thymidinu do bunék rakoviny prsu
MCF-7 (ICsp 13,3 uM, po 4 dnech ICsq 3,47 puM). Inhiboval rovnéz rust ovarialniho karcinomu
A-2780 (ICs 0,52 puM, po 2 dnech ICsy 5,2 uM). Buiky stievniho nadoru byly vuci této latce
relativné necitlivé [249].

Ve velké sérii byl nejucinngjsim chalkonem 3-(3-hydroxyfenyl)-1-(3-methoxyfenyl)prop-2-en-
1-on a v koncentraci 5 pg x ml™* vykazoval 76 — 100 % inhibici fosforylaci proteinti v HelLa
bunikach. Dale ovliviioval bunéény cyklus zastavenim Go/G; faze, zpoZzd'oval pribéh S faze
a moduloval syntézu proteinti [250].

Pyridylové analogy chalkonu 167 a 168 pusobily zastaveni cyklu bunék nadoru prsu MCF-7
ADRr ve fazi Go/M a fragmentaci DNA, coZ zpisobilo navozeni apoptosy. Tyto dvé latky
neovliviovaly funkce glykoproteinu P (P-gp), ani produkci ROS [251].

OH O
e .
167 pyrid-3-yl

_ = 168 pyrid-4-yl

Chalkony substituované na kruhu A N-methylpiperidylovym zbytkem zastavovaly déleni
nadorovych bunék ve fazi G; a G,/M [252].

Alkyla¢ni aktivita benzimidazolovych analogti chalkonu byla zkousena modelovou reakci
s L-cysteinem za fysiologickych podminek a monitorovana pomoci HPLC. Elektronové pomeéry
vyplyvajici zrtzné substituce v p-poloze kruhu B ovlivitovaly rychlost alkylace. Skupiny
odpuzujici elektrony reakci zpomaluji a skupiny elektrony pfitahujici ji urychluji a zvysuji tak
alkylacni kapacitu. Metodou molekulového modelovani bylo zjisténo, ze pti Michaelove adici bude
preferovan (R)-isomer, ktery je energeticky vyhodnéjsi a jeho molekula vykazuje méné pnuti.
Vychozi latka ve schematu 5 pusobila selektivné cytotoxicky na bunécéné linie leukemie,
ledvinového karcinomu anddoru prsu U9 vybranych typt rakoviny. Testovani na HIV
nezaznamenalo zadny vyrazny u¢inek téchto latek [253].
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Schema 5. Michaelova adice L-cysteinu na analog chalkonu
NH

2
0 S/l\

COOH

N9 , N
@[ N P L-cystein @[ \
N
N
H H
NO, NO,

Chalkon hamilkon (169) byl prvné isolovan z extraktu Uvaria hamiltonii Hook. f et Th.
(Annonaceae) a mél jen slabou aktivitu v cytotoxickém testu na 9KB buiikach (ICs 10,0 pg x ml™)
sledovanou podle schopnosti §tépit viakna DNA (47 % rozvolnéni dvojsroubovice DNA). Soucasné
isolovany auron byl 10x u¢inngjsi [254].

OMe O
MeO O = O OH
MeO OH OH
169 hamilkon

Chalkony vykazaly také antimutagenni aktivitu [255]. Ale vzhledem ke schopnosti chalkont
reagovat s nukleovymi kyselinami a enzymy mohou mit i mutagenni G¢inky [24].
Informace z nékterych zdrojt jsou nedostupné z diivodu nesrozumitelnosti jazyka [256].

3.1.7 Chalkony jako chemosensitizéry

Problémem uspésné protinadoroveé 1éCby zlstava resistence nékterych rakovinnych bunék na
antineoplastika. Mnohonasobna 1ékova resistence (MDR) se objevuje vzdy po dlouhodobém
podavani 1éciv. Latky, které mohou pfekonat MDR se oznacuji jako chemosensitizéry (MDR
revers, MDR modulators). Patfi sem riizné strukturni typy, napf. blokatory kalciovych kanald,
antagonisté kalmodulinu, steroidy, cyklické peptidy a dalsi 1éciva. Jejich praktické pouziti omezuje
preexprimovanim glykoproteinu P (P-gp), jenz rejektuje 1é¢ivo z bunky ven. Chemosenzitizéry
bud’ inhibuji P-gp nebo moduluji expresi kodujiciho genu [257].

Méné prozkoumané jsou proteiny asociované s MDR (MRP) [258].

Na P-gp se vaze tada latek a vSechna jejich vazebna mista nejsou dosud upln€ prozkoumana.
Spole¢na je pro tyto latky intramolekularni vodikova vazba [259].

Flavonoidy vcetné chalkoni maji schopnost modulovat transmembranovy P-gp, ktery je
hlavnim mechanismem MDR u nadorovych bunék. P-gp je u lidi kodovan genem MDR1 a patii do
nadrodiny transportérovych proteini — ABC transportérit (ATP binding cassette). Je to pumpa
zavisla na ATP odCerpavajici rlizna 1é¢iva z bunky az na intracelularni koncentraci, ktera je nizsi
nez cytotoxicka koncentrace. P-gp je sloZzen ze 2 homolognich polovin, z nichz kazda obsahuje
transmembranovou doménu ucastnici se na od¢erpavani 1éciva a dale cytosolickou doménu vazajici
ATP a podilejici se na hydrolyze.

Chalkony mozn4 piisobi na P-gp z dGvodu jejich vlastnosti napodobovat adeninovou jednotku
ATP. Vhodnou substituci v poloze 4 kruhu B u 1-(2,4,6-trihydroxyfenyl)-3-fenylprop-2-en-1-ont
byly halogeny dle klesajicich lipofilitnich konstant &, pt. vhodné latky je 170 [260].

OH O

= 170R =1
O O 171 R = OC8H17
HO OH R

Pro jejich chemosensitivni aktivitu je také dilezité o,-nenasycené seskupeni a hydroxyskupina
v poloze 6 kruhu A [258] nebo alkoxyskupina (171). Tyto modulatory MDR funguji jako
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resensitizatory nadorovych buné¢k s MDR na chemoterapeutika. Chalkony interaguji s vazebnym
mistem pro ATP aregionem pro modulatory [261]. Vazbu na P-gp zvySuje také prenylova
substituce [262].

Také broussochalkon A (uvedeny v kap. 3.1.9.7) inhibuje P-gp [259].

Klinicky vyznam by mohl mit chalkon 172 ziskany z pupenti Cleistocalyx operculatus (Roxb.)
Merr. et Perry (Myrtaceae). In vitro i in vivo byl zkousen v kombinaci s doxorubicinem a snizil ICs
doxorubicinu témét 4x (tab. 13). Chalkon snizoval expresi genu MDR1 kéodujiciho P-gp [257].

Tab. 13. Citlivost oralnich epidermoidnich nadorovych bunék vuéi 172
OH O 1Cs0 UM
Z chalkon | doxorubicin | kombinace
O O KB-3-1 |243+0,6 | 0,8+0,1 0,74 £ 0,02
HO OMe KB-Al | 29,6+0,6 | 139+0,7 | 3,6+0,7

172

Minoritnim mechanismem pro rozvoj MDR, a to pfedevs$im pro buiiky nadoru prsu, je protein
resistence nadoru prsu (BCRP), také ze skupiny ABC transporteri. Tento protein ma
6 transmembranovych domén a 1 vazebné misto pro ATP. Jeho substratem jsou napt. antracykliny,
inhibitory topoisomerasy I, mitoxantron, methotrexat atd. Z flavonoidi zvySovaly akumulaci
mitoxantronu v buiikach MCF-7 MX100 pfedevs§im latky s planarni strukturou, ale poZadavky na
polohy substituci byly trochu odli§né od vyse zminénych chalkond [263].

Existuji je$té dal$i mechanismy, jak ovlivnit transport cytostatik do bunky, napt. lidské
pankreatické adenokarcinomatické bunky exprimuji protein-1 asociovany s MDR (MRP1), ktery
zprostiedkovava eflux 1éCiva z bunky. Chalkon plsobi zménu exprese toho proteinu a zvySuje
intracelularni akumulaci daunomycinu a vinblastinu [264].

3.1.8 Piisobeni chalkonii na tyrosinkinasy

Proteinové tyrosinkinasy hraji dilezitou roli v regulaci bunécné proliferace a diferenciace.
Nekteré proteinové tyrosinkinasy asociované s membranou maji svilj vyznam také v pfenosu
signalu. Pfeexprimovani uréitych rustovych faktord s tyrosinkinasovou aktivitou bylo nalezeno
v lidskych nadorech. Pro urcité typy rakoviny (prsu a jater) by inhibitory této aktivity mohly
pfedstavovat novou terapeutickou skupinu. A pravé chalkony jsou jednou znékolika tiid
strukturnich typt [265].

Butein (64) inhiboval specificky tyrosinkinasovou aktivitu receptoru epidermaniho rastového
faktoru (EGFR) [266].

Studii inhibice dalSich derivatd (buteinu 64, floretinu 154 a mareinu 189 — uvedeny v kap.
3.1.9.4) bylo zjisténo, ze pro tuto aktivitu je nutna hydroxylace v poloze 4 obou kruhu (tab. 14).
Molekulové modelovani s témito derivaty odhalilo, Ze pti vazbé na vazebnou kapsu pro ATP na
receptoru se uplatiiuji vodikové vazby a hydrofobni interakce (obr. 1). Monohydroxylované
chalkony tento u¢inek nevykazaly [267].

Tab. 14. Pasobeni chalkont na tyrosinkinasu

Chalkon | % inh. pti 100 uM
64 88+£2
154 65+3
189 84+3

49



Diserta¢ni prace Teoreticka cast

Obr. 1. Trojrozmérna struktura ATP-vazebné kapsy EGFR tyrosinkinasy s orientaci buteinu uvniti
kapsy (vytvoieno metodou homologniho modelovani) [267]

S
o &

Vaskularni receptor endotelového rustového faktoru blokoval chalkon z Cleistocalix
operculatus (Myrtaceae), ¢inské pfirodni mediciny [268].
V regulaci proliferace bunék hraji roli také kalmodulin-dependentni kinasy [269].

3.1.9 Piisobeni chalkoni na enzymy

Jak jiz bylo naznaceno v predchazejici Casti o antineoplastickém a chemosensitivnim plisobeni
chalkonti, hraje inhibice riznych enzymut chalkony dilezitou roli v mechanismu biologickych
uc¢ink téchto sloucenin. Kromé enzymu jiz zminénych G¢inkuji chalkony na Sirokou $kalu dalSich
enzymi. Racionalni vyuZiti poznatkii o plisobeni na savéi enzymy, které hraji roli v patogenesi
riznych onemocnéni by mohlo pfispét k vybéru novych piredlohovych struktur a vyvoji novych
1€cCiv.
3.1.9.1 Piisobeni chalkonii na aldosareduktasu

Inhibiéni pusobeni chalkonti na aldosareduktasu jiz bylo detailné popsano [270].
O vyuzitelnosti chalkont jako inhibitorti aldosareduktasy svéd¢i nékolik patentt [271,272].

3.1.9.2 Pusobeni chalkonti na monoaminooxidasu a katechol-O-methyltransferasu

Monoaminooxidasa (amin:oxygenoxidoreduktasa, EC 1.4.3.4, MAO) je enzym ucastnici se
oxidaénich procesti V nervové soustavé, katalysuje odbouravani biogennich aminl oxidativni
deaminaci a je lokalisovan na membrané mitochondrii. RozliSuje se monoaminooxidasa A (MAO
A) odbouravajici noradrenalin a serotonin a monoaminooxidasa B (MAO B) odbouravajici
dopamin, jejiz inhibice se vyuziva pii 1é¢bé Parkinsonovy choroby. Inhibice MAO A se pouziva
v psychiatrické praxi k 1é¢bé deprese a uzkosti. Mezi syntetické inhibitory MAO vyuzivané
v terapii deprese patii derivaty hydrazidové (nialamid, isokarboxazid), aralkylhydrazinové
(fenelzin) a aminy (tranylcypromin). Vzhledem k vyskytu ¢astych vedlejsich ucinki téchto syntetik
(hepatotoxicita, interakce s potravou bohatou na tyramin vedouci K hypertenzim), byly hledany
mén¢ Skodlivé latky z ptirodnich zdrojii, které by byly pouzitelné jako neuroprotektiva v 1écbé
nebo prevenci deprese.

Z chalkont isolovanych z ethylacetatového extraktu Glycyrrhiza spp. inhiboval MAO pouze
isolikviritigenin (3, ICso = 9,0 x 10™* M). Dalsi chalkony, napt. likochalkon A (12) a likochalkon B
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(13) nevykazaly zadnou vyznamnéj$i aktivitu v porovnani se standardnimi latkami hydrochloridem
harmanu (ICso = 5,7 x 10 M) a sulftem chininu (ICs, = 6,4 x 10 M) [273].

V jiné, obsirngjsi studii byl z methanolického extraktu Glycyrrhiza uralensis Fisch. et DC
isolovan rovnéz isolikviritigenin (3) a fada uéinnych latek véetné jinych typt flavonoidu. In vitro
byla na mitochondrialni MAO z krysich jater zjiSténa substratové kompetitivni inhibice s K; = 2,11
x 10° M pro isolikviritigenin, standardni latkou byl hydrochlorid harmanu. Do studie byly
zahrnuty dalsi extrakty z 81 ¢inskych drog rostlinného ptivodu. Nejvyssi inhibici prokazal
dihydroxylovany derivat 6. Velmi u¢innymi byly shledany 4 chalkony (7, 173 — 175) v tab. 15.
Tab. 15. Pasobeni chalkont z Glycyrrhiza uralensis na mitochondrialni MAO z krysich jater

Chalkon REITR| R ICso K;
3 OH|OH|OH|173x10°M | 2,11 x 10°M
R 6 OH|OH| H [1,65x10°M | 0,279 x 10°M
7 OH| H |OH[5,97x10°M N
= 173 H [OH| H |736x10°M N
- - 174 H|HJ[OH|I136x10°M N
175 H |OH|OH|18,5x10°M N
hydrochlorid 742 % 10 M N
harmanu

Studii vztahu struktury a ti¢inku byly v molekule uréeny dtlezité aspekty:

e dvojnd vazba konjugovand skarbonylem zvySuje ucinek, nasyceny derivat
isolikviritigeninu i odpovidajici flavanon byly méné ucinné

e hydroxylaci na kruhu A se zvySuje ucinnost v pofadi navazani substituent v poloze 4,
3, 2, na kruhu B jsou to polohy 2, 3, 4; substituce hydroxylem je tedy nejvyhodnéjsi
Vv poloze 4 na kruhu A, ovSem hydroxylace v polohach 4 na obou kruzich zaroven vede
k poklesu ucinku

e hydroxyl v poloze 2 kruhu A tvofi vodikovou vazbu s kyslikem karbonylové skupiny
a zajiStuje tak koplanaritu mezi kruhem A a konjugovanou ketonickou skupinou, ktera
vede ke zvyseni ucinku [274].

Isolikviritigenin (3) s likviritigeninem (176) byly isolovany v Ciné z methanolického extraktu
Sinofranchetia chinensis (Franch) Hemsl (Lardizabalaceae) a zkouSeny na inhibici MAO A a B
z krysich mozkt. V kinetické studii bylo zjisténo, ze se jednd o nekompetetitivni inhibici
a naméfené hodnoty, véetné standardt jsou uvedeny v tabulce 16 [275].

OH
Holo

0
176 likviritigenin
Tab. 16. Pasobeni chalkonu z Sinofranchetia chinensis na MAO A a B

. MAO A MAO B
Latka
1Cs0 (M) Ki (M) 1Cs0 (M) Ki (M)
3 13,9 x 10° [ 14,3 x10° | 47,2x10° | 152 x10°®
176 32x10° [31,5x10° | 104,6 x 10° | 164,7 x 10°
chlorogylin | 0,198 x 10° N N N
deprenyl N N 0,251 x 10° N

Na mozkové monoaminooxidasy A i B byly testovany latky iSolované ze suSené kiry Gentiana
lutea (Gentianaceae). Z chalkond se jednalo o zajimavou strukturu spojujici chalkonovy skelet
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s molekulou dihydrochalkonu pfimou vazbou pfes benzenova jadra (177, 178). Kyselou
hydrolyzou byly odstranény isoprenylové jednotky na kruzich B a byla pfipravena latka s dvéma
fenolickymi hydroxyly. Parentni dimerni chalkon i jeho derivat byly testovany a vyssi inhibici
projevily na MAO B (tab. 17), potencialné vyuzitelné v 1écbé Parkinsonovy a Alzheimerovy
choroby [276].

Tab. 17. Pasobeni derivata chalkonu z Gentiana lutea na MAO A aB

1Cs0 (M)

O | O or | Latka R MAOA | MAOB
177 A)\ >1 x 10" | 48,7 x 10°
OH O

O 178 H 12,5x 10° | 6,2 x 10°
() ”

OH O

Dalsim enzymem, jenz katalySuje odbouravani biogennich aminti je katechol-O-
methyltransferasa (EC 2.1.1.6, COMT). Tento enzym ma ve vazebném misté thiolovou skupinu.
Na enzymu isolovaném z prasecich jater byla testovana inhibice 3-(3,4-dihydroxy-2-nitrofenyl)-1-
fenylprop-2-en-1-onem (179). Byla zjisténa reversibilni vazba latky na enzym s 1Cs, 0,32 x 10° M.
Porovnavaci latkou byl nitekapon, popsany v literatuie jako silny inhibitor COMT (ICs 0,8 x 10
M). Disociace komplexu enzym-inhibitor ale probiha relativné pomalu.

Inhibitory COMT by byly vhodnym doplikem 1é¢by Parkinsonovy choroby k levodopé
a inhibitorim periferni DOPA-dekarboxylasy, ptip. k selektivnim inhibitorim MAO B. Jiz diive

byly zaznamenany G¢inné inhibitory COMT nesouci nitrokatecholové seskupeni [277].
0 NO,

I P l OH
OH
179

Hesperidinmethylchalkon (2) testovany jiz dfive takové aktivity nedosahl, ale vyznam
0-dihydroxylové substituce na kruhu byl uz odhalen [278].

3.1.9.3 Piisobeni chalkonu na xathinoxidasu

Xanthinoxidasa (xanthin:kyslik-oxidoreduktasa, EC 1.2.3.22, XO) je dalezitym enzymem
purinového metabolismu. In vivo vétsinou existuje jako NAD'-dependentni oxidasa a katalysuje
oxidaci hypoxanthinu na xanthin a dal$i pfeménu xanthinu na kyselinu mocovou. Zvysena
produkce kyseliny mocové vede k vysokym koncentracim natrium-urdtu v extracelularnich
tekutinach a naslednému rozvoji dny. V ischemizovanych tkanich mize ptechazet na kyslik-
dependentni formu, ktera pii reperfusi reaguje se substratem za tvorby volnych kyslikovych
radikali. Razné ROS prispivaji k oxidativnimu stresu v organismu a maji podil na starnuti
a patologickych procesech, napt. zanétu, atherosklerose, rakoviné [279]. Kyselina mo¢ova se také
muze hromadit v kloubech a ledvinach a zptisobovat akutni arthritis a nefrolithiasu [280].

XO se skldda ze 2 ekvivalentnich nezavislych podjednotek, znichz kazda obsahuje atom
molybdenu, jednu molekulu flavinadenindinukleotidu (FAD) a dvé centra, ktera obsahuji siru
a zelezo. Xanthin a hypoxanthin jsou oxidovany na molybdenovém centru, pfechodem molybdenu
z oxidaéniho stupné VI na IV [281]. Enzym tedy obsahuje 2 prostorové oddélend vazebna mista,
ktera spolu komunikuji vnitinim transportnim fetézcem elektronii.

Z hlediska projektovani novych inhibitorG pfipadaji v ivahu 2 strategie: inhibitory vazici
purinové vazebné misto nebo ovliviiujici fetézec transportu elektrond [282].
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Nejznaméj$im terapeuticky vyuZivanym inhibitorem a zaroveii substratem XO je allopurinol.
Jeho pouzivani je vSak spojeno se zavaznymi vedlejSimi ucinky a hledani vyhodngjsich inhibitort
proto zistava stale aktualni. V ramci tohoto vyzkumu je velkd pozornost vénovana flavonoidiim,
predevsim flavonim [279,283].

Flavonoidy byly rozdéleny na inhibitory XO s odpovidajicim radikalové zhasecim uéinkem
(identické ICsp), inhibitory XO svysokou radikalové zhaseci aktivitou a inhibitory XO bez
antioxida¢nich ué¢inki. Uginné byly latky s koplanarni strukturou kruhti podminénou nenasycenou
vazbou mezi C-2 a C-3 a dale s hydroxylaci na C-5 a C-7 flavonoidového skeletu [284].

K podobnym zavérim dospél také Poncetiv kolektiv. Pro popis vztaht struktury ve skupiné
flavonoidi a inhibice XO pouzili metodu molekularni topologie. Nesubstituované flavonoidy nebo
flavonoidy bez hydroxyskupiny byly net¢inné. Malou inhibici projevily latky s jednou
hydroxyskupinou — u chalkont v poloze 2 na kruhu A (5, 182 — 185, 16 — 22 % inhibice). VSechny
flavonoidy s vyznamnou inhibici (6, 173, 40 — 70 %) mély nenasycené o,B-nenasycené seskupeni
a jednu ¢i vice hydroxyskupin — u chalkoni v poloze 4 kruhu A (tab. 18) [285].

Tab. 18. Inhibice XO chalkony | Chalkon R R® [ %inh.
1 H H 0,0
5 2-OH H 21,5
6 2.4-(OH), H | 398

173 4-OH H 45,5

0]
4
- o | 180 H 4F | 00
181 H 4-OCH; | 48

182 [ 24-(OH),,3-OCH; | H 171

183 2-OH-4-OCHj H 17,2
184 2-OH 4-OCH; | 16,2
185 2-OH 4-F 30,3

K vyznamu polyhydroxylace chalkonl pro inhibici XO dospéli védci jiz v 50. letech [286].
Piiprava a terapeutické vyuziti inhibice XO pii dnové arthritis bylo patentovano u 1-(3,4-
dihydroxyfenyl)-3-(3,4-dihydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu (186) [287].
H,N COOH

2
; J
HO = OH 0O S
e eaae
HO OH
186 187
Po isolaci likochalkoni A (12) a B (13) z 1ékofice byly tyto latky testovany na komeréné

dostupné XO (tab. 19). Inhibi¢ni u¢inek by podle autor mohl byt zptisoben nespecifickou vazbou
téchto latek na enzym [288].

Tab. 19. Inhibice XO chalkony

chalkon 1Csp

12 3,0x10° M

13 5,6 x 10° M
allopurinol | 1,6 x 10" M

Podobny typ vazby popisuje Sato pii pusobeni chalkonii na rostlinny a houbovy enzym,
fenylalaninammonialyasu (EC 4.3.1.5, PAL), katalysujici preménu kyseliny trans-skoficové
z fenylalaninu eliminaci amoniaku. Tento enzym mé pravdépodobné 2 vazebna mista a enzymy ze
3 rlznych zdroju byly inhibovany chalkony; dihydrochalkony a glykosidy chalkoni PAL
neinhibovaly. Pokus provedeny inkubaci isolikviritigeninu (3) senzymem areakci 1-(4-
hydroxyfenyl)-3-(4-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu s riznymi aminokyselinami, vcetné cysteinu
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(adi¢ni produkt 187), podpoftil, ze PAL je inhibovana chalkony reakci s thiolovymi skupinami
PAL, a Ze chalkony se vazi na enzym irreversibilné [289].

Vytazek Sinofranchetia chinensis (Lardizabalaceae) je v tradi¢ni ¢inské mediciné pouZzivan
k 1é¢bé dysurie a bolestivosti koncetinovych kloubd. Z methanolického extraktu lodyhy této
rostliny byly jako ucinné latky isolovany likviritigenin (176) a isolikviritigenin (3). Z vysledki
enzymatické studie (tab. 20) usuzuji autofi na smiSeny typ inhibice u obou latek stejné jako
u allopurinolu, tzn. latky jsou schopné vazat se na enzym i na komplex enzym-substrat. Podle
inhibi¢nich konstant se jedna o kompetitivné-nonkompetitivni inhibici. Dal$imi zdroji téchto latek
jsou lékotice a sdjoveé boby.
Tab. 20. Inhibice XO chalkony z Sinofranchetia chinensis

Latka 1Cs
3 55,8 x 10° M
176 493 x 10° M
allopurinol | 24,4 x 10° M
Inhibitory XO by mohly nalézt uplatnéni pii organovych transplantacich jako slozka
uchovavaciho média pro organy, ktera je schopna zabranit tvorbé superoxidovych aniontovych
radikalt, které mohou zpiisobit poskozeni pii reperfusi ischemizovanych tkani.
Zvysené hladiny XO byly v posledni dobé také identifikovany pii hepatitidé a mozkovych
nadorech [280].

3.1.9.4 Pusobeni chalkonii na enzymy zasahujici do metabolismu glutathionu

Glutathion (GSH) a na ném zavislé enzymy se podileji na detoxikaci endobiotik a xenobiotik
véetné alkylancii. Glutathionreduktasa byla ve zvy$eném mnozstvi nalezena v nadorovych tkanich.
Vysoké hladiny GSH a glutathiontransferas byly zaznamenany pfi chemoresistenci nadorovych
bunék vuci alkyla¢nim ¢inidlam [36].

Glutathionreduktasa (EC 1.6.4.2, GSH-RD) je enzym, ktery redukuje oxidovany glutathion na
redukovanou formu a udrzuje v bunice vysoké hladiny GSH. Na inhibici GSH-RD byly testovany
rizné typy flavonoidi s identickou hydroxylovou substituci. Jedinym chalkonem ve studii byl
butein (64), u né¢hoz byla urcena ICsy 210 pM. Nejvice inhibovaly GSH-RD anthokyanidiny, na
stejné Grovni s chalkony byly dihydroflavonoly a horsi inhibici projevily flavonoly a katechiny.
Flavonoidy mohou pusobit na GSH-RD mechanismem na kysliku zavislym i nezavislym [290].

V praci Zhanga et. al., ktera zahrnovala vice latek — zastupct rostlinnych polyfenold, byla
inhibice GSH-RD hodnocena stejnou metodou (tab. 21). Pfitom byly chalkony vyhodnoceny jako
nejucinngjsi, nasledovany kyselinou taninovou, pak teprve flavonoidy, kumariny a naposledy
katechiny. Chalkony s hydroxysubstituci v poloze 4 na kruhu B byly u¢inngj$i nez latky
s hydroxysubstituci v poloze 2.

Tab. 21. Inhibice GSH-RD chalkony

Chalkon | ICsy (uM)

0 OH OH O OH 5 82,0

P Ho P oH 64 70,8

153 68,1

Saaclocaaculs ==
188 189 marein gg f273§,32

189 176,1

Inhibice GSH-RD rostlinymi polyfenoly by mohla zpusobit pokles hladiny redukovaného GSH
a tim snizit detoxifikaci antineoplastik pomoci GSH konjugace a sensibilizovat nadorové bunky
resistentni K protinadorovym chemoterapeutikim. Navic nékteré ztéchto polyfenoli maji
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antineoplastické vlastnosti vyplyvajici ze schopnosti ovliviiovat jiné mechanismy v organismu:
zvySeni hladiny celularniho cAMP, inhibice proteinkinasy a inhibice syntézy DNA, RNA
a proteint [36].

Glutathion-S-transferasy (EC 2.5.1.18, GSTs) predstavuji skupinu multifunkénich enzymd,
které hraji také dulezité role v detoxikacnich procesech. Katalysuji konjugaci elektrofilnich
xenobiotik s thiolovou skupinou GSH a tak vznikaji méné toxické a ve vodé lépe rozpustné
derivaty. ZvySena exprese téchto enzymut v nadorovych bunkach ptispiva konjuga¢nimi reakcemi
K resistenci proti nékterym chemoterapeutikim.

Ze stejného pracovisté, kde studovali inhibici GSH-RD, pochazi prace, kde byly zkoumany
ucinky rostlinnych polyfenolti na necharakterizované isoformy glutathion-S-transferas (EC 2.5.1.8)
z krysich jater. Flavonoidy by mohly byt vhodnymi inhibitory z divodu jejich nizké toxicity.

GSTs nejucinngji inhibovala kyselina taninova (ICso 1,044 pM), také 1-fenyl-3-(2-
hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (188) a butein (64, tab. 22). Charakteristicka byla pro tyto
reversibilni inhibitory polyhydroxylova susbstituce a absence cukerné slozky [291].

Tab. 22. Inhibice GSTs chalkony

Chalkon | 1Cso (uM)
64 9,033
154 68,624
155 204,601

188 6,758

Rostlinné GSTs se podileji rovnéz na detoxikaci herbicidi v rostlinach. Déli se na 4 tfidy a od
nékterych GSTs byly pfipraveny rekombinantni enzymy. Na jejich inhibici byly zkouSeny nékteré
ptirodni latky (flavony, flavanony, isoflavony, anthokyanidiny) a opét dopadly nejlépe chalkony,
resp. isolikviritigenin (3, 1Csp 4,1 — 7,2 uM).

Zajimavosti je, ze zatimco u naringeninu, kvercetinu, luteolinu, biochaninu A
a kyanidinglukosidu zistal béhem inkubace s GSH, piip. s GSTs UV-profil latky nezménén,
reagoval isolikviritigenin s GSH na Michaeltiv adukt (schema 6), ktery se podafilo isolovat
a identifikovat. Béhem TLC, kdy doslo kexpozici vzduchem, ale S-glutathionylovany
isolikviritigenin ptechazel opét na isolikviritigenin, ¢imz se prokazala reversibilita této reakce
[292].

Schema 6. Adice GSH na isolikviritigenin
H
N

(0]
OH 0
CO,- OH
HO GSH H
O | \ NH, + HO | S

OH O GSH

~0

5

OH O

Inhibice GSTs konjugaty chalkonti s GSH byla popsana jiz diive [293,294]. Ov8em v jiné
pracovni skupiné nebyl tento adukt pii inkuba¢nim testu pozorovan [295].

Rychlost inhibice GSTs tedy zavisi na rychlosti konjugace chalkonu s GSH, coz ovliviiuje
substituce vychoziho chalkonu [294].

Chalkony inhibovaly GSTs z mysich a krysich jater a vysledky odpovidaly hypotéze, zZe
inhibice je zptisobena pievazné konjugaty chalkoni s GSH. Oproti nesubstituovanému chalkonu
(1) s ICs 1,8 x 10 uM se inhibice zvysila zavedenim methoxyskupiny do polohy 4 na kruhu B
(181, ICs 8,7 x 10° uM). Charakter substituce v této poloze ovliviwuje elektrofilitu B-uhliku
konjugovaného enonu.
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V této sérii byly piipraveny rovnéz chalkony s fenylem v poloze 4 kruhu A a vykazovaly silnou
inhibici GSTs (tab. 23) a ta byla dale jest¢ zvySena substituci na kruhu B v poloze 3 nebo
elektronegativnim substituentem v poloze 2, coz je typické pro slouéeniny putsobici jako
Michaelovy akceptory [296].

Tab. 23. Inhibice GSTs chalkony

Chalkon R ICso (UM)
190 H 3,0x10°
191 2-F 6,5 x 10™
192 2-Cl | 5,0x10*
193 2-Br | 2,5x10"

= 194 | 2-OCH; | 1,0 x 107
O G RI 195 | 2-CH; [ 1,0x10"
196 2-CF; | 9,5x10"
O 197 3-F |10x10°
198 3-Br | 6,1x10"
199 | 3-OCH; | 7,6 x 10
200 | 3-CH; |19x10°
201 3-OH [19x10°
Polyfenoly byly také zkouSeny na inhibici odtoku glutathion-S-konjugatt z lidskych
adenokarcinomatickych bunék tracniku. V traénikovych nadorovych bunkach byla dokazana
existence GS-X pumpy, ktera transportuje GSH-konjugaty. Nejlépe inhiboval butein (64) s ICs
15 uM. Z chalkonu byly dale testovany také 1-fenyl-3-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (188, ICs
139 uM) a 3-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (5, 1Cs, 132 uM) a jejich hodnoty 1Cs, Se
pohybovaly v mikromolarnim mnozstvi, pti¢emz Zadny z polyfenolti nemél vliv na mnozstvi ATP
nebo GSH v bunce [297].

3.1.9.5 Pusobeni chalkonii na epoxidhydrolasy

Epoxidy vznikaji v organismu z endogennich sloucenin nebo xenobiotik cestou chemickych
nebo enzymatickych oxidativnich procest. Jsou to slouCeniny nestabilni ve vodném prostredi
a z chemického hlediska velmi reaktivni. Epoxidové intermediaty xenobiotik a nékterych
endogennich latek byly oznaceny jako iniciatory mutagenese a karcinogenese.

Epoxidhydrolasy (EC 3.3.2.3, EH) jsou hydrolytické enzymy, které katalysuji hydrataci
chemicky reaktivnich epoxidi na odpovidajici dihydrodiolové produkty. Vznikaji tak stabilngjsi
a méng reaktivni slouceniny [298].

V sav¢ich bunkach existuje nejméné 5 forem epoxidhydrolas. Oxidy chalkonti jsou znamy svou
schopnosti inhibovat rozpustnou epoxidhydrolasu (sEH), ktera je primarné lokalisovana v cytosolu,
sekundarné na peroxisomech ve vSech tkanich. sEH je vSudypfitomnym savéim enzymem, nejvyssi
aktivity dosahuje v jatrech a ledvinach. Jejimi endogennimi substraty jsou trans-substituované
epoxidy, ruzné alifatické epoxidy odvozené z metabolismu MK. Znamym inhibitorem je
leukotoxin, kyseliny epoxyikosatrienové (EETs), z xenobiotik oxid trans-stilbenu [299].

Na tomto mechanismu detoxikace se podileji krom& EH také GSTs (viz ptedchozi kapitola)
[298]. Chalkony jsou lepsimi inhibitory GSTs nez sEH, zatimco u chalkonoxidu to plati obracené
[300,301].

Chalkonperoxid inhiboval i mikrosomalni EH (mEH), jejimiz endogennimi substraty jsou napft.
epoxidy steroidii [302]. Protikladné je, ze zhruba pies 28 lety byl chalkon a chalkonoxid oznacen
jako stimulator mEH (EC 4.2.1.63) pii pouziti styrenoxidu jako substratu [303]. V roce 1986
popsal Guenther vyraznou inhibici 4-fenylchalkonoxidem a jeho isomerem 4’-fenylchalkonoxidem
na mEH, jejimz substratem byl trans-stilbenoxid [304].
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U chalkonu 1 a 3-(4-bromfenyl)-1-fenylprop-2-en-1-onu Zzadnd indukce sEH ani mEH
pozorovana nebyla, ale je samoziejmé, Ze vzdy zalezi na zdroji enzymu a podminkach testovani
[298].

S cilem poznat mechanismus pusobeni oxidt chalkonid (1,3-difenyl-2,3-epoxypropan-1-ondg,
202) na sEH, byla pfipravena rekombinantni mys$i a lidska sEH. Testované chalkony nesly
substituce v poloze 4 na kruhu A nebo v poloze 4 na kruhu B nebo v obou polohach (202 — 205).
Jako substitutenty s idealnim objemem se osvédcil n-pentyl (nebo fenyl) ¢i n-propyl. Autofi se
pokusili popsat mechanismus vazby na aktivni katalytické misto s dvéma zbytky kyseliny
asparagové a histidinem pfi inhibici enzymu [305].

202R'=H,R?=H

(0]
0 1 2
203 R =C6H5R =H
O O 204 R* = H, R? = C4Hs
Rl Rz 206R'=H,R°=F

Dale byl vyobrazeny chalkonoxid 203 substituovan rtiznymi halogeny, methoxyskupinou
a trifluormethylovou skupinou na kruhu B a to v riznych polohach, ale nebylo nalezeno zadné
podstatné zvyseni aktivity pfi inhibici cytosolické EH ziskané z mysich a krysich jater [296].

Ke zvySeni aktivity nevedla ani zaména fenylu naftylem u chalkonoxidu, zaména alifatickym
fetézcem vedla k mirnému poklesu aktivity. Zména trans-geometrie na cis na oxiranovém kruhu
nebo zaména kysliku za methylen v kruhu rapidné snizila aktivitu [293].

Vyse zminéné EETS, vznikajici na CYP 450, jsou c¢asto inkorporovany a uvolfiovany
z endotelovych fosfolipidii a tento proces vede k zesileni endothel-dependentni relaxace. EETs
maji fadu biologickych vlastnosti a jsou schopné relaxovat cévy také aktivaci draselnych kanali
aktivovanych vépenatymi kationty (Kcs-kanaly). EETs mohou byt rychle pireménovany
epoxidhydrolasami na kyseliny dihydroxyikosatrienové (DHETSs), které jsou do fosfolipidu
inkorpovany v mensi mife. Na prasecich endotelovych bunkach z koronarnich arterii bylo zjisténo,
7e epoxidhydrolasy tak reguluji inkorporaci EETs do endotelovych fosfolipidi. Epoxidhydrolasy
by mohly hrat roli v ovliviiovani endotelovych funkci v koronarnich cévach. Jako inhibitor EH byl
pouzit 4-fenylchalkonoxid (204) [306].

Pii systematickém screeningu 150 latek na inhibici SEH byl vybran posledné zminény chalkon
jako selektivni a neju¢inngjsi inhibitor (204, 1Cs, 6,4 x 10 uM). Pro ué¢inek molekuly je dulezité
elektrofilni centrum s olefinem, dvé hydrofobni oblasti v pozici trans. Ucinnost zvysila epoxidace
olefinu a soucasna hydroxylace kruht, ale takové latky je komplikované piipravit kvili samovolné
polymerisaci. Americky kolektiv Hammocka, ktery se inhibici EH zabyva jiz delsi dobu [295]
a vyvinul i radiometrickou metodu na méieni modulace aktivit EH a GSTs [300], navrhl model
navazani epoxidu na enzym (schema 7): molekula vody se aduje na oxiranovy kruh ,,zezadu®, tak
aby vznikl trans-diol, adici katalysuje cystein jako ucinny basicky katalysator pfi neutralnim pH.
Cytosolicka EH ma dale 2 hydrofobni vazebna mista a tento inhibitor ma optimalni §iti molekuly
[295].

Na mysi sEH naznacili ale americti autofi pozdé€ji katalyticky mechanismus spojeny
s 2 tyrosinovymi zbytky (schema 8), testovanym inhibitorem byl 4-fluorchalkonoxid (205) [307].
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Schema 7. Predpokladana topografie aktivniho mista sEH pfi inhibici chalkonoxidy

Schema 8. Dva kroky katalytického mechanismu mysi SEH
Tyr381 a Tyr465

2F /e arf

S

—_— _—
RZ/DARI R? OH

His523

V testu s cytosolickou EH z mysich jater inhiboval 4-fenylchalkonoxid (201) s 1Csq 0,3 uM,
zatimco chalkon i chalkonoxid s ICsy 5 uM [308].

Hammockova skupina dale zkoumala rozdily krysi jaterni sEH, SEH v mySich zanétlivych
bunikach (neutrofilech a makrofazich) a rekombinantni krysi sEH. Byly pouzity 3 druhy inhibitora:
slaby — chalkonoxid (202), stiedni — 4-fluorchalkonoxid (205) a silny: 4-fenylchalkonoxid (204).
V8echny 3 enzymy byly inhibitory blokovany stejnou mérou a bylo zjisténo, Ze sEH z krysich
zanétlivych bunék neni nijak odlisna od cytosolické sEH [309].

4-Fluorchalkonoxid (205) a trans-chalkonoxid (202) inhibovaly také EH z roztoc¢e Rhizoglyphus
robini [310].

4-Fenylchalkonoxid (204) inhiboval siln¢ i epoxidhydrolasy asociované s jadernou membranou
(ICsp 0,17 uM), které se vedle cytosolické a mikrosomalni EH podili také na metabolisaci
xenobiotik. 1Csy 4-fenylchalkonoxidu na cytosolické EH hydrolyzujici trans-disubstituované
oxirany (EH2) byla velmi nizka (0,167 uM). Mikrosomalni EH, ktera metabolisuje karcinogen
benzo[a]pyren-4,5-oxid, tento chalkon neinhiboval [311]. mEH se lisi od cytosolické ptitomnosti
histidinu v aktivnim misté a omezeng&jsi hydrofobni interakci [295].

Leukotoxindiol je hydrata¢ni produkt leukotoxinu (9,10-epoxyoktadec-12-enoat), spojovaného
klinicky se syndromem akutniho respira¢niho selhani a produkovany taktéz CYP 450 z linolenové
kyseliny. Za hydrolyzu leukotoxinu na leukotoxindiol je zodpovédna sEH, ktera je koncentrovana
v hladkych svalech cévni svaloviny a v malych a stfedné velkych plicnich cévach. Leukotoxindiol
je in vivo toxictejsi. 4-Fenylchalkonoxid (204) jako inhibitor SEH snizoval u mysi mortalitu
zpusobenou leukotoxinem, nikoli v§ak leukotoxindiolem [312].

Vliv modulatori epoxidového metabolismu na cytotoxicitu trans-anetholu (206) v krysich
hepatocytech zkoumali védci v Londyné. Zkouseli modulovat epoxidovy metabolismus inhibici
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mikrosomalni a cytosolické EH a depleci GSH. Trans-anethol je oblibenym anyzovym aromatem,
obsahovou latkou fenyklu, anyzu, kopru, bazalky a estragonu. Tato latka vykazala na mySich
relativné nizkou LDsy a ve vysokych davkach slabou hepatokarcinogenitu. Trans-anethol je
metabolisovan v organismu 3 cestami: O-demethylaci, ®-hydroxylaci nasledovanou oxidaci
postranniho fetézce a epoxidaci dvojné vazby a inhibitor sEH 4-fluorchalkonoxid podstatné
zvySoval toxicitu trans-anetholu [313].

CHSOAQ/\/

206
3.1.9.6 Pusobeni chalkonii na fosfodiesterasy

Intracelularni koncentrace cAMP a cGMP ma vztah k relaxaci hladké svaloviny. Ve vétSing
tkani je intracelularni koncentrace téchto latek urCovana pomérem rychlosti jejich vzniku
(katalysovanym adenylat- nebo guanylatcyklasou) a rychlosti jejich hydrolyzy fosfodiesterasami.
Existuje 5 isoforem fosfodiesteras: I, Il, 1l (spotiebovava cAMP nebo cGMP), IV (specificka na
CAMP) a V (specificka na cGMP). Selektivni inhibitory specifickych fosfodiesterasovych
isoenzymu zpusobuji relaxaci hladkého svalstva, ale maji i dalsi ucinky [314].

Na inhibici nebo stimulaci cAMP-fosfodiesterasy (PDE, EC 3.1.4.17) byl testovan soubor
31 flavonoida. V tomto testu se jednalo o cCAMP-PDE z krysich adipocytt a byl testovan jednak
ptimy uc¢inek na lipolyzu in vitro a také lipolyticky ucinek pfes zminény enzym (pouzité standardy:
3-isobutyl-1-methylxanthin = IBMX a theofylin). V testu figurovaly dva chalkony, dva
dihydrochalkony a namétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 24. Glykosidy flavonoidi byly
neucinné, ale butein (64) a floretin (154) inhibovaly cAMP-PDE srovnatelné s inhibitorem cAMP-
PDE — IBMX. Floretin ovliviioval lipolyzu jen slabé a butein ji dokonce inhiboval.

Tyto latky by mohly teoreticky mit terapeuticky vyznam pii tukové mobilisaci v 1é¢bé obezity,
ale t¢inek nebyl u Zadné slouceniny dostateény pro praktické pouziti [315].

Tab. 24. Vliv chalkonii na inhibici cAMP-PDE a lipolyzu

lipolyza
A PDE inhibice: % zvyseni
Testovand ltka ECso (LM) glycerol (nmol) | v poroyvnéni
s kontr.

1 >250 (0%) 129+ 14 0
64 68 95+ 10 - 30

154 38 194 + 19 56

155 > 250 (30%) 135+ 14 0
IBMX 42 375+12 203
theofylin 114 329+15 166

V praci Yu et al. byly zkoumany fosfodiesterasy z endotelu krysi hrudni aorty. Byly iSolovany
4 typy: PDE 1, III, IV a V. Bylo zjisténo, Ze butein izolovany z Dalbergia odorifera T. Chen
(Fabaceae) mél na aortu s neporusenym endotelem relaxa¢ni ucinek zprostfedkovany relaxaénim
faktorem EDRF a zvySoval koncentraci cAMP a CGMP. Pti bliz§im prozkoumani autofi zjistili, Ze
butein inhibuje pouze cAMP-specifickou fosfodiesterasu sICsy 10,4 + 0,4 uM (standardni
inhibitor: rolipram, ICsq 3,2 £+ 0,2 uM). Tato specificka PDE se dale vyskytuje v CNS, pohlavnich
organech, ledvinach, lymfocytech, priadusnici a endotelovych bunikach [314].

Prenylchalkony spolu s dalsimi latkami isolovanymi z moruse Morus alba L. (Moraceae) byly
studovany na cAMP-fosfodiesterase z hovéziho srdce. Vyrazny hypotensivni ti¢inek byl pozorovan
u jinych fenolickych latek nez chalkont [316].
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3.1.9.7 Pusobeni chalkonii na COX a dalsi enzymy Vv souvislosti s jejich
protizanétlivym a antiulcerosnim puisobenim

-----

popsano [317], proto jsou Vv této kapitole vybrany jen ty protizanétlivé ucinky chalkonti, které maji
souvislost s ovliviiovanim aktivity né¢jakého enzymu.

V akutnich i chronickych zanétlivych procesech zaujima dulezité postaveni metabolismus
arachidonové kyseliny. Cyklooxygenasami (COX) mize byt pfeménovana pies nestalé
endocyklické peroxidy PGG, a PGH, na stalé PG (prostaglandiny): PGE,, PGD,, PGH, a PGF,,;
prostacyklin PGIl, a tromboxan B,. Prostfednictvim lipoxygenasy 5 (5-LOX) vznika
5-hydroxyikosatetraenova kyselina (5-HETE), leukotrien LTA, a LTB, a sulfopeptidové
leukotrieny LTC,4, LTD,4a LTE, [318].

Za probihajiciho zanétu produkuji makrofagy NO, prostanoidy a proinflamacni cytokiny jako
IL-1p a TNF-a [319].

Inhibice 5-LOX pfinesla novy terapeuticky pristup k 1é¢bé astmatu, alergické rhinitis,
rheumatoidni athritis, psoriasy a ulcerosni kolitis [320].

Leukotrieny (LT) jsou mediatory kontrakce hladkych svald, zvySené cévni permeability
a chemotaxe leukocytd. Mechanismy jejich inhibice jsou 4: antioxida¢ni piisobeni nebo radikalove
zhaseci aktivita, chelatace Zeleza, inhibice 5-LOX translokace, napodobeni substratu [321].

Endotelové adhesni molekuly leukocyti E-selektin, adhesni molekula vaskularnich bunék 1
(VCAM-1), intracelularni adhesni molekula 1 (ICAM-1) jsou zapojeny do procesu rolovani, adhese
a prechodu perifernich krevnich leukocytti. Tato prvotni interakce cirkulujicich leukocytt
a endotelu je klicovou pro imunitni a zanétlivé procesy [322] a rejekei transplantatt [323].

Piistupem ke kontrole zanétlivych onemocnéni miize byt inhibice exprese téchto molekul.
Bunécné adhesni proteiny jsou indukovany riznymi zanétlivymi cytokiny jako napt. TNF-a , IL-1,
bakterialnim lipopolysacharidem. Tento indukéni proces se primarné odehrava na transkripcni
roving, kde hraje hlavni roli NF-xB [324].

VCAM-1 je transmebranovy protein podobny imunoglobulinim, exprimovany rtiznymi typy
bun¢k, napf. buiikami cévniho endotelu a folikularnimi dendritickymi bunkami. ICAM-1 byva
exprimovana na leukocytech a také na bunkach cévniho endotelu, kde podporuje migraci
aktivovanych leukocytd do mista zanétu. Dale hraje ICAM-1 roli v obrané organismu
zprostiedkované T-bunikami [323].

Zanétlivy proces zahrnuje obecné exudaci tekutiny, migraci a infiltraci zanétlivych bungk,
angiogenesi a tvorbu granulomatosni tkané. Pro kvantitavni hodnoceni angiogenese byla
v Japonsku vyvinuta metoda [325].

Cyklooxygenasa je prostaglandinendoperoxidsynthasa, ktera katalysuje syntézu prostaglandini
(PG), mediatora zanétlivé reakce. Isoforma COX-1 je Konstitutivni enzym vSech bunék, COX-2 je
inducibilni forma vyskytujici se jako odpoveéd na rizné extracelularni stimuly v zanétlivych
bunkach a tkanich [326]. Chalkony s 3,4-dihydroxycinammoylseskupenim inhibovaly mysi
epidermalni COX ajesté vyrazn&ji 12-LOX, ale latky s 4-hydroxycinammoylseskupenim mély
tendenci COX spiSe stimulovat [327]. Stejny zavér potvrdila Sogawova série chalkoni
dihydroxylovanych v polohach 3 a 4 kruhu B S nejucinnéj§im dudlnim derivatem (207; 1Cs, na
COX 9,2 uM, IC5 na 5-LOX 7,8 uM) [321].

OMe O
ohaod
OH
OMe
207
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Tato substituce kruhu B se vyskytla i u patentovanych derivati chalkonu [328,329].

COX a 5-LOX inhibovaly pyridinové analogy chalkont s hydroxyskupinou v poloze 4 kruhu A
[330].

Chalkony hydroxylované v polohach 2 a 5 kruhu A inhibovaly COX [331], pusobily dobie na
inhibici degranulace zirnych bunék (uvolnéni histaminu), inhibici degranulace neutrofili (uvolnéni
lysozymu) a mély také zhaseci ucinek na superoxidové anionty [332]. Tyto derivaty pisobi také
pfes inhibici exprese inducibilni formy NO synthasy [333].

Chlorchinolinové analogy chalkonti ptisobily vice mechanismy: inhibici degranulace, inhibici
5-LOX v neutrofilech, zhasenim superoxidu a inhibici COX-2 [334].

Rada 3-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onii puisobila inhibi¢né na produkci PGE;,
vyhodna byla methoxysubstituce v poloze 4 nebo 6 kruhu A, ale Zadna z latek neprokazala vyrazny
uéinek na COX-2, na COX-1 jen slaby [326]. Jejich protizanétlivy Géinek tkvi ziejmé v inhibici
exprese iINOS a produkce TNF-a [319].

3-Fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-ony a 1-(2,5-dihydroxyfenyl)-3-fenylprop-2-en-1-ony
inhibovaly uvolinovani B-glukuronidasy a lysozymu z krysich neutrofili a u¢inkovaly cytotoxicky
na MCF-7 [335].

Mnoho prenylovanych latek je pouZivano v tradi¢ni lidové mediciné a u nékterych byla zjisténa
inhibiéni aktivita na COX-1, COX-2, 5-LOX a 12-LOX. Kuraridin (208) a jeho flavanon kurarinon
(209) s lavandulylovym zbytkem ziskané z kofene Sophora flavescens Ait. (Fabaceae) inhibovali
siln¢ COX-1 a 5-LOX, ale byly bez ti¢inku na COX-2 a 12-LOX (tab. 25) [336].

Tab. 25. Inhibice COX-1 a LOX-5 kuraridinem a kurarinonem

OMe O OMe O , ICso 1M
Latka =557 | 5.LOX
O O O 208 | 06-1 |54-59
HO OH OH HO 209 06-1 22
indome-1 54 13| N
tacin
NDGA N |06-09

208
Mezi biologicky aktivnimi komponentami extraktu z kofene Piper methysticum Forst (kava
kava, Piperaceae) byl nalezen chalkon flavokawain (210), ktery pusobil inhibi¢né Iépe na COX-1
a hute na COX-2 v porovnani s pouzitymi standardnimi NSAID [337].

MeO OH OMe OH
@)
OH
OH
210 211

Vyrazny u¢inek nebyl nalezen ani u chalkonu 211 z Lilium longiflorum (Liliaceae) (inhibice
COX-1 32,4 % v koncentraci 80 ppm, inhibice COX-2 jesté slabsi, inhibice lipidové peroxidace
20 % v koncentraci 10 ppm) [338].

Patentované chalkony s karboxylovou funkci na kruhu A inhibovaly z lipoxygenas selektivné
5-LOX [339].
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Redukci PGE, a NO v mys$ich makrofazich zptsobuje také isolikviritigenin z Glycyrrhiza
uralensis Fisher. Je schopen také aktivovat kaspasy [340].

Oxid dusnaty (NO) hraje dilezitou roli v mnoha fysiologickych procesech, je mediatorem extra-
i intracelularnim. NO je produkovan NO synthasami (NOS). Jsou znamy 2 tiidy NOS.
Konstitutivni NOS je exprimovana v neuronech (nNOS) a vaskularnim endotelu (eNOS) [319]
a aktivovana vapnikem a kalmodulinem. Inducibilni isoforma NOS (iNOS) je exprimovana
v aktivovanych makrofazich, které se aktivuji lipopolysacharidy nebo TNF-a. NO hraje zfejmé
také svou roli v mnoha umrtich nasledkem septického Soku u pacientii na jednotkach intensivni
péce. Pro stav septického Soku je charakteristicka vyrazna vasodilatace a nizka vaskularni odpoveéd’
na vasokonstriktory. Inhibice NOS by mohla byt pomoci v takovychto pifipadech [341]. Inhibice
NO hraje svou roli i v nadorové-chemopreventivnich procesech [335] (viz kap. 3.1.6).

NO muize reagovat se superoxidem na peroxynitrit, ktery se rozklada na reaktivni formy, napf.
hydroxylovy radikal. Kyslikové radikaly mohou zahajit proces lipidové peroxidace a poskodit tak
membrany a DNA. ZvySené hladiny NO jsou patrné u arthritis, Alzheimerovy choroby, amyotrofni
lateralni sklerosy, atherosklerosy, ischemicko-reperfusnich poskozenich atd. [342].

Inhibice produkce NO v mysich makrofazich byla méfena u diarylpropenoidi nesoucich mimo
jiné chalkonovou jednotku. Latky snavazanou flavanonovou skupinou byly méné aktivni.
Konjugovana dvojna vazba chalkond potenciovala u¢inek. Ze semen Alpinia blepharocalyx K.
Schum (Zingiberaceae) byl nejucinnéjsim chalkonem kalyxin A (212, ICsy 49 uM), chalkon bez
substituentu v poloze 3 kruhu A byl podstatné mén¢ aktivni (ICsp 159 uM) [343,344].

OH

HO OH

212 kalyxin A
Herenciova navazujici prace zkoumala u chinolinovych analogti schopnost redukovat produkci

rrrrr

inhibice produkce NO [345].

0 0
MeO = OMe  MeO _—
MeO O OMe MeO O O N/
OMe OMe |
213 214

Pozdéji byl mechanismus tohoto chalkonu zkouman podrobnéji na urovni indukce
hemoxygenasy, inhibice NF-kB a dalsich faktora [346].

Novy superoxidovy zhase¢ (214) inhiboval vyborn¢ iNOS, dale PGE,, LTB, a TNF-a. [342].

V navaznosti na tento dimethylaminochalkon byla syntetizovana fada jeho derivat a nalezen
dimethoxyderivat jako vhodny dudlni inhibitor ovliviiujici produkci NO a PGE,
v submikromolarnich koncentracich [347].

1-(2,5-Dihydroxyfenyl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-en-1-on (215) inhiboval spise expresi iNOS
v myS$ich makrofazich (ICsy 1,4 £ 0,3 uM; aspirin 1Cs 12,3 £ 1,1 uM) nez jeji enzymovou aktivitu.
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Tento chalkon také zhaSel volné radikaly v DPPH testu a inhiboval COX-2 (ICs 3,0 puM).
Protizanétlivy ucinek je tedy spise dan smisenym pisobenim [341].

OH O
OH O OH
O O HO ‘ ! OH
cl
OH |
215 216 broussochalkon A

Pfirodnim u¢innym supresorem iNOS je broussochalkon A (216) z kiry stromu Broussonetia
papyrifera Vent. (Moraceae), ma antiagregac¢ni ucinek na desticky a dosahuje antioxida¢ni aktivity
bézné pouzivanych antioxidantt [348].

Multifunkéné pusobily také nové chalkony (217 — 219) z Mallotus philippinensis Muel. Arg.
(Euphorbiaceae): inhibici exprese gent pro COX, INOS a IL-B. Hlavni inhibiéni mechanismus
téchto latek ziejme spociva v inaktivaci NF-xB [349].

OH OH

OH
217TR=H
218R=H

~~~~~

219

inhibici biosyntézy interleukinu IL-1p v monocytech (strukturalni pozadavky: enon,
o-substituent na kruhu A, elektrony pfiitahujici skupina na kruhu B, uréity tvar
molekuly) [350,351,352]

inhibici uvoliiovani LTB, z neutrofild [320,353,354]

inhibici fosfolipasy A, (sekre¢ni enzym, produkuje Kyselinu arachidonovou) [353]
antagonizaci receptordi LTD, (antagonisté pouzivany jako antiastmatika, chalkony
substituované na kruhu A chinolinem a kyselou funkci na kruhu B) [355]

inhibici indukce exprese ICAM-1, VCAM-1 [323,356] a E-selektinu na arovni inhibice
nuklearniho faktoru-xB a IL-1p a inhibice TNF-a [324]

inhibici uvoliovani cytokini (TNF-a a interleukin®) a proliferace lymfocytt [357,358]
inhibici fosfolipasy D [359]

a inhibici angiogenese [325].

U chalkonti byly pozorovany ucinky antiulcerosni a gastroprotektivni. Mechanismus ucinku

mize byt rizny, u mnoha latek neni dosud zndm. Chalkony ovliviiuji nékteré enzymy GIT:
15-hydroxyprostaglandindehydrogenasu (15-HPGD), sulfotransferasu a H'/K*-ATPasu.

15-HPGD je enzym z cytoplasmatické frakce zalude¢ni mukosy degradujici PGE,. Urcité PG
(PGE, a PGIl,) predstavuji pro GIT dilezity fysiologicky ochranny faktor zaludeéni sliznice,
reguluji krevni pratok, predchéazeji vzniku viedi a urychluji jejich hojeni, navic potlacuji kyselou

sekreci. Maji tedy antiulcerosni a cytoprotektivni ucinky.
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Specificky inhibi¢ni u¢inek na 15-HPGD byl zjistén in vivo u sofalkonu (SU-88, 220, ICs, 18 +
3 uM; standard: karbenoxolon 1Cs 39 + 5 uM), coz je synteticky isoprenylovy chalkon, odvozeny
od chalkonu soforadinu (221) isolovaného z kofene Cinské 1é¢ivé rostliny Sophora subprostrata
(Fabaceae). Sofalkon dilatuje Zaludeéni cévy a podporuje lepsi prokrveni Zalude¢ni mukosy,
stimuluje produkci Zalude¢niho hlenu a zvySuje inkorporaci siry do zalude¢nich mukosnich

sulfatovanych mukosubstanci. Sofalkon neovliviioval syntézu PG ptes prostaglandinsyntethasu
[360,361,362,363].

Hooc” M0 0O
() Al
0 0

220 sofalkon 221 soforadin

Sofalkon snizoval vyznamné aktivitu 15-HPGD pfi experimentalné navozené gastritidé u Krys
[364].

Nekteré latky, které inhibovaly 15-HPGD, vykazaly také chemopreventivni G¢inek [365].

Dalsim zkoumanym enzymem byla tyrosylproteinsulfotransferasa (TPST) z Golgiho membrany.
Zaludeéni hlenové glykoproteiny (mucin) pomahajici udrZet soudrznost mukosy jsou sulfatovany
na tyrosinu, coZ je bézna posttranslacni modifikace sekre¢nich proteint. Sofalkon zvySoval in vivo
aktivitu TPST [366,367,368].

Sofalkon mél ptiznivy vliv také na zvySeni acyltransferasové aktivity MK. Tyto esterové vazané
MK chrani mucin pted peptickou degradaci a prispivaji k jeho viskosité, hydrofobicité a resistenci
vuéi kyselin€ [369].

Sofalkon (220) a soforadin (221) plisobi jesté dalsim mechanismem — inhibici H'/K*-APTasy
(ICsp 15 uM; 0,74 uM) [370].

Sofalkon neni jedinym chalkonem s antiulcerosnimi u¢inky, zaznamenany byly
i u isolikviritigeninu (3) a di- az pentahydroxylovanych chalkont [371].

Zalude&ni H'/K*-APTasu inhibovaly také xanthoangelol (155) a 4-hydroxyderricin (158) (ICso
1,8 uM; ICsp 3,3 uM) z Angelica keiskei Koidzumi [372].

K antiulcerosnimu a gastroprotektivnimu t¢inku sofalkonu (220) ptispiva také jeho baktericidni
ucinek na Campylobacter pylori [52] a H. pylori [373] a jeho chemotaktickou motilitu [374]. Jeho
eradikace v kombinac¢ni terapii klaritromycinem a sofalkonem byla zkousena na dobrovolnicich
[375].

Byly zjistény také antiadhesivni ucinky sofalkonu na H. pylori [376].

Sofalkon projevil své antioxidaéni vlastnosti pfi ischemicko-reperfusnim poskozeni Zaludku
[377], stimuloval nervovou regeneraci po poskozeni zaludku [378], expresi hepatocytarniho
rastového faktoru (HGF) ovliviiujiciho proliferaci a migraci zalude¢nich epitelovych bunék [379]
a uvolnovani rustového faktoru vaskularniho endotelu (VEGF) dulezitého pro angiogenesi [380].

Analogy sofalkonu byly patentovany jako antiulcerosni latky [381].

Cytoprotektivni mechanismus jednoduchych latek s a,pf-nenasycenym karbonylovym systémem
se vysvétluje reakei elektrofilng akceptorového systému s thiolovymi skupinami mukosy [382].

S protizanétlivou aktivitou chalkonti by mohl souviset i zjiStény antialergicky ucinek
[24,383,384].
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3.1.10 Ostatni uc¢inky chalkonii

Chalkony maji fadu dalSich ucinkt, které piesahuji rozsah této prace. Pro ptiklad uvadim
aktivitu spasmolytickou [385,386], estrogenni [10], laxativni [387], kalcifikujici [388],
antifibrotickou [389] a mohou také ovliviiovat produkci hormont kury nadledvin
[390,391,392,393].

Antioxida¢ni Géinek byl ¢astecné popsan v souvislosti s ptisobenim chalkont na KVS [27]
a v piehledovém ¢lanku [317]. Za zminku stoji, ze likochalkon A i B maji antioxidaéni aktivitu
odpovidajici vitaminu E [10], xanthohumol (66) dokonce vyssi. Xanthohumol zhasel hydroxylové,
peroxylové a superoxidaniontové radikaly, jejichz reakce s biomolekulami se poji s ranymi stadii
atherosklerosy, karcinogenese a neurodegenerativnimi onemocnénimi [191] a inhiboval oxidaci
LDL [394].

Antioxida¢n¢ puasobi lépe chalkony nez dihydrochalkony a pro zesileni Gc¢inku byla vhodna
hydroxysubsituce v poloze 4 kruhu B [395], ale i u nékterych piirodnich dihydrochalkont byla
antioxidacni aktivita zaznamenana [396,397].

Antiagregaénim ucinkim chalkoni je stale vénovana pozornost [398]. Hydroxylované
a methoxylované chalkony a dale jejich thiofenové analogy inhibovaly dobie agregaci krevnich
desti¢ek zptsobenou kyselinou arachidonovou, kolagenem, adrenalinem. Protidestickovy u¢inek je
zifejmée zalozen na potlaceni cyklooxygenasové aktivity, omezené tvorbé tromboxanu nebo inhibici
tromboxansynthasy. Mezi nejucinngjsi struktury patii chalkony 222 — 224 [398,399].

OH O (@]
7 S _— OH
222R=H \
223 R=Cl
R OH
OH 224

Protidestickova aktivita mize byt zptisobena u chalkonli rovnéz antagonizaci GPIIb/Illa
receptort [400] nebo inhibici vapnikové pumpy [401].

Chalkony mohou inhibovat také angiotensinkonvertasu (ACE) [402,403] a byl u nich zjistén
antifibrinogenni efekt [404].

Derivaty  chalkoni  mohou  zasahovat do  lidského  metabolismu  inhibici
diacylglycerolacyltransferasy ~ [405,406,407],  jodothyronindejodinasy  [408,409]  nebo
insulinmimetickym [410] ¢i antihyperglykemickym Géinkem [411].

Derivaty chalkonit mohou dale inhibovat DOPA-dekarboxylasu [412,413,414,415] a dalsi
dekarboxylasy aromatickych kyselin [416], fenylalaninammonialyasu [289], fosfolipasu C [417],
a-glukosidasu [418], B-glukosidasu [419], hyaluronidasu [420,421,422,423,424], cholinesterasy
(AChE, BuChE) [418,425,426,427], kalciovou pumpu V jaternich bunkach [428], dalsi kinasy
[429,430], mitochondrialni enzymy [24], sialidasu (neuraminidasu) [431], tyrosinasu [432,433,434]
a ureasy [418], jsou schopné blokovat rizné kaliové kanaly [435,436] a inhibovat uvoliiovani
myeloperoxidasy [437].

3.1.11 Synteticky vyznam chalkonu

Chalkony nalezly uplatnéni i jako syntetické meziprodukty pro ziskavani dalSich typu
flavonoidd, napf. pro piipravu syntetickych flavont [60], flavonolt [61,438] a flavanont
[61,249,439,440]. Z chalkoni mohou byt ziskany flavanonoly a nasledné flavandioly [494].

Castym meziproduktem piedchazejicich syntéz jsou epoxidy. Pro epoxidaci chalkont lze pouzit
rizna ¢inidla [441,442]. Epoxychalkon se cyklisoval na flavanon [443] anebo na flavanonol [444].

Fotolyza epoxychalkonu byla zkoumana jiz v 70. letech 20. stoleti. Fotochemickou konversi byl
ziskan diketon, jenz se odstépenim molekuly vody zacyklil na flavon [445].
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Wheelerovou syntézou vznikaji aurony [446]. Aurony mohou byt také pfipraveny oxidaci 1-(2-
hydroxyfenyl)-3-(4-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu [439].

Redukcei vodikem za katalyzy rhodiovym katalysatorem mohou vznikat dihydrochalkony napf.
jako meziprodukty pro syntézu potencialnich antagonistti leukotrienovych receptort [447].

Chalkony slouzi také jako meziprodukty pro ptipravu dalSich riznych cyklisovanych biologicky
aktivnich produkti:

3.2

cyklopropanonii [501]

nenasycenych péticetnych laktont [448]

3,5-disubstituovanych isoxazolind [449,450,451,452,453]

trisubstituovanych 2-pyrazolint [450,454,455,456,457]

thiazolylpyrazolint [458]

tetrahydrothiazinont [459] a thiazolidinond [460]
ethyl-2,6-diarylcyklohexen-2-onkarboxylatt [450,461]
3-kyano-1,4-dihydropyridin-2(3H)thiont [462]
2-amino-3-kyano-4,6-di-(3-pyridyl)pyridint a nasledné derivata nikotinamidu [463]
1,4-oxazinu [464]

4,6-diaryl-3,4-dihydropyrimidinont, piip. jejich thioanalogt [450]
4,6-diarylsubstituovanych pyrimidint [465,466]

dihydrofurofurant [467]

indolt a chinolint [468]

dihydropyridino[2,3-d]pyrimidind, ptip. jejich thioanalogt [469]

pyridonu, tj. meziprodukti syntézy 3-aryl-p-karbolin-1-ont [470]
pyrrolochinolint [471]

substituovanych tetrahydrothiofent [472,473] a dihydrothienokumarint [474]
pyrrolo[1,2-a]chinoxalint [475]

a dihydrobenzothiazepint [418,476,477,478].

2-Benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-on

2-Benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-on je derivatem flavonoidd ze skupiny auront.
O auronech (benzylkumaranonech, 2-benzylidenbenzofuran-3(2H)-onech) se nevyskytuje zdaleka
tolik zaznamu jako o chalkonech [479]. Pro ilustraci je uvedeno jen nékolik referenci.

Piikladem ptirodnich auront je sulfuretin (225), obsahova latka dieva Celedi Anacardiaceae
(napt. Cosmos sulfureus) a areusidin (226) z Oxalis cernua (Oxalidacea), Antirrhinum majus
(Scrophulariaceae) [12] a Pterocarpus marsupium (Fabaceae) [480]. U areusidinu je popsana jeho
syntéza [481].

225 sulfuretin R, R*=H
226 areusidin  R'=OH, R?=H 228 interruptin D
227 brakteatin R*, R = OH
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Je znam enzym, glykoprotein obsahujici méd’, ktery katalysuje hydroxylaci a/nebo oxidativni
cyklisaci prekursorovych chalkont na aurony. Jde o aureusidinsynthasu a katalysuje nejen syntézu
areusidinu, ale také brakteatinu (227) [479,482].

Z listd kapradiny Cyclosorus interruptus Willd. (Thelypteridaceae) pouzivané v tradi¢ni
medicin€ na Papua Nova Guinea byly isolovany bioaktivni derivaty kumarinu, véetné interruptinu
D (228) a testovany na antibakterialni a cytotoxické ucinky [483].

U dalSich auroni byly nalezeny analgetické 1cCinky a schopnost inhibovat
jodothyronindejodinasu [484].

Synteticky auron (229) poslouzil jako intermediat pii syntéze riccionidinu A (Schema 9)
isolovaného zriznych rodu jatrovek. Jedna se o latku strukturné piibuznou anthokyanidinim
a auronum [485].

Schema 9. Syntéza riccionidinu A

229

Alfitonin (230) byl isolovan ze dfeva australského stromu Alphitonia excelsa. Alfitonin
pentamethylether vznika methylaci (+)-taxifolinu za drasti¢téjsich podminek [486]. Alfitonin byl
také popsan jako meziprodukt odbouravani flavonolu kvercetinu (schema 10) mikrobem
Eubacterium ramulus, striktnim anaerobem lidského GIT. Metabolicka cesta kvercetinu zacéina
redukci dvojné vazby v poloze 2,3 kvercetinu a vznika taxifolin ((+)-trans-dihydrokvercetin).
Piedpokladem pro $tépeni uhlikové vazby je piitomnost hydroxyskupiny v poloze 3. Z diaryl-2-
hydroxyprop-2-en-1-onu, ktery je iSomerni s diketonem, vznika alfitonin. Bakterialni metabolity
jsou zkoumény z divodu moznych biologickych aktivit odliSnych od parentnich slouceniny
Vv tomto ptipadé flavonoidi [487].

Schema 10. Odbouravani kvercetinu

OH O OH © OH

kvercetin taxifolin r ‘

L OH O |
OH J
HO OH 2H,0 HO O OH OH
+ OH 74 O
CO,, 2(H
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fluoroglucinol 3,4-dihydroxyfenyloctova alfitonin
kyselina
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Hydratovany auron, 2-benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-on (231) byl isolovan v Australii
v roce 1990 ze dieva stromu Flindersia brassii (Rutaceae) rostouciho v destnych pralesich. Tato
latka byla ziskana spolu s fadou biosynteticky ptibuznych latek, oxidovanych difenylpropanonti. Za
zminku stoji, Zze byl iSolovan také 2-hydroxy-1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1-on (232) [488].

Lo CoC
(0]

231
Hydratovany auron isolovany z jadrového dieva Maesopsis eminii (Rhamnaceae) byl oznaéen
jako maesopsin (233). Identifikovan byl také parentni auron (234) [489].

HO
OH

233 maesopsin
Z rostliny tradi¢ni ¢inské mediciny Pseudolarix amabilis L. (Plnaceae) isolovali védci auronoly
amaronol A (235) a B (236), tyto latky vSak neprokazaly antibakterialni ani antifungalni G¢inky
[490].

HO 0 OH OH
O O or 235amaronol A R=H
OH

Y 236 amaronol B R = CHj3

Nekteré aurony pusobi na P. falciparum, Leishmania spp., Cryptosporidium parvum [120].

Aurony se také zdaji byt nadéjnymi chemosensitizéry, inhibitory cyklin-dependentnich kinas
atelomerasy, ale 1 latkami s antiparazitarnimi, antimikrobnimi, antihormonalnimi
a antidiabetickymi G¢inky [479].
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4 METODICKA CAST

4.1 Derivaty chalkonu
4.1.1 Syntéza chalkonu

4.1.1.1 Claisen-Schmidtova kondensace
Nejpouzivangjsi reakci pripravy chalkoni je Claisen-Schmidtova kondensa¢éni reakce
arylmethylketonu s aromatickym aldehydem (schema 11).
Schema 11. Syntéza chalkoni Claisen-Schmidtova kondensaci
0 0

)]\3+“\(0

aryl CH
aryl

V drtivé vétsin€ piipadt reaguji obé komponenty v methanolickém roztoku hydroxidu sodného
(3%) [128]. Nekolik pracovnich skupin pouZivalo pevny hydroxid draselny ve formé& pecicek
[130,134,347].

Pfi  pfipravé  polyhydroxylovanych chalkoni je nutné chranit hydroxyskupiny
tetrahydropyranylovou skupinou [128,321,331,332,491]. Pouziti nechranénych vychozich latek
vyznamné snizuje vytézek reakce. Nékde stacila k ochrané hydroxyskupin pouze atmosféra dusiku
[492]. Pro pfipravu chalkonti s aminoskupinou na kruhu A se vychazi z chranénych ketont, napf.
acetyltrifluoracetamidi [38].

Kondensace probiha za dobrych vytézkl i v ethanolickém roztoku hydroxidu sodného [60,493].

Hydroxid draselny byl pouzit pro syntézu chalkonii za laboratorni teploty [494]. Zajimavym
zpusobem piipravy polyhydroxylovanych chalkon je uchovavani reakéni smési v ethanolu
s hydroxidem draselnym V lednici po dobu nékolika dni [495], i kdyZ u nékterych heterocyklickych
analogut byla ptiprava v alkoholickém roztoku hydroxidu draselného problematicka [496].

U nesubstituovaného acetofenonu je mozné pouzit jako kondensacni Cinidlo 10% roztok
methoxidu sodného v absolutnim ethanolu. Pfi piipravé chalkont substituovanych na kruhu A, je
nutné pouzit koncentrovanéjsi roztok — 60% roztok hydroxidu sodného [497]. Hydroxid barnaty
byl pouzit pro kondensaci fady chalkoni s volnou nebo cyklisovanou prenylovou jednotkou, ale
i pro derivaty jednoduseji substituované [498]. Jako base byl aplikovan také basicky oxid hlinity
[335].

Kyselé prostiedi (HCl) bylo pouzito pouze v pfipadé kondensace s di-tert-butyl-4-
hydroxybenzaldehydem z dtivodu jeho nizké reaktivity v basickém prostiedi [66].

Koncentrovana kyselina chlorovodikova byla pouzita téz pro pfipravu §-chinolinolovych typt
chalkonti. U derivatd s riznou substituci na kruhu B byly produkty ziskany s vét§im vytézkem bud’
touto anebo klasickou basickou kondensaci [499]. Kondensace v ethanolu syceném plynnym
chlorovodikem byla pouzita také pro pfipravu chalkonovych derivati substituovanych
nitroskupinou [142].

Pouhé smiseni obou prekursort a jejich téeni térkou proces reakce urychlilo a vedlo k vysokym
vytézkam. Pro takové reakce je vhodné, aby alespon jedna z vychozich latek byla kapalného
skupenstvi. U reakci provadénych Pallerosem et al. byla ovsem v reakéni smési pozorovana ptimeés
nezadoucich latek, ketolu a/nebo produktu Michaelovy adice, ktera se v pfipad¢é klasickych
Claisen-Schmidtovych kondensaci v organickém rozpoustédle nevyskytovala [500]. Pti zkoumani
ruznych aldolovych kondensaci bylo zjisténo, ze pokud neni pfitomno organické rozpoustédlo,
probiha u¢innéji dehydratace aldolu, ktery nasledné poskytuje chalkon [501].

Pyridinové prostiedi a diethylamin jako idedlni base se pouzivaji pro Claisen-Schmidtovu
kondensaci aromatickych aldehydu s pyridin-2-ylmethylketony za laboratorni teploty. Na pfipravu
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téchto azachalkonti byly zkouSeny i jiné metody, avSak vznikaly slouceniny komplikovanych
struktur, latky charakteru Michaelovych aduktd, tudiz tato metoda ma obecnou platnost pro
piipravu analogickych latek [502,503]. Modifikovana metoda byla pozdéji také patentovana [504].
Metoda byla aplikovana na kondensaci aromatickych aldehyda s pyrazin-2-ylmethylketony za varu
[71].

Z dalsich postupt se vyuziva var vychozich latek v ethanolu s piidavkem piperidinu jako dalsi
organické base pouZitelné pro syntézu chalkont [505]. Piperidin ve smési s kyselinou octovou byl
pouzit jako katalysator pro ziskani chalkonovych analogt dikyanpyrazinu [506].

Pro vychozi latky s prenylovymi skupinami a hydroxyly ochranénymi terc-
butyldifenylsilylovou nebo terc-butyldimethylsilylovou skupinou je vhodna kondensace pomoci
lithium bis(trimethylsilyl)amidu v THF [262].

Vytéznost aldolovych kondensaci za katalyzy pomoci komplexd ptechodnych kovi, jejimiz
produkty byly také chalkony, zkoumal Irie et al. [507].

Za kyselé katalyzy kyselinou p-toluensulfonovou bez organického rozpoustédla [508] anebo za
basické katalyzy basickym oxidem hlinitym [509] byly chalkony pfipraveny pusobenim
mikrovinného zateni.

Pro syntézu chalkoni byl rovnéZ vyzkouSen pfistup kombinatorni chemie [242]. Na
destickovém mikrotitratoru byly pfipraveny v 96 jamkach rizné chalkony a nasledné biologicky
hodnoceny.

Metodu tzv. zelené chemie ptedstavuje sonokatalyza na uhliku aditivovaném alkalii, sodikem
nebo césiem [510].

Zajimavym a také ekologicky ohleduplnym piikladem je provedeni Claisen-Schmidtovy
kondensace ve vodném médiu, Vtzv. hydrotropnim prostiedi, které je vytvaieno
butylmonoglykolsulfatem sodnym. Hydrotropni latky jsou organické soli, které maji schopnost
pouze ve vysokych koncentracich zvySovat rozpustnost ve vodé nerozpustnych latek. Tyto
hydrotropy mohou byt regenerovany [511].

Ekologickym katalysatorem pro Claisen-Schmidtovu kondensaci jsou také aktivované
hydrotalcity, hydratované hydroxidy hlinito-hofe¢naté [16,512,513].

4.1.1.2 Friedel-Craftsova acylace

Friedel-Craftsovou acylaci substituované aromatické sloufeniny se substituovanym
cinnamoylchloridem byly pfipraveny napt. thiofenové analogy chalkonu (schema 12) [92] nebo
chalkony substituované na jadie esterovou skupinou [350].

Schema 12. Syntéza thiofenovych analogti chalkonu Friedel-Craftsovou acylaci
0O 0]

R S S %
+ Cl = CHCl, 0°C Rt
\ e, \
R4 R
R2 R3

R3
R2

4.1.1.3 Dalsi syntézy chalkoni

Esterifikaci kyseliny skoficové s fenolem byly ziskany nenasycené estery, které se foto-
Friesovym pfesmykem pfeménily na chalkony (schema 13) [353].
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Schema 13. Syntéza chalkoni esterifikaci kyseliny skoficové a naslednym foto-Friesovym
pifesmykem

HOOC
\/\©7RZ R2 oH o
OH
X | h.v =
R1 I 0] s~ Rt R2
= DCC nebo DMAP Rt i

V poslednich letech pritahuje pozornost také palladiem katalysovana Heckova reakce. Coupling
arylvinylketond s arylhalogenidy byl pouzit také pro syntézu chalkonl s vytézky vy$$imi nez
u kondensacnich reakci (schema 14) [514].

Schema 14. Syntéza chalkonti Heckovou reakei
0 0

|/lv +  l—ayl

4.1.2 Michaelova adice thiolii na chalkony

ary

Metoda adice latek se sulfanylovou skupinou byla jiz diive diskutovana [7]. K adici thiolt na
chalkony se pouzivaji také rizné katalysatory. Tématem pouziti pevnych basi (MgO, Zr,0, Mg-Al
hydrotalcity ad.) jako katalysatort pro Michaelovu reakei se zabyva cela diserta¢ni prace [512].

Ptikladem anorganickych sloucenin jsou soli india. Bromid indity byl pouzit pro selektivni
katalyzu 1,4-adice aromatickych thiold na chalkony. Selektivni 1,4-adice thioltl je duleZitou reakci
pro syntézu biologicky aktivnich latek, jako je blokator kalciového kanalu dilthiazem [515]. Ranu
et al. provadéli adici riznych thiolti na chalkony pomoci chloridu inditého. Jako rozpoustédlo se
osvédc¢il suchy methanol [516].

Marocky kolektiv se zabyva hledanim vhodnych anorganickych katalysatori pro Michaelovu
adici. Pro tuto reakci zatim popsali hydroxyapatit [517], fluorapatit [518], pifirodni fosfat [519]
a synteticky difostat sodno-vapenaty [520].

Vysoké vytézky byly dosazeny pouzitim regenerovatelné polymerné navazané kyseliny
sulfonové, Nafionu®-H [521].

K adici kyseliny thioglykolové na (E)-4-aryl-4-oxobutenové kyseliny sta¢ilo pouhé michani
v methanolu po dobu 3 — 4 hodin za laboratorni teploty [522].

Kolektiv Lévaie pouzival pro adici sulfanylkarboxylovych kyselin na chalkony metodu varu
vychozich latek v toluenu [523,524].

V oblasti enantioselektivni syntézy byl publikovan (+)-cinchonin jako katalysator pro adici
benzenthiolu na chalkon [525].

4.2 2-Benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-on

4.2.1 Syntéza auronu (2-benzylidenkumaranonu)

4.2.1.1 Ogxidativni cyklisace 2"-hydroxychalkoni

Klasicka Algar-Flynn-Oyamadova reakce (AFO) poskytuje plsobenim alkalického peroxidu
vodiku  z 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylprop-2-en-1-onu flavonoly [526] a jako intermediaty
dihydroflavonoly. Kromé flavonoli a auronid vznikaji i 2-benzyl-2-hydroxydihydrobenzofuran-3-
ony a kyseliny 2-arylbenzofuran-3-karboxylové, a to v zavislosti na typu substituce na kruzich
(schema 15). U chalkonti s methylem nebo methoxyskupinou v poloze 6" a bez hydroxyskupiny
vV poloze 2 a 4 vznikaly pfednostné produkty typu benzofuranonu a u chalkonti s hydroxylem
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v poloze 2 nebo 4, postradajicich methyl nebo methoxyskupinu v poloze 6° vznikaly pfevazné
slouceniny typu flavonolu [527].

Schema 15. AFO reakce a vysledné produkty
OH O

OH
2-benzyl-2-hydroxy-

Q o dihydrobenzofuran-3-on

flavonol

O COOH auron
OH

kyselina arylbenzo-
furan-3-karboxylova
dihydroflavonol

Adams a Main studovali vliv pH na a- a B-cyklisaci (dale viz 4.2.2) a sledovali vznik dalSich
produktd pti cyklisaci chalkonepoxidu. Kromé flavanonolu, auronu, vznikal i kumaranon a funkéni
isomer hydratovaného auronu (schema 16). V kyselém prostiedi vznikal ptedevs§im hydratovany
auron, minoritné flavanonol, v neutralnim pH byl preferovan hydratovany auron vznikajici a-
cyklisaci pted produktem B-cyklisace — flavanonolem. Pti basickém pH vznikaji hydratovany auron
a kumaranon. Vznik rtznych cyklisaénich produktt je ovlivnén polohou substituenti na kruzich
a jejich objemnosti [528].

Schema 16. Dalsi cyklisaéni produkty chalkonepoxidu

L
o<, O
omMe © omMe ©

Byl-li spolu speroxidem vodiku pouzit jako base diethylamin, wvznikal cyklisaci
2’-hydroxychalkonti flavanonol [529].

Z kovovych kationt byly pro cyklisaci 3-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu pouzity
rtutnaté ionty V kyselin€ octové. Dalsi moznosti je katalyza olovi¢itymi nebo manganitymi ionty
[530].

Naproti tomu oxidace 3-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-onu oxidem seleniéitym,
chloridem palladnatolithnym, 2,3-dichlor-5,6-dikyan-1,4-benzochinonem (DDQ), dusi¢nanem
thalia nebo kombinaci chloridu nikelnatého, zine¢ného prachu a jodidu draselného poskytovala
vzdy jen flavony [530].

Wheelerovou syntézou je mozné pripravit auron z chalkonu substituovaného halogeny
V a- i B-poloze. Solvolyzou je vychozi latka prevedena na a-halogen-p-alkoxydihydrochalkon
a vodnym hydroxidem sodnym cyklisovana na auron (Schema 17) [446].
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Schema 17. Wheelerova syntéza auronti

OAc OAc OR
N
O \\I:IBS / (0] Br

MeOH
MeOH
OAC
Br
Ar
(0]
OAc
R

(0] OMe

Optimalni mnozstvi base pro syntézu auronu bylo 0,5 — 1,0 molarnich procent hydroxidu
sodného. Pfi vét§im mnozstvi base se zvySovalo kvantum vznikajiciho flavonu. Nejvyssi vytézek
byl dosazen u chalkonu s R = H, pomérné vysoké vytézky poskytly i latky substituované na kruhu
methylem nebo chlorem. Nitroskupina nepodporovala vysoké vytézky cyklisace ani na auron ani
na flavon [531].

4.2.1.2 Benzofuranova cesta

Jednoduchou moznosti ptipravy auront je kondensace 3-(2H)-benzofuranonu s aldehydy
Vv ptitomnosti neutralniho oxidu hlinitého [532], ve smési kyseliny octové a koncentrované kyseliny
chlorovodikové [480,485,439] nebo jen za pfitomnosti kyseliny chlorovodikové. Vznikal pouze
(2)-isomer a jeho (E)-derivat ziskavali autofi ozafovanim ultrafialovym zafenim. Byl ucinén
i pokus o kondensaci v ethanolickém roztoku hydroxidu draselného, ov§em vytézKy se nevyrovnaly
syntéze v kyselém prostiedi [533].

Nekteti autofi ovsem kondensovali tspésné v pfitomnosti hydroxidu draselného [38].

4.2.1.3 Palladiovy coupling a nasledna cyklisace diarylpropynont

(2)-auron byl =ziskan i jako vedlej§i produkt syntézy 3,4-disubstituovanych kumarini
karbonylativnim couplingem katalysovanym palladiem (schema 18) [534].

Schema 18. Syntéza auronu karbonylativnim palladiovym couplingem

|
©i . C Pd(PPh,),, CO
f— _—
OH

Ortho-substituované fenylacetyleny podporovaly 5-exo-dig uzavieni kruhu za vzniku
auronového skeletu a Ciattini et al. dosahli selektivity reakce se 100% vytézkem za pouziti
Pd(OAC),(dppf), V anisolu, zatimco SestiCetny kruh flavonu vznikal za pouziti stejného
katalysatoru v DMF a 1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-enu (DBU) jako base [535].

Reakei fenylacetylenu se salicyloyl-chloridem v anisolu za katalyzy palladiem byl ziskan jednak
ptislusny keton a minoritn€ i auron, pokud byly pfidany trifenylfosfinové ligandy, vznikal auron
v 80% vytézku (schema 19) [536].
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Schema 19. Syntéza auronu palladiovym couplingem a naslednou cyklisaci
OH

G- Y

Také stfibrné kationty jsou znamy jako cyklisaéni ¢inidla. Dusi¢nan stfibrny poslouzil
k intramolekularni cyklisaci 3-aryl-1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-yn-1-onu na (Z)-auron, pficemz
flavon vznikal pouze ve stopovém mnozstvi (schema 20). Divodem preference vzniku péti¢etného
kruhu je koordinace stfibrnych kationtl k trojné vazbé a ptilehlému benzenovému jadru, ¢imz se na
a-uhliku vytvofi ¢astecny kladny naboj a ten vyprovokuje nukleofilni atak hydroxylu na a-uhlik
[484]. Ponékud nizsi vytézky auronu byly ziskany pfi katalyze uhli¢itanem draselnym a ethoxidem
sodnym [537].

Schema 20. Syntéza auronu cyklisaci propynonu

RZ
RL OH
/ Ag+
—_—
= r.t.

(0]

4.2.2 Syntéza epoxidu auronu

Epoxidy auronti je mozné piipravit alkalickou (NaOH, KOH) epoxidaci ptisobenim peroxidu
vodiku na aurony. a,B-Epoxyketony mohou byt ze téchto podminek atakovany nukleofilem
(hydroxylovym aniontem) v a- nebo B-poloze (schema 21). Napadeni a-polohy vede k otevieni
furanonového kruhu a utvoreni Sesti¢etného kruhu, ¢imz vznika flavonol. Pokud atakuje hydroxyl
B-polohu mize vzniknout minoritné i otevieny tautomer — diketon. Pouzitim Tritonu B jako base
a optimalisaci reakéni doby byl omezen vznik flavonolu. Ze (Z)- i (E)-auronu vzdy vznikal
(E)-epoxid [538].

Peroxid vodiku lze pro epoxidaci enonti pouzit i v kombinaci s 1-benzylchininium-chloridem
a hydroxidem sodnym [441]. Jinym epoxida¢nim ¢inidlem mtize byt dimethyldioxiran, nové

¢inidlo pienasejici kyslik [443].
o )

MeO
)
o O / OH
0

MeO
O L Meo o
e
e
0]
Dimethyldioxiran je vhodny pro stereoselektivni epoxidaci exocyklickych a,B-enont. Je to

jediné epoxidacni ¢inidlo vhodné pro nestabilni chalkony [539].

Schema 21. Vznik vedlej$ich produktt pti syntéze peroxidi auroni

0
0o
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Dalsi moznosti pripravy je Darzensova kondensace a-bromoketonu s benzaldehydem (schema
22), trans-isomer ovSem vznikd v mensim vytézku neZ pii pfimé epoxidaci [538].

Schema 22. Darzensova kondensace

(6] H R2
0 0 0 G
g () e
(0] R? 0

4.2.3 Syntéza 2-benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-onu

Gripenberg et al. ziskal pasobenim alkoholického roztoku hydroxidu draselného (pod
atmosférou dusiku a za varu) na 3-hydroxyflavanon a naslednym okyselenim krom¢ majoritniho 3-
hydroxyflavonu i 2-benzyl-2-hydroxy-3-kumaranon. Analogicky dimethoxyderivat byl piipraven
pisobenim manganistanu draselného na 2-benzyl-4,6-dimethoxykumaranon (schema 23) [540].

Schema 23. Syntéza hydratovanych auront I

OH
OMe 0 OMe O

2-Benzyl-2-hydroxykumaran-3-ony byly isolovany z taninového extraktu Quebracho. Pro
identifikaci byly zaroven ptipraveny i synteticky podle schematu 24 [541].

Racemizaci a isomerisaci dihydrokvercetinu na alfitonin uskute¢nil také Kiehlmann et al. za
zvySené teploty. Za zvySené teploty Vinertni atmosféfe dochazi k pomalé deprotonaci na C-3
a vzniku achiralniho a-diketonu a nasleduje kontrakce kruhu [542].

Schema 24. Syntéza hydratovaného auronu 1l

oH OH
o ‘ 1. KOH, reflux Q
O OH  2.HF O 0 OH
—_—
HO OH HO OH
o o)

O néco pozdé&ji ptipravil stejnou slouceninu Chopin et al. Syntéza vychazela bud’ z epoxidu
chalkonu substituovaného alkoxyskupinou na kruhu B nebo z a-methoxychalkonu. Diketonovy
intermediat vznikajici v obou pfipadech poskytl v kyselém prostiedi pozadovany produkt (schema
25) [543].
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Schema 25. Syntéza hydratovaného auronu 111

Sweeny et al. zkoumali Birchovu redukci flavonold sodikem v tekutém amoniaku. Redukce
flavonolu sodikem v amoniaku a tetrahydrofuranu poskytla a-hydroxydihydrochalkon
a hydratovany auron (schema 26) [544].

Schema 26. Birchova redukce flavonola sodikem v tekutém amoniaku

o
3:0
o
T

Na, NH,

v
|
0

76



Disertacni prace Experimentalni ¢ast

5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Syntézy a fyzikalné-chemické vlastnosti latek

Jako vychozi surovina pro syntézy byl pouzivan komeréné dostupny pyrazin-2-karbonitril
(Aldrich) a bézn¢ komercéné dostupné aromatické aldehydy a thioly Vv kvalité pouzitelné pro
syntézu. Diethylether pro Grignardovu reakci byl susen 24hodinovym stanim nad hydroxidem
draselnym, nasledn¢ 24hodinovym stanim nad sodikem a poté byl ptedestilovan. Bezvody ethanol
byl ziskan vysuSenim na molekulovymi sity a predestilovanim. Ostatni rozpoustédla byla pouzita
v kvalité dodané vyrobcem.

Sloupcova chromatografie byla provadéna ,(flash® technikou za pouziti vzduchovaciho
akvarijniho motorku jako zdroje ptetlaku [545].

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na Silufolu UV 254 (Kavalier Votice),
pokud neni uvedeno jinak. Charakter staciondrni a slozeni mobilni faze u sloupcovych
chromatografii je vzdy uvedeny u jednotlivych latek.

Vzorky pevnych latek byly pro méfeni teploty tani, elementarni analyzy, IC a NMR spekter
suseny 24 hodin v exsikatoru nad oxidem fosfore¢nym pfi tlaku 1,33 kPa.

Teploty tani byly stanoveny na mikrovyhfevném bloku podle Boetia a nejsou korigovany.

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

IC spektra byla méfena na spektrofotometru NICOLET IMPACT 400 a vinoéty jsou uvedeny
vem™,

'H-NMR a *C-NMR spektra byla u derivati chalkonu a jejich meziproduktii méfena na piistroji
VARIAN Mercury-Vx BB 300. Jako wvnitfni standard byl pouzit tetramethylsilan (TMS)
a chemické posuny jsou uvadény jako hodnoty & v ppm.

Hmotnostni spektra byla métfena na piistroji FINNIGAN MAT Magnum technikou plynové
chromatografie ve spojeni s hmotovou detekci (GC/MS) na principu iontové pasti s vnitini
elektronovou ionisaci. Separace byla provedena na koloné¢ ZBS5 (Phenomenex, Inc.), 30m x
0,25 mm x 0,25 um, jako mobilni faze bylo pouzito helium 4,5 plus SIAD.

5.1.1 Derivaty chalkonu a jejich syntetické meziprodukty
5.1.1.1 Priprava 5-alkylpyrazin-2-karbonitrila (S1 — S11) radikalovou alkylaci
[N\j/CN RCOOH, AgNO,, (NH,),5,0; JIN\]/CN
N/ H,O, 75 - 80 °C, 1 hod R N/
Pyrazin-2-karbonitril (10,50 g; 0,200 mol) byl rozpustén ve vodé (300 ml) zahiaté na 80 °C.
K tomuto roztoku byl pifidan dusi¢nan stiibrny (1,70 g; 0,010 mol) a ptislusna karboxylova
kyselina (0,100 mol). Poté byl za michani pfikapan roztok peroxodisiranu amonného (25,10 g;

0,110 mol) ve vodé (70 ml). Reakéni smes byla michana celkem hodinu pii teploté 75 — 80 °C. Po
zchladnuti byla reakéni smés zalkalizovana 10% roztokem hydroxidu sodného na pH 9 — 10

a kontinualn¢ extrahovana etherem. Etherovy extrakt byl vysuSen bezvodym siranem sodnym
a podroben sloupcové chromatografii.

Chromatografické podminky:

Stacionarni faze: Silikagel 60 Fluka (0,063 — 0,2 mm)

Mobilni faze: 1ékai'sky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/v), pouze u 5-oktylpyrazin-2-karbonitrilu (S9)
9:1(viv).
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5-terc-butylpyrazin-2-karbonitril (S1)

N CN
~

>%I/j/
N

Popis: bila krystalicka latka
Mol. hm.: 161,21 (C9H11N3)
Vytezek: 12,20 g (76 %)

Latka byla identifikovana pomoci TLC na zaklad€ porovnani se standardem, ktery byl pfipraven
diive [6,546].

5-isobutylpyrazin-2-karbonitril (S2)

N CN
AN

/Ui/j/
N

Popis: nazloutla kapalna latka
Mol. hm.: 161,21 (CnglNg)
Vytezek: 8,59 (53 %)

Latka byla identifikovana pomoci TLC na zaklad€ porovnani se standardem, ktery byl pfipraven
diive [6,546].

5-butylpyrazin-2-karbonitril (S3)

N CN
N

\/\i/j/
N

Popis: nazloutla kapalna latka
Mol. hm.: 161,21 (CoH1:Ny)
Vytezek: 6,65 g (41 %)

Latka byla identifikovana pomoci TLC na zakladé porovnani se standardem, ktery byl pfipraven
diive [6,546].

5-propylpyrazin-2-karbonitril (S4)

N CN
N

J/j/
N

Popis: nazloutla kapalna latka
Mol. hm.: 147,18 (CgHoNy)
Vytezek: 5,00 g (34 %)

Latka byla identifikovana pomoci TLC na zakladé porovnani se standardem, ktery byl pfipraven
diive [6,546].

5-isopropylpyrazin-2-karbonitril (S5)
N._ _CN
N
% J
N
Popis: polotuha bila latka

78



Disertacni prace Experimentalni ¢ast

Mol. hm.: 147,18 (CgHgN3)

Vytezek: 6,93 g (47 %)

T. varu: 100 - 102 °C/1,60 kPa

IC spektrum: (CHCIs) 3067, 3024, 3020, 3005 (C-H arom., valenc.); 2973, 2934, 2875

(C-H alif., valen¢.); 2239 (CN, valenc.)

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

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) 6 166,0; 147,4; 144,1; 128,0; 115,7; 34,4; 21,7

MS spektrum: El (m/z) 52 (10), 105 (9), 119 (14), 132 (100), 148 (84)

5-pentylpyrazin-2-karbonitril (S6)

N CN
~N

N\)I/j/
N

Popis: nazloutla kapalna latka

Mol. hm.: 175,24 (C1oH13N3)

Vytezek: 4,52 g (26 %)

T. varu: 118 — 125 °C/1,33 kPa

IC spektrum: (CHCI3) 3067, 3025, 3005 (C-H arom., valen¢.); 2959, 2931, 2873, 2861

(C-H alif., valen¢.); 2240 (CN, valenc.)

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

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

MS spektrum: El (m/z) 119 (100), 132 (19), 146 (7), 176 (72)

5-hexylpyrazin-2-karbonitril (S7)

N CN
AN

Mi/j/
N

Popis: nazloutla kapalna latka

Mol. hm.: 189,26 (C11H1s5N3)

Vytézek: 6,10 g (32 %)

T. varu: 125 - 127 °C/1,33 kPa

IC spektrum: (CHCI3) 3067, 3024, 3005 (C-H arom., valen¢.); 2958, 2931, 2872, 2859

(C-H alif., valenc.); 2240 (CN, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) 6 8,81 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-3); 8,56 (d, 1H, J = 1,5 Hz,
H-6); 2,89 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH,); 1,82 — 1,69 (m, 2H, CH,); 1,43 — 1,21 (m, 6H, CH,); 0,87 (t,
3H,J=7,4 Hz, CHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 161,7; 147,4; 145,2; 127,9; 115,7; 35,9; 31,4; 28,9;
28,7;22,4;14,0

MS spektrum: El (m/z) 119 (100), 132 (17), 146 (6), 160 (5), 190 (52)

5-heptylpyrazin-2-karbonitril (S8)

N CN
N

/\/\/\)I/j/
N
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K odstranéni zbytk vychozi kyseliny, ktera zistivala piimisena k produktu, byl etherovy
extrakt jeste pred ¢isténim vytfepan 10% roztokem uhli¢itanu sodného.

Popis: nazloutla kapalna latka

Mol. hm.: 203,29 (C1,H17N3)

Vytezek: 5,01 g (25 %)

T. varu: 135 — 140 °C/1,33 kPa

IC spektrum: (CHCIs) 3019, 3011 (C-H arom., valen¢.); 2958, 2930, 2872, 2858 (C-H

alif., valenc.); 2240 (CN, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls,) ¢ 8,80 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3); 8,55 (d, 1H, J = 1,4 Hz,
H-6); 2,89 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH,); 1,82 — 1,65 (m, 2H, CH,); 1,42 — 1,19 (m, 8H, CH,); 0,86 (t,
3H, J=7,4 Hz, CHy)

¥3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 161,7; 147,4; 145,2; 127,9; 115,7; 35,8; 31,6; 29,1;
28,9; 28,9; 22,5; 14,0

MS spektrum: El (m/z) 119 (19), 204 (100)

5-oktylpyrazin-2-karbonitril (S9)
N CN
~N
\/\/\/\)I /j/
N
K odstranéni zbytkti vychozi kyseliny, ktera zdstavala pfimisena k produktu, byl etherovy
extrakt jeste pred CiSténim vytfepan 10% roztokem uhlic¢itanu sodného.

Popis: nazloutla kapalna latka

Mol. hm.: 217,32 (Cy3H19N3)

Vytezek: 3,72 9 (17 %)

T. varu: 115 - 126 °C/1,06 kPa

IC spektrum: (CHCIs) 2957, 2929, 2857 (C-H alif., valené.); 2240 (CN, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) 6 8,81 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-3); 8,55 (d, 1H, J = 1,5 Hz,
H-6); 2,89 (t, 2H, J = 7,7 Hz, CH,); 1,83 — 1,68 (m, 2H, CH,); 1,44 — 1,16 (m, 10H, CH,); 0,86 (t,
3H, J=6,7 Hz, CH,)

3¢ NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 161,7; 147,4; 145,2; 127,9; 115,7; 35,8; 31,7; 29,2;
19,2; 29,1; 28,9; 22,6; 14,0

MS spektrum: El (m/z) 119 (100), 132 (18), 218 (33)

5-nonylpyrazin-2-karbonitril (S10)

N CN
N

Mj
N

K odstranéni zbytki vychozi kyseliny, kterda zlstavala pfimisena k produktu, byl etherovy
extrakt jesté pred CiSténim vytfepan 10% roztokem uhli¢itanu sodného.

Popis: nazloutla olejovita latka

Mol. hm.: 231,34 (Cy4H21N3)

Vytezek: 4,09 (17 %)

T. varu: 127 — 130 °C/1,07 kPa

IC spektrum: (CHCIy) 2957, 2928, 2857 (C-H alif., valenc.); 2240 (CN, valeng.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) 6 8,81 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-3); 8,55 (d, 1H, J = 1,5 Hz,
H-6); 2,89 (t, 2H, J = 7,8 Hz, CH,); 1,86 — 1,67 (m, 2H, CH,); 1,43 — 1,17 (m, 12H, CH,); 0,87 {(t,
3H, J=6,7 Hz, CHy)
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3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 161,7; 147,4; 145,2; 127,9; 115,7; 35,9; 31,8; 39,4;
29,3; 29,2; 29,2; 29,0; 22,6; 14,1
MS spektrum: El (m/z) 119 (100), 132 (14), 160 (8), 232 (100)

5-benzylpyrazin-2-karbonitril (S11)

N CN
~N

©\/[/j/
N

Popis: nazloutla krystalicka latka

Mol. hm.: 195,23 (C12H9N,)

Vytezek: 10,60 g (54 %)

T. varu: 91 - 93 °C/0,4 kPa

IC spektrum: (CHCI3) 3088, 3068, 3029, 3010 (C-H arom., valenc.); 2966, 2927 (C-H

alif., valenc.); 2240 (CN, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) 6 8,82 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-3); 8,56 (d, 1H, J = 1,7 Hz,
H-6), 7,39 — 7,23 (m, 5H, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"); 4,26 (S, 2H, CH,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCls) 6 159,9; 147,4; 145,3; 136,4; 129,1; 129,0; 128,2; 127,3;
115,6; 42,3

MS spektrum: El (m/z) 51 (16), 65 (16), 91 (19), 194 (100)

5.1.1.2 Priprava 1l-pyrazin-2-ylethanonu a 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethanonii (S12 —
S22) Grignardovou reakci

0
JIN\j/CN CH,Mgl, Et,0 J1'\'\j/u\
RN -10 a2 +10 °C, 1 hod RN
K methylmagnesiumjodidu (49,90 g; 0,300 mol) v absolutnim etheru (200 ml) byl za michani
apii teploté —10 az +10 °C prikapan roztok piislusného nitrilu (0,128 mol) v absolutnim etheru

(50 ml, u 5-terc-butyl-2-acetylpyrazinu S13 220 ml). Pfi uvedené teploté byla smés michana
celkem hodinu a potom byla rozloZena opatrnym vylitim na led. Vyloucena sraZenina byla castecné

rozpusténa pridanim kyseliny chlorovodikové zfedéné objemové 1:1 (50 ml) a smés byla
kontinualné extrahovana etherem. Etherovy extrakt byl vysusen bezvodym siranem sodnym a po
oddestilovani etheru byl produkt precistén destilaci za snizeného tlaku.

1-pyrazin-2-ylethanon (S12)

8

Do Grignardovy reakce bylo pouzito 31,50 g (0,300 mol) pyrazin-2-karbonitrilu.

Popis: nazloutla krystalicka latka

Mol. hm.: 122,13 (C¢HgsN,0)

Vytézek: 12,10 g (33 %)

T. varu: 79 °C/1,87 kPa (79 °C/1,87 kPa)

Latka byla identifikovana pomoci teploty varu na zdklad¢ porovnani se standardem, ktery byl
ptipraven dfive [6,546].

81



Disertacni prace Experimentalni cast

1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)ethanon (S13)

Do Grignardovy reakce bylo pouzito 13,20 g (0,082 mol) 5-terc-butylpyrazin-2-karbonitrilu.

Popis: zluté krystalicka latka

Mol. hm.: 178,24 (C1,H14N,0)

Vytézek: 10,47 g (72 %)

T. varu: 120 - 127 °C/1,20 kPa (108 — 110,5 °C/1,47 kPa)

Latka byla identifikovdna pomoci teploty varu na zakladé porovnani se standardem, ktery byl
ptipraven diive [6,546].

1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)ethanon (S14)

Do Grignardovy reakce bylo pouzito 16,90 g (0,105 mol) 5-isobutylpyrazin-2-karbonitrilu.

Popis: nazloutla kapalna latka

Mol. hm.: 178,24 (C1oH14N,0)

Vytezek: 11,00 g (59 %)

T. varu: 95 °C/0,67 kPa (115 — 120 °C/1,47 kPa)

Latka byla identifikovana pomoci teploty varu na zaklad¢é porovnani se standardem, ktery byl
ptipraven diive [6,546].

1-(5-butylpyrazin-2-yl)ethanon (S15)

Do Grignardovy reakce bylo pouzito 15,40 g (0,096 mol) 5-butylpyrazin-2-karbonitrilu.

Popis: nazloutla kapalna latka

Mol. hm.: 178,24 (C1oH14N,0)

Vytezek: 8,55 g (50 %)

T. varu: 120 — 125 °C/1,47 kPa (125 — 130 °C/1,99 kPa)

Latka byla identifikovana pomoci teploty varu na zakladé porovnani se standardem, ktery byl
piipraven diive [6,546].

1-(5-propylpyrazin-2-yl)ethanon (S16)

Do Grignardovy reakce bylo pouzito 3,30 g (0,022 mol) 5-propylpyrazin-2-karbonitrilu.
Popis: nazloutld kapalna latka
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Mol. hm.: 164,21 (CnggNzo)
Vitesek: 258 g (70 %)
T. varu: 102 — 105 °C/1,20 kPa (118 — 122 °C/1,99 kPa)

Latka byla identifikovana pomoci teploty varu na zakladé porovnani se standardem, ktery byl
ptipraven dfive [6,546].

1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)ethanon (S17)

Do Grignardovy reakce bylo pouzito 13,00 g (0,088 mol) 5-isopropylpyrazin-2-karbonitrilu.

Popis: nazloutla kapalna latka

Mol. hm.: 164,21 (CyH1;N,0)

Vytezek: 10,19 g (70 %)

T. varu: 105 — 107 °C/1,07 kPa

IC spektrum: (CHCI3) 3076, 3027 (C-H arom., valen¢.); 2972, 2934, 2873 (C-H alif.,

valen¢.); 1697 (C=0, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) 69,12 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3); 8,50 (d, 1H, J = 1,4 Hz,
H-6); 3,27 — 3,11 (m, 1H, CH); 2,68 (s, 3H, CH3); 1,35 (d, 6H, J = 7,1 Hz, CH,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) 6 199,3; 165,9; 145,6; 142,6; 141,7; 34,3; 25,8; 22,0

MS spektrum: El (m/z) 52 (28), 67 (15), 80 (12), 94 (18), 107 (31), 121 (52), 136 (74),
149 (100), 164 (44)

1-(5-pentylpyrazin-2-yl)ethanon (S18)

Do Grignardovy reakce bylo pouzito 4,52 g (0,026 mol) 5-pentylpyrazin-2-karbonitrilu.

Popis: nazloutla kapalna latka

Mol. hm.: 196,26 (C1;H1sN,0)

Vytezek: 1,72 g (34 %)

T. varu: 120 - 125 °C/1,33 kPa

IC spektrum: (CHCIs) 3075, 3019, 3001 (C-H arom., valeng.); 2959, 2931, 2873, 2861

(CH alif., valenc¢.); 1698 (C=0, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) 6 9,11 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3); 8,47 (d, 1H, J = 1,4 Hz,
H-6); 2,87 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH,); 2,68 (s, 3H, CH3); 1,83 — 1,69 (m, 2H, CHy); 1,42 — 1,27 (m,
4H, CH,); 0,88 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CH,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) 6 199,4; 161,7; 145,4; 143,0; 142,7; 35,7; 31,4; 28,9;
25,8; 22,4; 13,9

MS spektrum: El (m/z) 121 (16), 136 (7), 193 (100)
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1-(5-hexylpyrazin-2-yl)ethanon (519)

Do Grignardovy reakce bylo pouzito 10,80 g (0,057 mol) 5-pentylpyrazin-2-karbonitrilu.

Popis: nazloutla kapalna latka

Mol. hm.: 206,29 (C1,H1gN,0)

Vytezek: 6,70 g (57 %)

T. varu: 127 - 130 °C/1,47 kPa

IC spektrum: (CHCI3) 3077, 3019, 3000 (C-H arom., valen¢.); 2958, 2930, 2872, 2859

(CH alif., valenc.); 1697 (C=0, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) 6 9,12 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3); 8,47 (d, 1H, J = 1,4 Hz,
H-6); 2,88 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH,); 2,69 (s, 3H, CHa); 1,83 — 1,68 (m, 2H, CH,); 1,43 — 1,21 (m,
6H, CH,); 0,87 (t, 3H, J =7,4 Hz, CH,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) 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

MS spektrum: El (m/z) 107 (6), 121 (43), 136 (90), 149 (16), 163 (7), 177 (6), 207 (100)

1-(5-heptylpyrazin-2-yl)ethanon (S20)

Do Grignardovy reakce bylo pouzito 16,20 g (0,079 mol) 5-heptylpyrazin-2-karbonitrilu.

Popis: nazloutla kapalna latka

Mol. hm.: 220,32 (C13H,0N,0)

Vytezek: 4,51 g (26 %)

T. varu: 152 — 162 °C/1,20 kPa

IC spektrum: (CHCIy) 3074, 3019, 3000 (C-H arom., valeng.); 2957, 2927, 2871, 2857

(C-H alif., valenc.); 1701 (C=0, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) 6 9,11 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3); 8,46 (d, 1H, J = 1,4 Hz,
H-6); 2,87 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 2,68 (s, 3H, CH3); 1,82 — 1,67 (m, 2H, CH,); 1,40 — 1,17 (m,
8H, CH,); 0,85 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) § 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

MS spektrum: El (m/z) 53 (7), 121 (30), 136 (100), 149 (20), 221 (26)

1-(nonylpyrazin-2-yl)ethanon (S21)

Do Grignardovy reakce bylo pouzito 4,58 g (0,020 mol) 5-nonylpyrazin-2-karbonitrilu. Latka
byla po destilaci jesté znecisténa. Proto byla podrobena sloupcové chromatografii.
Chromatografické podminky:

Stacionarni faze: Silikagel 60 Merck (0,040 — 0,063 mm)
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Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)

Popis: nazloutla kapalna latka

Mol. hm.: 248,37 (C15sHN,0)

Vytezek: 0,139 (3 %)

T. varu: 77 — 81 °C/0,30 kPa

IC spektrum: (CHCIy) 2957, 2927, 2856 (C-H alif., valenc.); 1699 (C=0, valeng.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) 6 9,12 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3); 8,47 (d, 1H, J = 1,4 Hz,
H-6); 2,88 (t, 2H, J = 7,7 Hz, CH,); 2,69 (s, 3H, CHs); 1,83 — 1,68 (m, 2H, CH,); 1,41 — 1,17 (m,
12H, CH,); 0,86 (t, 3H, J = 6,7 Hz, CH5)

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

MS spektrum: El (m/z) 121 (25), 107 (5), 136 (100), 149 (16), 163 (5), 177 (5), 248 (5)

1-(5-benzylpyrazin-2-yl)ethanon (S22)

Do Grignardovy reakce bylo pouzito 6,20 g (0,032 mol) 5-benzylpyrazin-2-karbonitrilu.

Popis: naZloutla olejovita latka

Mol. hm.: 212,25 (C13H1,N,0)

Vytezek: 1,82 g (27 %)

T. varu: 130 — 133 °C/1,20 kPa

IC spektrum: (CHCI;) 3087, 3066, 3031, 3008 (C-H arom., valeng.); 2927, 2855 (C-H

alif., valenc.); 1701 (C=0, valeng.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) § 9,15 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3); 8,48 (d, 1H, J = 1,4 Hz,
H-6); 7,38 — 7,21 (m, 5H, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"); 4,25 (s, 2H, CH,); 2,68 (s, 3H, CHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCls) 6 199,2; 159,9; 145,5; 143,2; 142,8; 129,1; 129,0; 128,9;
127,0; 42,2; 25,8

MS spektrum: El (m/z) 51 (7), 65 (8), 91 (8), 115 (22), 142 (5), 169 (20), 211 (100)

5.1.1.3 Priprava 1-pyrazin-2-yl-3-arylprop-2-en-1-oniu a 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)-3-
arylprop-2-en-1-onii (S23 — S66) Claisen-Schmidtovou kondensaci

0 H 0]

i”j)kcm (CHg),NH, pyridin I
+
RN 80-120°C, 1hod g

RZ
Ptislusny acetylpyrazin (0,015 mol) a ptislusny aldehyd (0,015 mol) byly rozpustény v pyridinu
(6,6 ml). Byl ptidan diethylamin (0,015 mol) a smés byla zah#ivana 1 hodinu na glycerolové 1azni
pii teploté 80 — 120 °C. Po zchladnuti byla smés nalita do ledové vody (300 ml) okyselené
kyselinou octovou na pH 3 aulozena na 24 hodin do lednice. Vyloucené pevné latky byly
prekrystalisovany z bezvodého ethanolu. V pfipadé vylouceni oleje byla reakéni smés po vytiepani

do etheru chromatograficky délena na sloupci. Analyticky Cisty produkt byl ziskan Kkrystalisaci
z bezvodého ethanolu, pokud neni uvedeno jinak.
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(E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S23)
N = OMe
N
A X
N OH
Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:

Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 6 : 4 (v/Vv)

Popis: oranzov¢ zluté lesklé krystaly
Mol. hm.: 298,34 (C17H18N203)
Vytezek: 1,70 g (38 %)
T. tani: 175-177°C
Element. analyza: % C %H % N
vypocteno 68,44 6,08 9,39
nalezeno 68,67 6,29 9,23
IC spektrum: (KBr) 3075, 3022 (C-H arom., valenc.); 2968, 2943 (C-H alif., valenc.);

1662 (C=0, valenc.); 1586 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) ¢ 7,91 (d, 1H, J = 15,9 Hz, H-2); 8,01 (d, 1H, J =
15,9 Hz, H-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,56 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,22 (d, 1H, J =
1,9 Hz, H-2""); 6,96 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-5""); 6,01 (s, 1H, OH); 3,98 (s, 3H, OCHjy); 3,29 — 3,16
(m, 1H, CH); 1,38 (d, 6H, J = 6,8 Hz, CHs)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) ¢ 188,4; 165,5; 148,6; 146,8; 146,6; 145,7; 141,4; 127,5;
124.,4;117,8; 144,9; 110,0; 56,0; 34,3; 22,0

(E)-3-fenyl-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (524)

O
N =
N
[m
N

Latka byla ptipravena z 0,025 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 6 : 4 (v/v)

Popis: zluté krystaly
Mol. hm.: 210,24 (C13H10N,0)
Vytezek: 1,56 g (30 %)
T. tani: 104 — 107 °C (106 — 107,5°C/bezv. ethanol [547,548])
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 74,27 4,79 13,32
nalezeno 74,16 4,90 13,36
IC spektrum: (KBr) 3071, 3053 (C-H arom., valenc.); 2924 (C-H alif., valenc.); 1672

(C=0, valen.); 1601 (C=C, valen¢.) (1673, 1655, 1601 cm™ [547,548])
(300 MHz, CDCly) 6 7,98 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2): 8,19 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9,37 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,69 (dd, 1H, J = 2,5; 1,4 Hz, H-5"); 8,77 (d, 1H, J =
2,5 Hz, H-6"); 7,77 — 7,68 (M, 2H, H-2"", H-6""); 7,46 — 7,38 (m, 3H, H-3"", H-4"", H-5"")

(8,08; 7,85, J = 16,0 Hz [547,548])

'H NMR spektrum:
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3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,6; 148,4; 147,4; 145,7; 144,8; 143,3; 134,7; 131,0;
128,9; 128,9; 120,0

(E)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-3-fenylprop-2-en-1-on (S25)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékafsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/v)

Popis: svétle zluté krystaly
Mol. hm.: 266,35 (C17H15N,0)
Vytezek: 0,14 g (4 %)
T. tani: 115-116 °C
Element. analyza: % C %H %N
vypocteno 76,66 6,81 10,52
nalezeno 76,55 6,96 10,41
IC spektrum: (KBr) 3078, 3060, 3032, 3015, 3000 (C-H arom., valenc.); 2900, 2866

(C-H alif., valen¢.); 1667 (C=0, valenc.); 1604 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 7,96 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,18 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,74 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,77 — 7,68 (m, 2H,
H-2"", H-6""); 7,46 — 7,39 (m, 3H, H-3"", H-4"", H-5""); 1,45 (s, 9H, CHj)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) ¢ 188,7; 167,7; 145,7; 145,2; 143,3; 139,8; 134,9; 130,8;
128,9; 128,9; 120,4; 37,1; 29,7

(E)-3-fenyl-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S26)

Latka byla pripravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékafsky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (V/v)

Popis: zluté krystaly

Mol. hm.: 266,35 (C47H1sN20)
Vytézek: 0,059 (1 %)

T. tani: 35-60 °C

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCly) § 7,96 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,19 (d, 1H, J =
16,2 Hz, H-3); 9,29 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-3"); 8,50 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-6"); 7,77 — 7,68 (m, 2H,
H-2"", H-6""); 7,46 — 7,39 (m, 3H, H-3"", H-4"", H-5""); 2,79 (d, 2H, J = 6,9 Hz, CH,); 2,27 — 2,06
(m, 1H, CH); 0,97 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CHa)
3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCls) o 188,6; 160,4;146,1; 145 3; 144,1; 143,3; 142,7; 134,8;
130,8; 128,9; 128,9; 120,3; 44,7; 29,2; 22,4
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(E)-3-(2-hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (S27)

0O OH
N =
N
[M
N

Latka byla ptipravena z 0,020 mol vychozich latek. Surovy produkt byl pouze prekrystalisovan
Z bezvodého ethanolu.

Popis: okrové zluté krystaly

Mol. hm.: 266,24 (C13H1gN,0,)

Vytezek: 1,64 g (31 %)

T. tani: 172 — 174 °C (172,5 — 174,5 °C/bezv. ethanol [71], 173 — 175 °C/bezv.

ethanol [547,548])
Latka byla identifikovana pomoci teploty tani a TLC na zaklad€ porovnani se standardem, ktery
byl ptipraven diive [6,71].

(E)-3-(2-hydroxyfenyl)-1-(5-propylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S28)
0 OH

Latka byla pfipravena z 0,014 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:

Stacionarni faze: Silpearl pro TLC

Mobilni faze: 1ékafsky benzin + ethyl-acetat 7 : 3 (V/v)

Popis: drobné jehlickovité zluté krystaly

Mol. hm.: 268,32 (C16H16N207)

Vytezek: 0,22 g (6 %)

T. tani: 150 — 152 °C (148 — 150,5 °C/bezv. ethanol [71])

Latka byla identifikovana pomoci teploty tani a TLC na zaklad¢ porovnani se standardem, ktery
byl ptipraven diive [6,71].

(E)-3-(2-hydroxyfenyl)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S29)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: Iékarsky benzin + ethyl-acetat 6 : 4 (v/v)

Popis: zluté krystaly

Mol. hm.: 268,32 (C1sH16N20,)

Vytezek: 1,20 g (30 %)

T. tani: 175-178 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypoéteno 71,62 6,01 10,44
nalezeno 71,53 6,15 10,37
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IC spektrum: (KBr) 3086, 3072, 3039, 3017 (C-H arom., valenc.); 2968, 2935, 2910,
2872 (C-H alif., valenc.); 1652 (C=0, valen¢.); 1584 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, DMSO) ¢ 8,09 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,20 (d, 1H, J =
16,2 Hz, H-3); 9,14 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,77 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 6,98 — 6,92 (m, 1H,
J=19Hz, H-3"); 7,32 - 7,25 (m, 1H, H-4""); 6,91 — 6,84 (m, 1H, H-5""); 7,69 (dd, 1H, J = 1,4;
7,7Hz, H-6""); 10,41 (s, 1H, OH); 3,30 — 3,15 (m, 1H, CH); 1,29 (d, 6H, J = 7,1 Hz, CH,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 188,5; 165,4; 157,9; 146,4; 143,2; 142,4; 140,7;
132,6; 129,7; 121,4; 120,1; 119,8; 116,6; 33,7; 22,0

(E)-3-(4-hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (S30)
o]
Ny =
(
N~ OH

Latka byla ptipravena z 0,020 mol vychozich latek. Surovy produkt byl pouze piekrystalisovan
z bezvodého ethanolu.

Popis: okrové Zluté krystaly

Mol. hm.: 226,24 (C13H10N,0,)

Vytezek: 1,35 g (30 %)

T. tani: 190 — 193 °C (191 — 194 °C/bezv. ethanol [547,548], 188 — 190 °C/bezv.

ethanol [71])
Latka byla identifikovana pomoci teploty tani a TLC na zaklad€ porovnani se standardem, ktery
byl ptipraven diive [6,71].

(E)-3-(4-hydroxyfenyl)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S31)
O
N =
N
A 0
N OH
Latka byla pripravena z 0,015 mol vychozich latek.

Chromatografické podminky:

Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 6 : 4 (v/v)

Popis: zluté krystaly
Mol. hm.: 268,32 (C15H15N202)
Vytezek: 1,00 g (25 %)
T. tani: 155 -157,85°C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 71,62 6,01 10,44
nalezeno 71,88 6,01 10,55
IC spektrum: (KBr) 3078, 3045 (C-H arom., valenc.); 2974, 2938, 2874 (C-H alif.,

valenc.); 1665 (C=0, valenc.); 1592 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCly) ¢ 7,92 (d, 1H, J = 15,9 Hz, H-2); 8,04 (d, 1H, J =
15,9 Hz, H-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,57 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,66 — 7,60 (m AA’,
BB’, 2H, H-2"", H-6""); 6,96 — 6,86 (m AA’, BB’, 2H, H-3"", H-5""); 6,11 (s, 1H, OH); 3,31 — 3,16
(m, 1H, CH); 1,39 (d, 6H, J = 7,1 Hz, CHj,)
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3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,6; 165,5; 158,5; 146,6; 145,4; 143,9; 141,5; 131,1;
127,7;117,9; 116,0; 34,4; 22,0

(E)-3-[4-(dimethylamino)fenyl]-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (S32)

0
Nm
[ N
N” ITI/

Latka byla ptipravena z 0,020 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 6 : 4 (v/v)

Popis: cihlové Gervené Krystaly

Mol. hm.: 253,31 (Cy5H15N30)

Vytezek: 1,67 g (33 %)

T. tani: 160 — 167 °C (162 — 165 °C/bezv. ethanol [71])

Latka byla identifikovana pomoci teploty tani a TLC na zaklad¢ porovnani se standardem, ktery
byl ptipraven diive [6,71].

(E)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-3-(2-nitrofenyl)prop-2-en-1-on (S33)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 6 : 4 (v/v)

Popis: svétle zluté lesklé krystaly
Mol. hm.: 297,31 (C15H15N303)
Vytezek: 0,95 g (21 %)
T. tani: 101-104 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 64,64 5,09 14,13
nalezeno 64,71 5,25 14,15
IC spektrum: (KBr) 2970, 2933, 2873 (C-H alif., valené.); 1672 (C=0, valenc.); 1604

(C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 8,05 (d, 1H, J = 15,9 Hz, H-2); 8,35 (d, 1H, J = 15,9
Hz, H-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,55 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 8,08 — 8,03 (m, 1H,
H-3""); 7,62 — 7,52 (m, 1H, H-4""); 7,88 — 7,82 (m, 1H, H-5""); 7,73 — 7,65 (m, 1H, H-6""); 3,31 —
3,15 (m, 1H, CH); 1,38 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CH,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,0; 166,0; 148,9; 145,8; 144,1; 141,5; 140,1; 133,4;
131,1; 130,5; 129,3; 125,2; 124,9; 34,4; 22,0
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(E)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-3-(4-nitrofenyl)prop-2-en-1-on (S34)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/Vv)

Popis: svétle Zluté lesklé Supinovité krystaly
Mol. hm.: 297,31 (C15H15N303)
Vytezek: 1,80 g (40 %)
T. tani: 124 — 127 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 64,64 5,09 14,13
nalezeno 64,47 5,10 14,34
IC spektrum: (KBr) 2980, 2970, 2930 (C-H alif., valenc.); 1668 (C=0, valené.); 1609

(C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCly) ¢ 7,93 (d, 1H, J = 16,0 Hz, H-2); 8,29 (d, 1H, J =
16,0 Hz, H-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,57 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,89 — 7,82 (m, AA’,
BB’, 2H, H-2"’, H-6""); 8,30 — 8,25 (m, AA’, BB’, 2H, H-3"", H-5""); 3,32 — 3,15 (m, 1H, CH);
1,38 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CH5)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) ¢ 188,6; 165,6; 158,5; 146,6; 145,4; 143,9; 141,5; 131,1,;
127,7;117,9; 1116,0; 34,4; 22,0

(E)-3-(3-nitrofenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (S35)

0O
N ¥ NO,
N
(.
N

Latka byla pripravena z 0,015 mol vychozich latek. Surovy produkt byl pouze prekrystalisovan
Z bezvodého ethanolu.

Popis: Zluta krystalicka latka
Mol. hm.: 255,23 (C13HgN303)
Vytezek: 1,60 g (42 %)
T. tani: 165 — 168 °C (166 — 168 °C/bezv. ethanol [547])
Element. analyza: % C %H %N
vypocteno 61,18 3,55 16,46
nalezeno 61,13 3,65 16,34
IC spektrum: (KBr) 3065 (C-H arom., valen¢.); 1676 (C=O, valenc.); 1609 (C=C,
valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 7,97 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,30 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9,38 (d, 1H, J=1,5Hz, H-3"); 8,81 (d, 1H, J = 2,5 Hz, H-5"); 8,72 (dd, 1H, J = 1,5;
2,5 Hz, H-6"); 8,57 (t, 1H, J = 1,9 Hz, H-2""); 8,02 — 7,96 (m, 1H, H-4""); 7,62 (t, 1H, J = 8,0 Hz,
H-57"); 8,29 — 8,24 (m, 1H, H-6"")

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,1; 148,7; 147,8; 144,9; 143,4; 142,3; 136,1; 134,6;
130,0; 125,0; 122,8; 122,7
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(E)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-3-(3-nitrofenyl)prop-2-en-1-on (S36)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek. Surovy produkt byl pouze prekrystalisovan
Z bezvodého ethanolu.

Popis: Zluta krystalicka latka
Mol. hm.: 311,34 (C17H17N305)
Vytezek: 1,88 g (40 %)
T. tani: 160 — 162 °C
Element. analyza: % C %H %N
vypocteno 65,58 5,50 13,50
nalezeno 65,21 5,56 13,70
IC spektrum: (KBr) 3075 (C-H arom., valen¢.); 2980, 2970, 2930, 2964, 2870 (C-H alif.,

valenc.); 1676 (C=0, valenc.); 1610 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 7,95 (d, 1H, J = 15,9 Hz, H-2); 8,30 (d, 1H, J
15,9 Hz, H-3); 9,29 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-3"); 8,76 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-6"); 8,57 (t, 1H, J
1,8 Hz, H-2""); 8,02 — 7,96 (m, 1H, H-4""); 7,62 (t, 1H, J = 8,0 Hz, H-5""); 8,29 — 8,23 (m, 1H,
H-6""); 1,46 (s, 9H, CHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,2; 158,2; 148,7; 145,2; 143,4; 141,8; 140,0; 136,6;
134,5; 130,0; 123,2; 122,8; 122,8; 37,2; 29,7

(E)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-3-(3-nitrofenyl)prop-2-en-1-on (S37)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékarsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/v)

Popis: zluté lesklé krystaly
Mol. hm.: 311,34 (C17H17N305)
Vytezek: 1,85 g (40 %)
T. tani: 103 - 104 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 65,58 5,50 13,50
nalezeno 65,23 5,56 13,65
IC spektrum: (KBr) 3071, 3048, 3033 (C-H arom., valeng.); 2998, 2964, 2925, 2870

(C-H alif., valené.); 1676 (C=0, valenc.); 1610 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) ¢ 7,95 (d, 1H, J = 15,9 Hz, H-2); 8,30 (d, 1H, J =
15,9 Hz, H-3); 9,30 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-3"); 8,52 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-6"); 8,58 (t, 1H, J =
2,2Hz, H-2""); 8,02 — 7,96 (m, 1H, H-4""); 7,62 (t, 1H, J = 8,0 Hz, H-5""); 8,29 — 8,23 (m, 1H,
H-6""); 0,98 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CHy); 2,27 — 2,11 (m, 1H, CH); 2,80 (d, 2H, J = 7,1 Hz, CH,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) ¢ 188,2; 161,0; 148,7; 145,6; 144,1; 143,4; 141,9; 136,6;
134,6; 130,0; 124,9; 123,1; 122,8; 44,8; 29,2; 22,3
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(E)-1-(5-butylpyrazin-2-yl)-3-(3-nitrofenyl)prop-2-en-1-on (S38)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékafsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/v)

Popis: Zluté lesklé krystaly tvofici chomace
Mol. hm.: 311,34 (Cy7H17N303)
Vytezek: 1,40 g (30 %)
T. tani: 102 - 104 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 65,58 5,50 13,50
nalezeno 65,15 5,56 13,76
IC spektrum: (KBr) 3071 (C-H arom., valené.); 2959, 2930, 2872, 2861; (C-H alif.,

valeng.); 1672 (C=0, valenc.); 1609 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 7,95 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,30 (d, 1H, J
16,1 Hz, H-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,55 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 8,57 (t, 1H, J
2,0 Hz, H-2""); 8,01 — 7,96 (m, 1H, H-4""); 7,62 (t, 1H, J = 8,0 Hz, H-5""); 8,26 (ddd ptekryty, 1H,
J=11;2,0; 8,24 Hz, H-6""); 0,96 (d, 6H, J = 7,6 Hz, CH3); 1,50 — 1,35 (m, 2H, CH,); 1,84 — 1,72
(m, 2H, CH,); 2,93 (t, 2H, J = 7,6 Hz, CH,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) 0 188,2; 161,9; 148,7; 145,6; 144,1; 143,4; 141,9; 136,6;
134,6; 130,0; 124,8; 123,1; 122,8; 35,6; 31,4; 22,4; 13,8

(E)-3-(3-nitrofenyl)-1-(5-propylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S39)

Latka byla pripravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/v)

Popis: Zluté lesklé Supinovité krystaly
Mol. hm.: 297,31 (C15H15N303)
Vytezek: 1,34 g (18 %)
T. tani: 91-92°C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 64,64 5,09 14,13
nalezeno 64,70 5,20 14,13
IC spektrum: (KBr) 3070 (C-H arom., valenc.); 2962, 2936, 2875 (C-H alif., valent.);

1669 (C=0, valenc.); 1609 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) 6 7,90 (d prekryty, 1H, J = 15,8 Hz, H-2); 8,30 (d
prekryty, 1H, J = 15,8 Hz, H-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,6 Hz, H-3"); 8,55 (d, 1H, J = 1,6 Hz, H-6"); 8,57
(t, 1H, J = 2,1 Hz, H-2""); 8,29 — 8,22 (m, 1H, H-4""); 7,62 (t, 1H, J = 8,0 Hz, H-5""); 7,95 — 8,00
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(m, 1H, H-6""); 1,01 (t, 3H, J = 7,3 Hz, CHy); 1,90 —1,75 (m, 2H, CH,): 2,91 (t, 2H, J = 7,6 Hz,
CHy)

13C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl) 0 187,8; 161,4; 148,7; 145,5; 144,1; 142,8; 140,0; 133,3;
131,0; 130,4; 129,2; 125,0; 124.,8; 37,8; 22,6; 13,8

(E)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-3-(3-nitrofenyl)prop-2-en-1-on (S40)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek. Surovy produkt byl pouze piekrystalisovan
Z bezvodého ethanolu.

Popis: zluté krystalicka latka
Mol. hm.: 297,31 (Cy6H15sN303)
Vytezek: 1,90 g (43 %)
T. tani: 177,5-179,5°C
Element. analyza: % C %H % N
vypocteno 64,64 5,09 14,13
nalezeno 64,51 5,26 14,05
IC spektrum: (KBr) 3089, 3056 (C-H arom., valené.); 2970, 2937, 2874 (C-H alif,,

valenc.); 1673 (C=0, valenc.); 1609 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) ¢ 7,95 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,29 (d, 1H, J =
16,2 Hz, H-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-3"); 8,58 (d piekryty, 1H, J = 1,5 Hz, H-6"); 8,57 (t
prekryty, 1H, J = 2,1 Hz, H-2""); 8,01 — 7,96 (m, 1H, H-4""); 7,62 (t, 1H, J = 8,1 Hz, H-5""); 8,26
(ddd prekryty, 1H, J = 1,1; 2,1; 8,1 Hz, H-6""); 1,39 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CH3); 3,32 — 3,16 (m, 1H,
CH)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,2; 166,2; 148,7; 145,8; 144,0; 141,8; 141,6; 136,6;
134,6; 130,0; 124,8; 123,1; 122,8; 34,4; 22,0

(E)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-3-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)prop-2-en-1-on (S41)
0 OH

NO,

Latka byla ptipravena z 0,010 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 6 : 4 (vV/v)

Popis: okrov¢ zluté krystaly

Mol. hm.: 327,34 (C17H17N30y)

Vytezek: 0,021 g (1 %)

T. tani: 220 —222 °C

IC spektrum: (KBr) 3081 (C-H arom., valenc.); 2966, 2934, 2869 (C-H alif., valenc.);

1675 (C=0, valenc.); 1604 (C=C, valenc.)
'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) ¢ 8,34 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,46 (d, 1H, J
16,2 Hz, H-3); 9,33 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-3"); 8,80 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-6"); 7,08 (d, 1H, J
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9,1 Hz, H-37"); 8,18 (dd, 1H, J = 2,8; 9,1 Hz, H-4""); 8,65 (d, 1H, J = 2,8 Hz, H-6""); 1,48 (s, 9H,
CHa)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCls) ¢ 189,8; 168,4; 161,3; 145,4; 143,5; 141,4; 140,1; 138,7;
127,3; 124,6; 122,7; 122,5; 116,8; 37,3; 29,7

(E)-3-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S42)
0 OH

NO

2

Latka byla ptipravena z 0,010 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 6 : 4 (v/v)

Popis: zluté krystaly
Mol. hm.: 327,34 (C17H17N304)
Vytezek: 1,11 g (34 %)
T. tani: 177 - 180 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 62,38 5,23 12,84
nalezeno 61,97 5,29 12,77
IC spektrum: (KBr) 3077 (C-H arom., valenc.); 2958, 2930, 2870 (C-H alif., valenc.);

1676 (C=0, valenc.); 1604 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, DMSO) ¢ 8,01 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,31 (d, 1H, J =
16,2 Hz, H-3); 9,15 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,72 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,10 (d, 1H, J =
9,1 Hz, H-3""); 8,16 (dd, 1H, J=2,8; 9,1 Hz, H-4""); 8,55 (d, 1H, J = 2,8 Hz, H-6""); 2,76 (d, 2H,
J=6,9 Hz, CH,); 2,20 — 2,03 (m, 1H, CH); 0,90 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CHs); 12,03 (bs, 1H, OH)

3C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 188;4; 163,3; 160,6; 145,8; 144,0; 143,5; 140,1;
138,1; 127,6; 125,5; 122,7; 121,9; 117,0; 44,0; 28,6; 22,3

(E)-3-furyl-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S43)

N

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékafsky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)

Popis: jehlickovité Zluté krystaly

Mol. hm.: 256,31 (Cy5H16N,0,)

Vytezek: 0,093 g (2 %)

T. tani: 61 - 66 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 70,29 6,29 10,93
nalezeno 70,18 6,79 10,63
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IC spektrum: (KBr) 3098 (C-H arom., valenc.); 2961, 2942, 2919, 2867, 2849 (C-H alif.,
valenc.); 1667 (C=0, valenc.); 1603 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl,) ¢ 7,71 (d, 1H, J = 15,8 Hz, H-2); 8,01 (d, 1H, J =
15,8 Hz, H-3); 9,26 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,49 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 6,79 (d, 1H, J = 3,3
Hz, H-3""); 6,52 (dd, 1H, J =1,7; 3,3 Hz, H-4""); 7,55 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-5""); 2,77 (d, 2H, J =
6,9 Hz, CH,), 2,25 -2,08 (m, 1H, CH); 0,96 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CH5)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,4; 160,3; 151,8; 146,1; 145,4; 143,9; 143,4; 131,0;
118,1; 116,9; 112,8; 44,7; 29,1; 22,3

(E)-3-(4-chlorfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (S44)
o]
N =
SRas!
N7 cl

Latka byla piipravena z 0,010 mol vychozich latek. Surovy produkt byl pouze piekrystalisovan
z bezvodého ethanolu.

Popis: drobné jehlickovité, svétle zluté krystaly
Mol. hm.: 244,68 (C13HyCIN,O)
Vytezek: 0,40 g (16 %)
T. tani: 142 — 145 °C (137 — 138 °C/bezv. ethanol [547])
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 63,82 3,71 11,45
nalezeno 63,71 3,82 11,44
IC spektrum: (KBr) 3071, 3047 (C-H arom., valenc.); 1669 (C=0, valené.); 1604 (C=C,

valent.) (1674, 1656, 1597 cm™ [547])

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl,) ¢ 7,91 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,15 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9, 37 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,69 (dd, 1H, J =1,4; 2,5 Hz, H-5"); 8,78 (d, 1H, J =
2,5 Hz, H-6"); 7,68 — 7,61 (m, 2H, AA’, BB", H-2"", H-6""), 7,43 — 7,36 (m, 2H, AA’, BB, H-3",
H-5")

(7,89; 7,76; J = 15,9 Hz [547])

3¢ NMR spektrum: (75 MHz, CDCls) ¢ 188,4; 148,3; 147,5; 144,9; 144,1; 143,3; 136,9;
133,2; 130,0; 129,3; 120,4

(E)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-en-1-on (S45)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: I€karsky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/Vv)

Popis: lesklé jehlickovité svétle zIuté krystaly
Mol. hm.: 300,79 (C47H:7CIN,0O)

Vytezek: 0,40 g (9 %)

T. tani: 135-137 °C
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Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 67,88 5,70 9,31
nalezeno 67,72 5,90 9,20
IC spektrum: (KBr) 2960, 2927, 2905, 2867 (C-H alif., valené.); 1668 (C=0, valenc.);

1606 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 7,89 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,15 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,73 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,67 — 7,61 (m, 2H,
AA’,BB’,H-2"", H-6""); 7,42 — 7,36 (m, 2H, AA’, BB", H-3"", H-5""); 1,45 (s, 9H, CHj)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCls) ¢ 188,5; 167,8; 145,6; 143,6; 143,4; 139,8; 136,7;
133,4; 130,0; 129,2; 120,9; 35,1; 29,7

(E)-3-(4-chlorfenyl)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S46)

Latka byla ptipravena z 0,016 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)

Popis: drobné jehlickovité svétle zluté krystaly
Mol. hm.: 300,79 (C47H17CIN,0)
Vytezek: 0,10 g (2 %)
T. tani: 113-116 °C
Element. analyza: % C %H %N
vypocteno 67,88 5,70 9,31
nalezeno 66,40 5,70 9,10
IC spektrum: (KBr) 2958, 2930, 2895, 2868 (C-H alif., valené.); 1667 (C=0, valent.);

1604 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) 6 7,89 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,15 (d, 1H, J =
16,2 Hz, H-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,49 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,68 — 7,60 (m, 2H,
AA’, BB, H2"", H6""); 7,43 — 7,35 (m, 2H, AA’, BB’, H3"", H5""); 2,79 (d, 2H, J = 7,0 Hz, CH,),
2,26 — 2,09 (m, 1H, CH); 0,97 (d, 6H, J = 7,0 Hz, CH5)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl5) 6 188,4; 160,6; 145,9; 144,1; 143,7; 143,3; 136,7; 133,3;
130,0; 129,2; 120,7; 44,7; 29,2; 22,3

(E)-1-(5-butylpyrazin-2-yl)-3-(4-chlorfenyl)prop-2-en-1-on (S47)

Latka byla pfipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (V/v)

Popis: leskl¢é Supinovité svétle zluté krystaly
Mol. hm.: 300,79 (C17H17C|N20)
Vytezek: 0,419 (9 %)
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T. tani: 96 — 99 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 67,88 5,70 9,31
nalezeno 67,65 5,77 9,33
IC spektrum: (KBr) 2956, 2930, 2871, 2858 (C-H alif., valen¢.); 1669 (C=0, valent.);

1606 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl,) ¢ 7,88 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,15 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9,27 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,52 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,70 — 7,60 (m, 2H,
AA’, BB, H2"", H6""); 7,44 — 7,34 (m, 2H, AA’, BB", H3"", H5""); 2,92 (t, 2H, J = 7,6 Hz, CH));
1,85-1,70 (m, 2H, CH,); 1,50 — 1,33 (m, 2H, CH,); 0,96 (t, 3H, J = 7,6 Hz, CH5)

¥3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCls) ¢ 188,4; 161,5; 145,9; 144,1; 143,6; 142,8; 136,7;
133,3; 130,0; 129,2; 120,8; 35,5; 31,4; 22,4; 13,8

(E)-3-(4-chlorfenyl)-1-(5-propylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S48)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/v)

Popis: lesklé Supinovité svétle zluté krystaly
Mol. hm.: 286,76 (C16H15CIN,0)
Vytezek: 0,25 g (6 %)
T. tani: 99 -100 °C
Element. analyza: % C %H % N
vypocteno 67,02 5,27 9,77
nalezeno 67,04 5,38 9,76
IC spektrum: (KBr) 2958, 2932, 2872 (C-H alif., valené.); 1669 (C=0, valenc.); 1604

(C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) ¢ 7,89 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,15 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9,27 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,52 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,68 — 7,60 (m, 2H,
AA’, BB, H2"", H6""); 7,43 — 7,35 (m, 2H, AA’, BB’, H3"", H5""); 2,89 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH,);
1,90 — 1,75 (m, 2H, CH,); 1,00 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,4; 161,2; 146,0; 144,1; 143,6; 142,8; 136,7; 133,3;
130,0; 129,2; 120,7; 37,7; 22,6; 13,8

(E)-3-(4-chlorfenyl)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S49)
0]
N =
~N
A 0L
N Cl
Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.

Chromatografické podminky:

Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)
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Popis: jehlickovité svétle zluté krystaly
Mol. hm.: 286,76 (C16H15CIN,0)
Vytezek: 0,359 (8 %)
T. tani: 105-107,5 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 67,02 5,27 9,77
nalezeno 66,91 5,36 9,89
IC spektrum: (KBr) 2965, 2931, 2871 (C-H alif., valené.); 1666 (C=0, valenc.); 1608

(C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCly) ¢ 7,88 (d, 1H, J = 15,9 Hz, H-2); 8,15 (d, 1H, J =
15,9 Hz, H-3); 9,27 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,55 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,68 — 7,60 (m, 2H,
AA’, BB, H2"", H6""); 7,43 — 7,35 (m, 2H, AA’, BB", H3"", H5""); 3,30 — 3,14 (m, 1H, CH); 1,38
(d, 6H, J=7,2 Hz, CH5)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) ¢ 188,4; 165,8; 146,1; 144,0; 143,6; 141,5; 136,7; 133,3;
130,0; 129,3; 120,8; 34,4; 22,0

(E)-3-(3-hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (S50)

0O
N Pz OH
N
[/j)l\/\©/
N

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek. Surovy produkt byl pouze piekrystalisovan
z bezvodého ethanolu.

Popis: okrové zZluté krystaly

Mol. hm.: 266,24 (C13H1oN20y)

Vytezek: 1,37 g (41 %)

T. tani: 193 — 194 °C (189 — 191 °C/bezv. ethanol [547,548])

Element. analyza: % C % H % N

vypocteno 69,02 4,46 12,38

nalezeno 68,70 4,69 12,31

IC spektrum: (KBr) 3078, 3049 (C-H arom., valen¢.); 2969, 2850 (C-H alif., valenc.);

1675 (C=0, valeng.); 1603 (C=C, valen&.) (1676, 1606 cm™ [547,548])

'H NMR spektrum: ~ (DMSO) ¢ 7,79 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,04 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-3);
9,23 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,85 (dd, 1H, J = 1,4; 2,5 Hz, H-5"); 8,92 (d, 1H, J = 2,5 Hz, H-6");
7,31-7,15 (m, 3H, H-2"", H-5"", H-6""); 6,93 — 6,84 (m, 1H, H-4""); 9,69 (bs, 1H, OH)

(7,93; 7,81; J = 16,05 Hz [547,548])

3C NMR spektrum: ~ (DMSO) ¢ 188,0; 157,8; 148,1; 147,8; 145,0; 143,9; 143,9; 135,5; 130,1;
120,1; 120,0; 118,4; 114,6

(E)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-3-(3-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (S51)

Latka byla pripravena z 0,015 mol vychozich latek. Surovy produkt byl pouze piekrystaliSovan
z bezvodého ethanolu.
Popis: zluté krystaly
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Mol. hm.: 282,35 (C17H15N,0,)
Vytezek: 1,47 g (35 %)
T. tani: 198 — 202 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 72,32 6,43 9,92
nalezeno 71,85 6,60 9,93
IC spektrum: (KBr) 3078, 3049 (C-H arom., valenc.); 2964, 2869 (C-H alif., valenc.);

1672 (C=0, valent.); 1607 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, DMSO) ¢ 7,78 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,04 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9,16 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,94 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,31 — 7,14 (m, 3H,
H-2"",H-5"",H-6""); 6,92 — 6,85 (m, 1H, H-4""); 1,39 (s, 9H, CHz); 9,69 (bs, 1H, OH)

3C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 188,1; 167,5; 158,0; 145,7; 144,9; 142,6; 140,8;
135,8; 130,4; 120,5; 120,4; 118,6; 114,8; 37,1; 29,6

(E)-3-(3-hydroxyfenyl)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S52)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek. Surovy produkt byl pouze piekrystalisovan
Z bezvodého ethanolu.

Popis: zluté krystaly
Mol. hm.: 282,35 (Cl7H18N202)
Vytezek: 0,70 g (17 %)
T. tani: 128 - 132 °C
Element. analyza: % C %H % N
vypocteno 72,32 6,43 9,92
nalezeno 72,51 6,75 9,90
IC spektrum: (KBr) 3092, 3076, 3021 (C-H arom., valeng.); 2961, 2931, 2874, 2830

(C-H alif., valenc.); 1669 (C=0, valen¢.); 1605 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, DMSO) ¢ 7,78 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,06 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9,15 (d, 1H, J = 1,1 Hz, H-3"); 8,71 (d, 1H, J = 1,1 Hz, H-6"); 7,31 — 7,15 (m, 3H,
H-2", H-5"", H-6""); 6,92 — 6,84 (m, 1H, H-4""); 2,46 (d, 2H, J = 6,9 Hz, CH,); 2,19 — 2,03 (m, 1H,
CH); 0,90 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CH3); 9,68 (bs, 1H, OH)

3C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 188,2; 160,5; 158,0; 145,9; 144,9; 143,9; 1434;
135,8; 130,4; 120,4; 120,4; 118,6; 114,9; 43,9; 28,6; 22,3

(E)-1-(5-butylpyrazin-2-yl)-3-(3-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (S53)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek. Surovy produkt byl pouze prekrystalisovan
Z bezvodého ethanolu.

Popis: zluté krystaly
Mol. hm.: 282,35 (C17H15N20,)
Vytezek: 1,20 g (28 %)
T. tani: 143 — 146 °C
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Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 72,32 6,43 9,92
nalezeno 72,30 6,53 10,00
IC spektrum: (KBr) 3074, 3047 (C-H arom., valené.); 2958, 2932, 2872, 2861 (C-H alif.,

valenc.); 1670 (C=0, valenc.); 1605 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, DMSOQO) ¢ 7,77 (d, 1H, J = 15,9 Hz, H-2); 8,05 (d, 1H, J =
15,9 Hz, H-3); 9,13 (d, 1H, J = 1,2 Hz, H-3"); 8,73 (d, 1H, J = 1,2 Hz, H-6"); 7,31 — 7,15 (m, 3H,
H-2"",H-5"", H-6""); 6,91 — 6,85 (m, 1H, H-4""); 2,88 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH,); 1,78 — 1,62 (m, 2H,
CHy); 1,41 —1,24 (m, 2H, CH,); 0,89 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHj3); 9,68 (bs, 1H, OH)

3C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 188,1; 161,4; 158,0; 145,9; 144,9; 143,5; 1434,
135,8; 130,4; 120,4; 120,4; 118,6; 114,8; 34,7; 30,8; 22,0; 13,9

(E)-3-(3-hydroxyfenyl)-1-(5-propylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S54)

N = OH
AN

/\)I/j)l\/\©/
N

Latka byla pfipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 6 : 4 (vV/v)

Popis: Zluté krystaly
Mol. hm.: 268,32 (C15H15N202)
Vytezek: 1,24 g (30 %)
T. tani: 129 - 133 °C
Element. analyza: % C %H %N
vypocteno 71,62 6,01 10,44
nalezeno 72,14 6,12 10,52
IC spektrum: (KBr) 3075, 3047 (C-H arom., valenc.); 2962, 2932, 2872 (C-H alif.,

valeng.); 1670 (C=0, valenc¢.); 1604 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, DMSO) ¢ 7,77 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,05 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9,14 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,73 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,31 — 7,15 (m, 3H,
H-2"",H-5"", H-6""); 6,91 — 6,84 (m, 1H, H-4""); 2,86 (t, 2H, J = 7,3 Hz, CH,); 1,82 — 1,66 (m, 2H,
CHy); 0,92 (t, 3H, J = 7,3 Hz, CH); 9,68 (bs, 1H, OH) "

3C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 188,1; 161,2; 158,0; 145,9; 144,9; 143,6; 1434,
135,8; 130,4; 120,4; 120,4; 118,6; 114,8; 37,0; 22,1; 13,8

(E)-3-(3-hydroxyfenyl)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S55)

(o]
N P OH
~
4f“©
N

Latka byla ptipravena z 0,018 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: Iékarsky benzin + ethyl-acetat 6 : 4 (v/v)
Popis: zluté krystaly
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Mol. hm.: 268,32 (C1sH16N,0,)

Vytézek: 0,90 g (18 %)

T. tani: 154 — 157 °C

Element. analyza: % C % H % N

vypocteno 71,62 6,01 10,44

nalezeno 71,32 6,03 10,45

IC spektrum: (KBr) 3077, 3045 (C-H arom., valeng.); 2967, 2931, 2873 (C-H alif.,

valenc.); 1673 (C=0, valenc.); 1608 (C=C, valenc.)
(300 MHz, DMSO) ¢ 7,77 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,05 (d, 1H, J =
16,2 Hz, H-3); 9,15 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,77 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,31 — 7,15 (m, 3H,
H-2"", H-5"", H-6""); 6,91 — 6,85 (m, 1H, H-4""); 3,32 — 3,15 (m, 1H, CH); 1,29 (d, 6H, J = 6,9 Hz,
CHy); 9,69 (bs, 1H, OH)[ 1]
(75 MHz, DMSO) ¢ 188,1; 165,6; 158,0; 146,1; 144,9; 143,3; 142,5;
135,8; 130,4; 120,4; 120,4; 118,6; 114,8; 33,7; 22,0

'H NMR spektrum:

3C NMR spektrum:

(E)-3-(2-methoxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (S56)

(0] OMe
| N\ 5z
~
N

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek. Surovy produkt byl pouze piekrystalisovan

Z bezvodého ethanolu.

Popis: jehlickovité zluté krystaly tvorici chomace

Mol. hm.: 240,26 (Cl4H12N202)

Vytezek: 0,50 g (14 %)

T. tani: 145 - 149 °C

Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 69,99 5,03 11,66
nalezeno 69,55 5,32 11,62
IC spektrum: (KBr) 1667 (C=0, valent.); 1594 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCly) & 8,19 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,36 (d, 1H, J = 16,2
Hz, H-3); 9,36 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-3"); 8,68 (dd, 1H, J = 1,7; 2,5 Hz, H-5"); 8,75 (d, 1H, J = 2,5
Hz, H-6"); 6,96 — 6,92 (m, 1H, H-3""); 7,43 — 7,35 (m, 1H, H-4""); 7,03 — 6,96 (m, 1H, H-5""); 7,75
(dd, 1H, J=1,7; 7,7 Hz, H-6""); 3,92 (s, 3H, OCHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl) 6 188,9; 159,1; 148,8; 147,2; 144,8; 143,3; 141,1; 132,3;
129,0; 123,7; 120,7; 120,3; 111,2; 55,5

(E)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-3-(2-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (S57)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékai'sky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (V/v)
Popis: svétle zluté krystaly
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Mol. hm.: 296,37 (C1gH,0N,0,)
Vytezek: 0,139 (3 %)
T. tani: 111-113°C
Element. analyza: %C % H % N
vypocteno 72,95 6,80 9,45
nalezeno 72,77 6,38 9,53
IC spektrum: (KBr) 3072, 3041, 3028, 3015 (C-H arom., valeng.); 2967, 2941, 2907,

2869, 2840 (C-H alif., valent.); 1671 (C=0, valenc.); 1595 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 8,19 (d, 1H, J = 16,1 Hz, C-2); 8,34 (d, 1H, J =
16,1 Hz, C-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-3"); 8,73 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-6"); 7,03 — 6,92 (m, 2H,
H-3"", H-5""); 7,44 — 7,34 (m, 1H, H-4""); 7,75 (dd, 1H, J = 1,7; 7,7 Hz, H-6""); 3,93 (s, 3H,
OCHsy); 1,45 (s, 9H, CHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 189,0; 167,4; 159,0; 146,1;143,3; 140,5; 139,8; 132,1;
129,0; 123,9; 120,7; 120,7; 111,2; 55,5; 37,0; 29,7

(E)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-3-(2-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (S58)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 95 : 5 (v/v)
Krystaly ziskané sloupcovou chromatografii byly promyty vychlazenym acetonem.

Popis: Zluté krystaly

Mol. hm.: 296,37 (C1gH2N,0,)

Vytezek: 0,08 g (2 %)

T. tani: 42 — 47 °C
Element. analyza: % C %H % N
vypocteno 72,95 6,80 9,45
nalezeno 73,34 7,01 9,33

IC spektrum: (KBr) 3071, 3013 (C-H arom., valeng.); 2954, 2930, 2867, 2839 (C-H alif.,
valeng.); 1667 (C=C, valenc.); 1595 (C=0, valen¢.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 8,19 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,35 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9,29 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,49 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,03 — 6,92 (m, 2H,
H-3"", H-5""); 7,44 — 7,36 (m, 1H, H-4""); 7,76 (dd, 1H, J = 1,7; 7,7 Hz, H-6""); 3,93 (s, 3H,
OCHsy); 2,78 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH,); 2,26 — 2,09 (m, 1H, CH); 0,97 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CH5)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl5) 6 189,0; 160,2; 159,0; 146,5; 144,1; 143,3; 140,6; 132,2;
129,0; 123,9; 120,7; 120,6; 111,2; 55,6; 44,7; 29,2; 22,4

(E)-1-(5-butylpyrazin-2-yl)-3-(2-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (S59)
(0] OMe

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
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Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 95 : 5 (v/v)

Popis: jehlicovité zluté krystaly tvorici chomace
Mol. hm.: 296,37 (ClgHzoNzog)
Vytezek: 0,06 g (1 %)
T. tani: 70-73°C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 72,95 6,80 9,45
nalezeno 72,80 6,76 9,42
IC spektrum: (KBr) 3071, 3036, 3002 (C-H arom., valenc.); 2961, 2930, 2896, 2872,

2860, 2838 (C-H alif., valent.); 1669 (C=0, valené.); 1593 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) ¢ 8,18 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,35 (d, 1H, J =
16,2 Hz, H-3); 9,27 (d, 1H, J = 1,1 Hz, H-3"); 8,53 (d, 1H, J = 1,1 Hz, H-6"); 7,05 — 6,90 (m, 2H,
H-3"", H-5""); 7,44 — 7,34 (m, 1H, H-4""); 7,76 (dd, 1H, J = 1,4; 7,7 Hz, H-6""); 3,93 (s, 3H,
OCHy); 2,91 (t, 2H, J =7,5Hz, CH,); 1,85 —-1,70 (m, 2H, CHy); 1,51 — 1,33 (m, 2H, CH,); 0,96 (d,
3H,J=7,5Hz, CHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,9; 161,0; 159,0; 146,5; 144,0; 142,8; 140,5; 132,2;
129,0; 123,9; 120,7; 120,6; 111,2; 55,6; 35,5; 31,4; 22,4; 13,8

(E)-3-(2-methoxyfenyl)-1-(5-propylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S60)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)
Krystaly ziskané sloupcovou chromatografii byly promyty vychlazenym bezvodym ethanolem.
Popis: zluté krystaly

Mol. hm.: 282,35 (C17H18N202)
Vytezek: 0,10 g (2 %)
T. tani: 68 — 72 °C
Element. analyza: % C %H % N
vypoéteno 72,32 6,43 9,92
nalezeno 72,82 6,83 10,06
IC spektrum: (KBr) 3081, 3035, 3012 (C-H arom., valenc.); 2960, 2931, 2869, 2838 (C-

H alif., valenc.); 1667 (C=0, valenc.); 1596 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCIs) ¢ 8,10 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,16 (d, 1H, J =
16,2 Hz, H-3); 9,13 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,72 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,13 (d, 1H, J =
78 Hz, H-37"); 7,51 — 7,42 (m, 1H, H-4""); 7,03 (t, 1H, J = 7,8 Hz, H-5""); 7,81 (dd, 1H, J = 1,4;
7,8 Hz, H-6""); 3,90 (s, 3H, OCHy); 2,86 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH,); 1,82 — 1,66 (m, 2H, CH,); 0,91
(d, 3H,J =7,5Hz, CHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,4; 161,1; 158,8; 146,1; 143,5; 143,4; 139,5; 133,0;
129,1;122,9; 121,1; 120,7; 112,1; 56,0; 36,9; 22,1; 13,8
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(E)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-3-(2-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (S61)
(0] OMe

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)
Krystaly ziskané sloupcovou chromatografii byly byly promyty vychlazenym bezvodym
ethanolem.

Popis: zluté krystaly
Mol. hm.: 282,35 (C47H15N,0,)
Vytezek: 0,12 g (3 %)
T. tani: 59-63 °C
Element. analyza: %C % H % N
vypocteno 72,32 6,43 9,92
nalezeno 72,33 6,64 10,00
IC spektrum: (KBr) 2841, 2872, 2935 (C-H alif., valenc.); 1668 (C=0, valenc.); 1592

(C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl;) ¢ 8,18 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,34 (d, 1H, J =
16,2 Hz, H-3); 9,27 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,56 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"), 7,03 — 6,92 (m, 2H,
H-3"", H-5""); 7,43 — 7,35 (m, 1H, H-4""); 7,76 (dd, 1H, J = 1,7; 7,7 Hz, H-6""); 3,92 (s, 3H,
OCHs); 3,30 — 3,14 (m, 1H, CH); 1,38 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CH5)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) ¢ 188,9; 165,3; 159,0; 146,7; 143,9; 141,5; 140,5; 132,1;
129,0; 123,9; 120,7; 111,2; 55,5; 34,3; 22,0

(E)-3-(2-methoxyfenyl)-1-(5-pentylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S62)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)

Popis: lesklé Zluté krystaly
Mol. hm.: 310,40 (C19H22N202)
Vytezek: 0,19 g (4 %)
T. tani: 70-73 °C
Element. analyza: %C % H % N
vypocteno 73,52 7,14 9,02
nalezeno 73,19 7,32 9,20
IC spektrum: (KBr) 3075, 3038 (C-H arom., valend.); 2998, 2957, 2931, 2892, 2868,

2858, 2841 (C-H alif., valenc.); 1671 (C=0, valenc.); 1594 (C=C, valenc.)
'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 8,18 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,34 (d, 1H, J
16,2 Hz, H-3); 9,27 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,52 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 6,92 (d, 1H, J
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8,0 Hz, H-3""); 7,43 — 7,35 (m, 1H, H-4""); 7,02 — 6,96 (m, 1H, H-5""); 7,76 (dd, 1H, J = 1,7;
8,0 Hz, H-6""); 2,90 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH,); 1,86 — 1,71 (m, 2H, CH,); 1,44 — 1,29 (m, 4H, CH));
0,90 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CH3); 3,92 (s, 3H, OCHy)

¥3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,9; 161,0; 159,0; 146,5; 144,0; 142,8; 140,5; 132,2;
129,0; 123,9; 120,7; 120,6; 111,2; 55,5; 35,7; 31,4; 29,0; 22,4; 13,9

(E)-3-(3-methoxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (S63)

0]
N\ = OMe
| —
N

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/v)

Popis: lesklé zluté krystaly
Mol. hm.: 240,26 (C14H1,N,0,)
Vytezek: 0,69 g (19 %)
T. tani: 98 - 101 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 69,99 5,03 11,66
nalezeno 70,34 5,56 11,47
IC spektrum: (KBr) 3072, 3048, 3028 (C-H arom., valen¢.); 2938, 2917, 2833 (C-H alif.,

valenc.); 1672 (C=0, valenc.); 1602 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 7,94 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,15 (d, 1H, J =
16,2 Hz, H-3); 9,37 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,70 (dd, 1H, J=1,4; 2,5 Hz, H-5"); 8,77 (d, 1H, J =
2,5 Hz, H-6"); 7,39 — 7,29 (m, 2H, H-2"", H-6""); 7,02 — 6,94 (m, 1H, H-4""); 7,24 — 7,21 (m 1H,
H-5""); 3,86 (s, 3H, OCHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,5; 159,9; 148,4; 147,4; 145,7; 144,8; 143,3; 136,0;
129,9; 121,7; 120,2; 116,9; 113,6; 55,3

(E)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-3-(3-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (S64)
o]

N = OMe
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Latka byla pfipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1€katsky benzin + diethylether 7 : 3 (v/v)

Popis: zluté krystaly

Mol. hm.: 296,37 (C1gH2N,0,)

Vytezek: 0,20 g (5 %)

T. tani: 60 — 64 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypoéteno 72,95 6,80 9,45
nalezeno 72,86 7,00 9,24
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IC spektrum: (KBr) 3059, 3046, 3011 (C-H arom., valen¢.); 2962, 2954, 2930, 2918,
2866, 2838 (C-H alif., valenc.); 1670 (C=0, valenc.); 1607 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 7,92 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,16 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3); 9,29 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,50 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,24 — 7,20 (m, 1H,
H-2""); 7,00 — 6,95 (m, 1H, H-4""); 7,38 — 7,29 (m, 2H, H-5"", H-6""); 3,86 (s, 3H, OCHy); 2,79 (t,
2H, J =6,9 Hz, CH,); 2,26 — 2,09 (m, 1H, CH); 0,97 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CH5)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 188,6; 160,5; 159,9; 146,1; 145,2; 144,1; 143,3; 136,2;
129,9; 121,6; 120,5; 116,8; 113,5; 55,3; 44,7; 29,2; 22,3

(E)-3-(3-methoxyfenyl)-1-(5-pentylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S65)

Latka byla ptipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC (regenerovany, desaktivovany 5% vody)
Mobilni faze: benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)

Popis: zluté krystaly
Mol. hm.: 310,40 (ClgngNQOZ)
Vytezek: 0,259 (5 %)
T. tani: 42 — 44 °C
Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 73,52 7,14 9,02
nalezeno 73,11 7,48 9,03
IC spektrum: (KBr) 3071, 3043, 3012 (C-H arom., valené.); 2959, 2931, 2873, 2856,

2839 (C-H alif., valent.); 1674 (C=0, valené.); 1611 (C=C, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) 6 7,92 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,15 (d, 1H, J =
16,2 Hz, H-3); 9,27 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3); 8,53 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6); 7,37 — 7,28 (m, 2H,
H-2"",H-6""); 7,01 — 6,95 (m, 1H, H-4""); 7,25 — 7,20 (m 1H, H-5""); 2,91 (t, 2H, J = 7,3 Hz, CH,);
1,86 — 1,73 (m, 2H, CH,); 1,42 — 1,31 (m, 4H, CH,); 0,90 (t, 3H, J = 7,3 Hz, CH3); 3,86 (s, 3H,
OCHs)

C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl;) ¢ 188,6; 161,3; 159,9; 146,1; 145,2; 144,0; 142,8; 136,2;
129,9; 121,6; 120,5; 116,8; 113,5; 55,3; 35,7; 31,4; 29,0; 22,4; 13,9

(E)-3-(4-methoxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (S66)
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Latka byla pfipravena z 0,015 mol vychozich latek.
Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: I€karsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/v)

Popis: zluté krystaly

Mol. hm.: 240,26 (C14H12N,0,)

Vytezek: 0,35 g (10 %)

T. tani: 91 —-93 °C (96,5 — 98 °C/ethanol [547])
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Element. analyza: % C % H % N
vypocteno 69,99 5,03 11,66
nalezeno 69,53 5,49 11,58
IC spektrum: (KBr) 3077, 3044, 3004 (C-H arom., valenc.); 2958, 2850 (C-H alif.,

valent.); 1664 (C=0, valeng.); 1598 (C=C, valen&.) (1653, 1595 cm™ [547])

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCly) 6 7,95 (d, 1H, J = 15,9 Hz, H-2); 8,06 (d, 1H, J =
15,9 Hz, H-3); 9,36 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-3); 8,68 (dd, 1H, J = 1,7; 2,5 Hz, H-5"); 8,75 (d, 1H, J =
2,5 Hz, H-6"); 7,72 — 7,64 (m, AA’", BB, 2H, H-2"", H-6""); 6,98 — 6,90 (m, AA’, BB’, 2H, H-3"",
H-5""); 3,85 (s, 3H, OCHj3)

(8,12; 8,06; J = 16,2 Hz [547])

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCls) 6 188,4; 162,0; 148,7; 147,2; 145,7; 144,8; 143,3; 130,8;
127,5; 117,6; 114,4; 55,4

5.1.1.4 Piiprava 1-fenyl-3-subst.fenylprop-2-en-1-oni (S67 — S72) Claisen-
Schmidtovou kondensaci

Prislusny aldehyd (0,010 mol) a acetofenon (0,010 mol) byly rozpustény v methanolu (30 ml).
Ke vzniklému roztoku bylo pfidano 5 pecicek hydroxidu sodného a smes byla michana 24 hodin
pfti laboratorni teploté. Poté byl methanol oddestilovan, ke smési bylo pfilito 50 ml vody a smés
byla zneutralizovana kyselinou octovou na pH 6 — 7. Po ochlazeni v lednici byl vylouc¢eny produkt
podle miry zneéisténi bud® pouze odsan a piekrystaliSovan, nebo extrahovan do etheru
a chromatograficky délen na sloupci. Po sloupcové chromatografii byly latky prekrystalovany
Z bezvodého ethanolu.

(E)-1-fenyl-3-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (S67)
o] OH

T
Tuto slouceninu nebylo mozné ziskat vyse uvedenym postupem a pro jeji piipravu bylo nutné
pouzit kondensaci v pyridinu uvedenou u pyrazinovych analogt chalkont (viz kap. 5.1.1.3).
Chromatografické podminky:

Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/Vv)

Popis: zlutozelena krystalicka latka
Mol. hm.: 224,26 (C15H1202)
Vytezek: 4,56 g (41 %)
T. tani: 152 — 155 °C (152 — 153 °C [507])
Element. analyza: % C % H
vypoéteno 80,34 5,39
nalezeno 79,81 5,70
IC spektrum: (KBr) 3208 (O-H, valené.); 3085 (C-H arom., valené.); 1640 (C=0,

valené.); 1598 (C=C, valen¢.); 1231 (C-O, fenoly, valenc.) (1640 cm™ [507])

'H NMR spektrum: (300 MHz, DMSO) ¢ 7,85 (d ptekryty, 1H J = 15,8 Hz, H-2); 8,05 (d
prekryty, 1H, J = 15,8 Hz, H-3); 8,13 — 8,06 (m, 1H, H-2", H-6"); 7,70 — 7,51 (m, 3H, H-3", H-4",
H-5%); 6,94 (dd, 1H, J =0,8; 7,8 Hz, H-3""); 7,31 — 7,23 (m, 1H, H-4""); 6,87 (t, 1H, J = 7,8 Hz,
H-5""); 7,89 — 7,84 (m, 1H, H-6""); 10,29 (bs, 1H, OH)

(9,80 s [507])

3C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 189,7; 157,5; 139,8; 138,1; 133,1; 132,3; 129,0;
128,9; 128,6; 121,6; 121,1; 119,6; 116,4
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(E)-1-fenyl-3-(3-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (S68)
0

oAacH
Chromatografické podminky:

Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: 1ékatsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (V/v)

Popis: svétle Zluta krystalicka latka
Mol. hm.: 224,26 (C15H1202)
Vytezek: 0,69 g (30 %)
T. tani: 162 — 166 °C (156 — 158 °C/ethanol [549])
Element. analyza: % C % H
vypocteno 80,34 5,39
nalezeno 79,84 5,67
IC spektrum: (KBr) 3332 (O-H, valenc.); 3084, 3055, 3009 (C-H arom., valen¢.); 1653

(C=0, valenc.); 1603 (C=C, valenc.); 1219 (C-O fenoly, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, DMSO) § 7,71 — 7,50 (m, 4H, H-2, H-3", H-4", H-5"); 7,82 (d,
1H, J = 15,7 Hz, H-3); 8,16 — 8,10 (m, 1H, H-2", H-6"); 7,34 — 7,19 (m, 3H, H-2"", H-5"", H-6"");
6,87 (ddd, 1H, J=1,4; 2,5; 7,7 Hz, H-4""); 9,71 (bs, 1H, OH)

3C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 189,4; 158,1; 144,6; 137,8; 136,1; 133,3; 130,1;
129,0; 128,7; 122,0; 120,0; 118,1; 115,5

(E)-1-fenyl-3-(4-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (S69)
0

TTC
OH

Surovy produkt byl pfekrystalisovan z bezvodého ethanolu.

Popis: zluta krystalicka latka
Mol. hm.: 224,26 (C15sH1,0,)
Vytezek: 1,65 g (73 %)
T. tani: 162 — 166 °C (178 — 180 °C/CHCl; [332], 180 — 181 °C [550])
Element. analyza: % C % H
vypocteno 80,34 5,39
nalezeno 80,23 5,50
IC spektrum: (KBr) 3258 (O-H, valen¢.); 3069, 3021 (C-H arom., valeng.); 1650 (C=0,

valenc.); 1599 (C=C, valenc.); 1218 (C-O fenoly, valenc.)

(3223, 1650 cm™ [332])

'H NMR spektrum: (300 MHz, DMSO) ¢ 7,77 — 7,50 (m, 7H, H-2, H-3, H-3", H-4’, H-5",
H-2"", H-6""); 8,14 — 8,08 (m, 1H, H-2", H-6"); 6,87 — 6,80 (m, 2H, AA’, BB’, H-3"", H-5""); 10,12
(bs, 1H, OH)

(8,02 -8,07 dd, 7,49 — 7,64 m, 6,85 dd, 7,68 d, 7,76 d [332])

3C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 189,2; 160,4; 144,8; 138,2; 133,0; 131.3; 128,9;
128,6; 126,0; 118,6; 116,0
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(E)-1-fenyl-3-(2-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (S70)
0 OMe

T
Surovy produkt byl rozpustén za laboratorni teploty v bezvodém ethanolu a vznikly roztok byl
zahustén za sniZzeného tlaku ke krystalizaci.

Popis: svétle Zluta krystalicka latka
Mol. hm.: 238,29 (C16H1402)
Vytézek: 2,10 g (88 %)
T. tani: 58 — 62 °C (60 — 61,5 °C [507])
Element. analyza: % C % H
vypocteno 80,65 5,92
nalezeno 80,33 6,08
IC spektrum: (KBr) 3061, 3026, 3014 (C-H arom., valenc.); 1661 (C=0, valen¢.); 1602

(C=C, valen¢.); 1251 (C-O ethery, valen¢.) (1660 cm™ [507])

'H NMR spektrum: (300 MHz, DMSO) ¢ 7,88 (d, 1H, J = 15,8 Hz, H-2); 8,06 (d, 1H, J =
15,8 Hz, H-3); 8,14 — 8,09 (m, 1H, H-2", H-6"); 7,60 — 7,52 (m, 2H, H-3", H-5"); 7,69 — 7,62 (m,
1H, H-4"); 7,11 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-3""); 7,49 — 7,41 (m, 1H, H-4""); 7,06 — 6,99 (m, 1H, H-5"");
7,97 (dd, 1H,J=1,6; 7,7 Hz, H-6"")

(3,895, 3H, OCHj; [507])

C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 189,5; 158,5; 138,8; 137,9; 133,3; 132,6; 129,0;
128,7; 128,6; 123,1; 122,0; 120,9; 112,0; 55,9

(E)-1-fenyl-3-(3-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (S71)
o]

I = ! OMe
Chromatografické podminky:

Stacionarni faze: Silikagel 60 Merck (0,040 — 0,063 mm)
Mobilni faze: 1ékaisky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (V/v)

Popis: svétle zluta krystalicka latka
Mol. hm.: 238,29 (C16H140,)
Vytezek: 0,63 g (26 %)
T. tani: 54 — 59 °C (54 — 56 °C [18])
Element. analyza: % C % H
vypocteno 80,65 5,92
nalezeno 80,37 6,08
IC spektrum: (KBr) 3082, 3074, 3061, 3028, 3011 (C-H arom., valenc.); 1657 (C=0,

valend.); 1604 (C=C, valen&.); 1270 (C-O ethery, valen¢.) (1665, 1595 cm™ [18]

'H NMR spektrum: 300 MHz, DMSO) § 7,72 (d, 1H, J = 15,7 Hz, H-2); 7,95 (d, 1H, J =
15,7 Hz, H-3); 8,20 (m, 2H, H-2", H-6"); 7,62 — 7,53 (m, 2H, H-3", H-5"); 7,69 — 7,63 (m, 1H,
H-4'); 7,52 — 7,47 (m, 1H, H-2""); 7,05 — 6,99 (m, 1H, H-4""); 7,36 (t, 1H, J = 8,0 Hz, H-5""); 7,47
~ 7,41 (m, 1H, H-6""); 3,82 (s, 3H, OCH})

3C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 189,4; 159,9; 144,3; 137,7; 136,3; 133,4; 130,1;
129,0; 128,8; 122,5; 121,9; 117,0; 113,6; 55,5

(*H i *C NMR spektra v ref. [18])
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(E)-1-fenyl-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (S72)
0

0
OMe

Surovy produkt byl ptekrystalisovan z bezvodého ethanolu.

Popis: svétle zluté jehlicovité krystaly
Mol. hm.: 238,29 (C16H140,)
Vytezek: 1,23 g (52 %)
T. tani: 72 -75°C (72 -74 °C [507])
Element. analyza: % C % H
vypocteno 80,65 5,92
nalezeno 80,72 6,25
IC spektrum: (KBr) 3088, 3073, 3057, 3039, 3028, 3015 (C-H arom., valenc.); 1658

(C=0, valent.); 1600 (C=C, valent.); 1264 (C-O ethery, valen¢.) (1660 cm™ [507])

'H NMR spektrum: (300 MHz, DMSO) 6 7,76 (d, 2H, J = 12,9 Hz, H-2, H-3); 8,17 — 8,09 (m,
2H, H-2", H-6"); 7,60 — 7,52 (m, 2H, H-3", H 5"); 7,70 — 7,62 (m, 1H, H-4"); 7,89 — 7,82 (m, AA’,
BB’, 2H, H-2", H-6""); 7,05 — 6,79 (m, AA’, BB’, 2H, H-3"", H-5""); 3,81 (s, 3H, OCH})

(3,75 s, 3H, CH; [507])

C NMR spektrum: (75 MHz, DMSO) ¢ 189,2; 161,6; 144,3; 138,0; 133,1; 131,1; 129,0;
128,6; 127,5; 119,7; 114,6; 55,6

5.1.1.5 Piiprava 3-alkylsulfanyl- a 3-arylsulfanyl-1,3-difenylpropan-1-oni (S73 —
S79) Michaelovou adici

0]

= C,6H33(CH,),N*Br, K,CO,, H,0
O + R—SH
lab. t, 24 hod

Pozn. ke schematu: pokud R = fenyl, jsou C v **C NMR spektrech znadeny 3 arkami.

Ke smési praskovaného (E)-1,3-difenylprop-2-en-1-onu (0,0021 mol), hexadecyltrimethyl-
amonium-bromidu (0,00021 mol) a uhli¢itanu draselného (0,00063 mol) ve vodé (5 ml) byl za
michani pfidén pfislusny thiol (0,0023 mol). Smes byla michdna 24 hodin pfi laboratorni teplote.
Vylouéeny produkt byl vzdy odsan, promyt vodou a podle miry zne¢isténi byl zvolen zptsob jeho
¢isténi.

1,3-difenyl-3-oktylsulfanylpropan-1-on (S73)
VO NN\
O S

Latka byla z reakce ziskana v dostate¢né Cistote.

Popis: bila praskovita latka

Mol. hm.: 354,56 (Cy3H3,0S)

Vytézek: 0,650 g (87 %)

T. tani: 44 — 46 °C (47,548 °C [551])
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Element. analyza: % C % H % S
vypocteno 77,92 8,53 9,04
nalezeno 77,95 8,55 9,57
IC spektrum: (KBr) 2952, 2924, 2871, 2850 (C-H alif., valené.); 1681 (C=0, valeng.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 7,96 — 7,88 (m, 2H, H-2", H-6"); 7,60 — 7,16 (m, 8H,
H-3", H-4", H-5", H-2"", H-3"", H-4"", H-5"", H-6""); 4,55 (t, 1H, J = 7,0 Hz, CH); 3,56 — 3,51 (m,
2H, CH,); 2,43 — 2,23 (m, 2H, CH,); 1,57 — 1,39 (m, 2H, CH,); 1,36 — 1,14 (m, 10H, CH,); 0,87 (t,
3H, J=6,7 Hz, CH5y)

¥3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 197,0; 142,3; 136,8; 133,2; 128,6; 128,5; 128,1; 127,8;
127,2; 45,4; 44,3; 31,8; 31,5; 29,1; 29,1; 29,1; 28,8; 22,6; 14,1

1,3-difenyl-3-(2-hydroxyethyl)sulfanylpropan-1-on (S74)

Latka byla prekrystalisovana z bezvodého ethanolu pti 50 °C.

Popis: bila praskovita latka
Mol. hm.: 286,40 (C17H150,5)
Vytezek: 0,333 g (55 %)
T. tani: 62 — 67 °C (lit. 65 — 67 °Clethanol [462])
Element. analyza: % C % H %S
vypocteno 71,30 6,34 11,20
nalezeno 71,47 6,35 10,87
IC spektrum: (KBr) 3424 (O-H, valent.); 3061 (C-H arom., valené.); 2922, 2891 (C-H

alif., valenc.); 1685 (C=0, valen¢.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) 6 7,98 — 7,88 (m, 2H, H-2", H-6"); 7,62 — 7,18 (m, 8H,
H-3", H-4", H-5", H-2"", H-3"", H-4"", H-5"", H-6""); 4,60 (t, 1H, J = 7,0 Hz, CH); 3,78 — 3,43 (m,
4H, CH,); 2,58 (t, 2H, J = 5,8 Hz, SCH,); 2,31 (bs, 1H, OH)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) 6 196,9; 142,1; 136,6; 133,4; 128,7; 128,6; 128,1; 127,7,
127,5; 60,5; 45,4; 43,7; 34,6

1,3-difenyl-3-(2-pyrazin-2-ylethyl)sulfanylpropan-1-on (S75)
Nﬁ
A)\VN
O S

Latka byla ¢isténa krystalisaci z bezvodého ethanolu.

Popis: bilé jehlickovité krystaly

Mol. hm.: 348,47 (CxHxoN,0S)

Vytezek: 0,611 g (84 %)

T. tani: 94 -97°C
Element. analyza: % C % H % N % S
vypocteno 72,38 5,79 8,04 9,20
nalezeno 72,52 5,78 8,15 9,13
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IC spektrum: (KBr) 3082, 3059, 3036, 3026, 3005 (C-H arom., valené.); 2957, 2941,
2927, 2889, 2857, 2815 (C-H alif., valenc.); 1685 (C=0, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCly) ¢ 8,48 — 8,31 (m, 3H, H-3", H-5", H-'6); 7,93 — 7,87
(m, 2H, H-2"", H-6""); 7,61 — 7,17 (m, 8H, H-3"", H-4"", H-5"", H-2""", H-3""", H-4""", H-5""",
H-6"""); 4,59 (t, 1H, J = 7,1 Hz, CH); 3,52 (d, 2H, J = 7,1 Hz, CH,); 3,00 — 2,90 (m, 2H, CH,); 2,86
—2,69 (m, 2H, CH,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl,) ¢ 196,6; 155,5; 144,8; 144,0; 142,5; 141,9; 136,6; 133,3;
128,6; 128,6; 128,1; 127,8; 127,4; 45,2; 44,5; 34,9; 30,6

1,3-difenyl-3-(4-methoxyfenyl)sulfanylpropan-1-on (S76)

©/OME
0 S

Latka byla ¢isténa krystalisaci z bezvodého ethanolu.

Popis: drobné jehlickovité bilé krystaly
Mol. hm.: 348,47 (Cx,H400,5)
Vytezek: 0,530 g (72 %)
T. tani: 119 — 120 °C (115,5 — 120 °C/ethanol [525])
Element. analyza: %C % H % S
vypocteno 75,83 5,79 9,20
nalezeno 75,33 5,74 9,03
IC spektrum: (KBr) 3064, 3027 (C-H arom., valenc.); 2958, 2932, 2894 (C-H alif.,

valent.); 1682 (C=0, valenc.); 1249 (C-O ethery, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl,) 6 7,92 — 7,86 (m, 2H, H-2", H-6"); 7,60 — 7,50 (m, 1H,
H-4"); 7,48 — 7,38 (m, 2H, H-3", H-5); 7,30 — 7,15 (m, 7H, H-2"", H-3"", H-4"", H-5"", H-6"",
H-2""", H-6"""); 6,80 — 6,72 (m, 2H, AA’, BB, H-3""", H-5"""); 4,79 (t, 1H, J = 7,1 Hz, CH); 3,77
(s, 3H, OCHy); 3,61 (d, 1H, J = 4,4 Hz, CH,); 3,59 (d, 1H, J = 3,3 Hz, CH,)

(3,58 dd, 2H; 3,76 s, 3H; 4,78 d, 1H, 6,75 d, 2H, 7,17 — 7,25 m, 7H; 7,42 t, 2H;7,54 d, 1H; 7,87 d,
2H [525])

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl5) 6 197,1; 159,8; 141,3; 136,8; 136,2; 133,2; 128,6; 128,3;
128,0; 127,8; 127,2; 124,2; 114,3; 55,2; 49,3; 44,2

1,3-difenyl-3-(3-methoxyfenyl)sulfanylpropan-1-on (S77)

0 S : OMe

Latka byla c¢isténa krystalisaci z bezvodého ethanolu.

Popis: drobné jehlickovité bilé krystaly
Mol. hm.: 348,47 (CxH20,S)

Vytezek: 0,530 g (73 %)

T. tani: 88 -90 °C
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Element. analyza: % C % H % S

vypocteno 75,83 5,79 9,20

nalezeno 75,48 5,83 9,03
IC spektrum: (KBr) 3060, 3037, 3026, 3002 (C-H arom., valené.); 2961, 2935, 2903,

2831 (C-H alif., valenc.); 1680 (C=0, valeng.); 1237 (C-O ethery, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDClz) ¢ 7,91 — 7,86 (m, 2H, H-2", H-6"); 7,60 — 7,10 (m, 9H,
H-3", H-4", H-5", H-2"", H-3"", H-4"", H-5"", H-6"", H-5"""); 6,97 — 6,92 (m, 1H, H-4"""); 6,83 —
6,81 (m, 1H, H-2"""); 6,76 (ddd, 1H, J = 8,2; 2,5; 0,8 Hz, H-6"""); 4,99 (dd, 1H, J = 8,0; 6,1 Hz,
CH); 3,69 (s, 3H, OCHy); 3,65 (d, 1H, J = 8,0 Hz, CH,); 3,61 (d, 1H, J = 6,3 Hz, CH,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl5) 6 196,9; 159,6; 141,1; 136,7; 135,4; 133,2; 129,6; 128,6;
128,5; 128,0; 127,8; 127,4; 124,6; 117,2; 113,8; 55,2; 47,9; 44,7

1,3-difenyl-3-(2-karboxyethyl)sulfanylpropan-1-on (S78)
o S/\/COOH

Chalkon (2,08 g; 0,00999 mol) a kyselina 3-sulfanylpropionova (1,60 g; 0,0151 mol) byly
rozpuStény v toluenu (50 ml) a refluxovany 6 hodin. Rozpoustédlo bylo za vakua odpafeno
a zbytek po krystalisaci z bezvodého ethanolu, poskytl adi¢ni slou¢eninu.

Popis: bilé krystaly
Mol. hm.: 314,41 (C1gH1505S)
Vytezek: 2,12 g (68 %)
T. tani: 158 — 161 °C (lit. 161 — 162 °C [524])
Element. analyza: % C % H % S
vypocteno 68,76 5,77 10,20
nalezeno 69,18 5,80 10,08
IC spektrum: (KBr) 3058, 3027 (C-H arom., valenc.); 2919, 2902, 2851 (C-H alif.,

valenc.); 1696 (C=0, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl5) 6 9,52 (bs, 1H, OH); 7,96 — 7,86 (m, 2H, H-2’, H-6");
7,61 — 7,17 (m, 8H, H-3", H-4", H-5", H-2"", H-3"", H-4"", H-5"", H-6""); 4,59 (t, 1H, J = 7,0 Hz,
CH); 3,58 — 3,50 (m, 2H, CH,); 2,66 — 2,56 (m, 2H, CH,); 2,56 — 2,46 (m, 2H, CH,)

(2,55 dd, 4H; 3,52 d, 2H; 4,58 t, 1H; 7,28 — 7,93 m, 10H [524])

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl5) 6 196,7; 177,3; 141,6; 136,6; 133,3; 128,7; 128,6; 128,1;
127,8; 127,5; 45,2; 44,4; 34,1; 26,0

2-(1,3-difenyl-3-oxopropyl-1-sulfanyl)ethyltrimethylamonium-jodid (S79)
CH,

[+ _

N |
o) S/\/ \\CH3
CH,

Roztok chalkonu (208,26 mg; 1,0 mmol), thiocholin-jodidu (370,7 mg; 1,5 mmol)
a triethylaminu (TEA, 11,6 mg; 0,1 mmol) v methanolu (32,0 ml) byl michan pod argonem pfi
laboratorni teplot¢ po dobu 20 hodin. Vznikla sraZenina byla odsana, vysuSena a piekrystalisovana
ze smési aceton/voda.
Popis: drobné bilé krystaly
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Mol. hm.: 455,40 (328,50 + 126,90)

Vytezek: 73,1 mg (16 %)

T. tani: 149 — 152°C

Element. analyza: %C % H % N % S
vypocteno 52,75 5,75 3,51 7,04
nalezeno 52,90 5,79 3,21 8,51

'H NMR spektrum: (500 MHz, DMSO) ¢ 2,54 — 2,60 (m, 1H, CH,N); 2,80 — 2,86 (m, 1H,
CH,N); 3,01 (s; 9H, CHa); 3,36 — 3,42 (m, 1H, SCH,); 3,50 — 3,56 (m, 1H, SCH,); 3,71 (dd, 1H,
J=6,58; 17,68 Hz, COCHy); 3,80 (dd, 1H, J = 8,03; 17,68 Hz, COCH,); 4,58 (t, 1H, J = 7,23 Hz,
CHS); 7,23 - 8,03 (m, 10H, Ph)

3C NMR spektrum: (125 MHz, DMSO) ¢ 23,09 (SCH,); 43,40 (CH); 43,83 (COCHy,); 52,26 (t,
J = 3,59 Hz, CHy); 64,22 (CH,N); 127,47; 128,03; 128,20; 128,58; 128,85; 133,56; 136,54; 141,59
(Car); 197,0 (C=0)

MS spektrum: El (m/z); 105,1 (100); 130,9 (11); 148,9 (38); 167,0 (3); 177,2 (6); 205,0
(5); 208,9 (65); 241,1 (6); 269,0 (16); 279,2 (7); 315,2 (4); 328,2 (67); 391,2 (13); 417,3 (4)

Reakéni podminky Surovy vytézek (%)
ekvimolarni mnozstvi, bez Ar 20
1,5 ekv thiocholinu, s Ar 32
1,5 ekv thiocholinu, s Ara 10 mol % TEA 40

Pii rekrystalisaci surového produktu S79 z acetonitrilu byl ziskan disulfid thiocholinu (S80)

CH,
h 3§ S l{f
3 \N+/\/ \S/\/ \ CH

| CH,

CH,
Popis: bilé praskovité krystaly
Mol. hm.: 492,26 (238,46 + 2 x 126,90)
T. tani: 230°C za rozkladu

'H NMR spektrum: (500 MHz, DMSO) ¢ 3,13 (s, 9H, CHy); 3,23 — 3,26 (m, 2H); 3,62 — 3,65
(m, 2H)

3C NMR spektrum: (125 MHz, DMSO) ¢ 30,19 (SCH,); 52,68 (t, J = 3,23 Hz, CHs,); 64,39
(CH2N)

MS spektrum: El (m/z); 58,2 (75); 104,1 (2); 126,9 (35); 185,9 (4); 253,8 (100)

5.1.1.6 Priprava 3-alkylsulfanyl- a 3-arylsulfanyl-1-pyrazin-2-yl-3-aryl-propan-1-
ont (S81 — S85) Michaelovou adici

R
-

o s »

Ci6Has(CHg)sNBr, K,CO5 H,0 Ny , 5
+ R—SH | 2

5 g o 2
lab. t, 24 hod N 8 4

-

Ke smési  praskovaného  (E)-1-pyrazin-2-yl-3-arylprop-2-en-1-onu  (0,0021  mol),
hexadecyltrimethylamonium-bromidu (0,00021 mol) a uhli¢itanu draselného (0,00063 molu) ve
vode (5 ml) byl za michani pfidan pfislusny thiol (0,0023 mol). Smes byla michana 24 hodin pfi

laboratorni teploté. Vylouceny produkt byl vzdy odsan, promyt vodou a podle miry znecisténi byl
zvolen zpusob jeho ¢isténi.
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3-butylsulfanyl-3-fenyl-1-pyrazin-2-ylpropan-1-on (S81)

SAAs

Latka byla rozpusténa za laboratorni teploty v bezvodém ethanolu a vznikly roztok zahustén za
snizeného tlaku ke krystalisci.

Popis: bilé lesklé krystaly

Mol. hm.: 300,43 (C17H,0N,0S)

Vytezek: 0,496 g (78 %)

T. tani: 58 — 60 °C

Element. analyza: % C % H % N % S

vypocteno 67,97 6,71 9,32 10,67

nalezeno 67,47 6,63 9,33 10,66

IC spektrum: (KBr) 3076, 3068, 3057, 3007 (C-H arom., valenc.); 2952, 2926, 2889,

2875, 2856 (C-H alif., valenc.); 1701 (C=0, valeng.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) 69,17 (s, 1H, H-3"); 8,73 (s, 1H, H-6"); 8,64 (s, 1H,
H-57); 7,44 — 7,38 (m, 2H, H-2"", H-6""); 7,33 - 7,25 (m, 2H, H-3"", H-5""); 7,24 — 7,17 (m, 1H, H-
4'"); 453 (t, 1H, J = 7,4 Hz, CH); 3, 80 — 3,75 (m, 2H, CHy); 2,43 — 2,23 (m, 2H, CH,); 1,56 — 1,38
(m, 2H, CHy); 1,38 — 1,20 (m, 2H, CH,); 0,82 (t, 3H, J = 7,3 Hz, CHj,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) 6 198,2; 147,7; 147,3; 143,7; 143,5; 142,0; 128,5; 127,8;
127,2; 44,3; 44,1; 31,2; 30,9; 21,9; 13,6

3-fenyl-3-pentylsulfanyl-1-pyrazin-2-ylpropan-1-on (S82)
o NS

Y0

Latka byla rozpusténa za laboratorni teploty v bezvodém ethanolu a vznikly roztok zahustén za
snizeného tlaku ke krystalisaci.

Popis: bilé krystaly
Mol. hm.: 314,45 (C1gH,2N,0S)
Vytezek: 0,488 g (74 %)
T. tani: 43 -45°C
Element. analyza: %C % H % N %S
vypoéteno 68,75 7,05 8,91 10,20
nalezeno 68,26 6,94 8,93 10,07
IC spektrum: (KBr) 3076, 3059, 3038, 3027 (C-H arom., valené.); 2953, 2925, 2870,

2857 (C-H alif., valenc.); 1701 (C=0, valeng.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 9,16 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-3"); 8,74 (d, 1H, J =
2,5 Hz, H-6"); 8,64 (dd, 1H, J =2,5; 1,5 Hz, H-5"); 7,44 — 7,37 (m, 2H, H-2"", H-6""); 7,33 — 7,25
(m, 2H, H-3"", H-5""); 7,24 — 7,17 (m, 1H, H-4""); 4,53 (t, 1H, J = 7,4 Hz, CH); 3,80 — 3,75 (m, 2H,
CHy); 2,41 — 2,23 (m, 2H, CH,); 1,57 — 1,38 (m, 2H, CH,); 1,31 — 1,15 (m, 4H, CH,); 0,83 (t, 3H,
J=7,0Hz, CHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCly) 6 198,2; 147,7; 147,3; 143,7; 143,5; 142,0; 128,5; 127,8;
127,2; 44,3; 44,1; 31,3; 31,0; 28,8; 22,2; 13,9
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3-cyklohexylsulfanyl-3-fenyl-1-pyrazin-2-ylpropan-1-on (S83)

e
Y0

Latka byla c¢isténa krystalisaci z bezvodého ethanolu.

Popis: nazloutlé jehlickovité krystaly
Mol. hm.: 326,46 (Cy9H,,N,0S)
Vytezek: 0,579 g (84 %)
T. tani: 87 -90 °C
Element. analyza: % C % H % N % S
vypocteno 69,90 6,79 8,58 9,82
nalezeno 69,80 6,76 8,66 9,59
IC spektrum: (KBr) 3058, 3028 (C-H arom., valen¢.); 2931, 2852 (C-H alif., valent.);

1701 (C=0, valent.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl;) 6 9,15 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,73 (d, 1H, J =
2,5 Hz, H-6"); 8,64 — 8,61 (m, 1H, H-5") 7,46 — 7,38 (m, 2H, H-2"", H-6""); 7,33 — 7,24 (m, 2H, H-
37, H-5"); 7,24 — 7,16 (m, 1H, H-4"); 4,62 (t, 1H, J = 7,4 Hz, CH); 3,77 — 3,72 (m, 2H, CH));
2,52 — 2,36 (M, 1H, CH); 2,08 — 1,90 (m, 1H, CH,); 1,79 — 1,45 (m, 4H, CH,); 1,41 — 1,08 (m, 5H,
CH,)

13C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl) & 198,2; 147,8; 147,3; 143,8; 143,4; 142,6; 128,4; 127,7;
127,1; 44,8; 43,1; 42,7; 33,5; 33,2; 25,7

3-fenylsulfanyl-3-(3-hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylpropan-1-on (584)

(0] S

)¢

Chromatografické podminky:
Stacionarni faze: Silpearl pro TLC
Mobilni faze: toluen + ethyl-acetat 5 : 5 (v/v)

Popis: nazloutlé krystaly
Mol. hm.: 336,42 (C19H16N,0,S)
Vytezek: 0,250 g (35 %)
T. tani: 137 - 140 °C
Element. analyza: % C %H % N % S
vypocteno 67,84 4,79 8,33 9,53
nalezeno 67,62 4,99 8,11 9,48
IC spektrum: (KBr) 3432 (O-H, valenc.); 3074, 3054, 3024 (C-H arom., valenc.); 2988,

2928, 2852 (C-H alif., valenc.); 1701 (C=0, valeng.); 1252 (C-O fenoly, valen¢.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCls) ¢ 9,13 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,74 (d, 1H, J =
2,5 Hz, H-6"); 8,63 (dd, 1H, J = 2,5: 1,4 Hz, H-5"); 7,37 —7,28 (m, 2H, H-2""", H-6"""); 7,25 — 7,17
(m, 3H, H-3""", H-4""", H-5"""); 7,11 (t, 1H, J = 7,9 Hz, H-5""); 6,92 — 6,87 (m, 1H, H-6""); 6,82 (t,
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1H,J=2,3 Hz, H-2""); 6,66 (ddd, 1H, J =7,9; 2,3; 0,8 Hz, H-4""); 4,94 — 4,83 (m, 1H, CH); 3,95 —
3,70 (m, 2H, CHy)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDClg) 6 198,1; 155,5; 147,9; 147,1; 143,8; 143,5; 142,9; 134,0;
133,0; 129,7; 128,8; 127,7; 120,3; 114,7; 114,5; 48,0; 43,8

3-fenyl-3-(2-karboxyethyl)sulfanyl-1-pyrazin-2-ylpropan-1-on (S85)
o s ~_~COOH

(0

(E)-3-fenyl-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (0,220 g; 0,001 mol) a kyselina 3-sulfanylpropionova
(0,170 g; 0,0016 mol) byly rozpustény v toluenu (5,2 ml) a refluxovany 6 hodin. Rozpoustédlo
bylo za vakua odpatfeno a zbytek piekrystalisovany za varu z bezvodého ethanolu, poskytl adi¢ni
slouceninu.

Popis: nazloutlé krystaly

Mol. hm.: 316,38 (C16H16N,03S)

Vytezek: 0,160 g (48 %)

T. tani: 130-133°C

Element. analyza: % C % H % N % S

vypoéteno 60,74 5,10 8,85 10,13

nalezeno 60,45 5,41 8,50 9,74

IC spektrum: (KBr) 3080, 3059, 3027 (C-H arom., valeng.); 2956, 2923, 2891, 2852

(C-H alif., valen¢.); 1700 (C=0, valenc.)

'H NMR spektrum: (300 MHz, CDCl3) ¢ 9,52 (bs, 1H, OH); 9,16 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-3");
8,75 (d, 1H, J = 2,5 Hz, H-6"); 8,65 (dd, 1H, J = 2,5; 1,7 Hz, H-5"); 7,45 — 7,37 (m, 2H, H-2"",
H-6""); 7,35 7,18 (m, 3H, H-3"", H-4"", H-5""); 4,57 (t, 1H, J = 7,3 Hz, CH); 3,81 — 3,75 (m, 2H,
CHy); 2,66 — 2,57 (m, 2H, CH,); 2,54 — 2,46 (m, 2H, CH,)

3C NMR spektrum: (75 MHz, CDCl;) ¢ 197,8; 177,2; 147,7; 147,3; 143,6; 143,5; 141,3;
128,6; 127,8; 127,6; 44,3; 44,1; 34,1; 25,8

5.1.2 Syntéza 2-benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-onu (S88)
5.1.2.1 Syntéza auronu (S86)

o H.__O
L L—C
o]

K roztoku benzaldehydu (2,00 g; 18,66 mmol) a 3-kumaranonu (1,34 g; 10,00 mmol; Fluka) v
dichlormethanu (DCM, 40 ml) byl ptidan oxid hlinity (32,5 g; 320 mmol; Aluminiumoxid aktiviert,
basischer typ 5016A, Brockmann | (Standard); Aldrich). Smés byla za laboratorni teploty 6 hodin
intensivné michana v baiice za nepfistupu svétla (hlinikova folie). Prubéh reakce byl sledovan

pomoci TLC (toluen). Suspenze byla zfiltrovana a oxid hlinity byl promyt DCM (cca 350 ml),
rozpous$tédlo bylo odpafeno a ziskana srazenina byla piekrystalisovana ze smési DCM/methanol.

Latka byla identifikovana pomoci teploty tani a na zakladé porovnani TLC (DC-Alufolien,
Kieselgel 60 F,45, Merck) se standardem, ktery byl pfipraven diive [8].

Popis: zluté krystaly

Mol. hm.: 222,24
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Vytezek: 2,02 g (91 %)

T. tani: 95 — 102 °C (106 - 108 °C/ DCM/methanol [8], 110 - 111
°C/IDCM/MeOH [532], 110 — 111 °C/zfed. ethanol [540], 109 — 110 °C [535], 112 — 114
°C/ethanol [552])

5.1.2.2 Syntéza trans-auronepoxidu (S87)

K roztoku auronu (1,65 g; 7,4 mmol) v dioxanu (100 ml) byl pomalu soucasné pfidavan 30%
peroxid vodik (5,0 ml; 1,50 g; 44,0 mmol) a 40% benzyltrimethylamonium-hydroxid (1,65 ml,
Triton B) v methanolu. Smés byla michana 40 minut pfi laboratorni teploté, poté byla ptidana smés
ledu a vody (330 ml). Po rozpusténi ledu byl vylouéeny produkt odsan, promyt dukladné vodou
a vysusen nad bezvodym chloridem vapenatym ve vakuu. Surovy produkt byl piekrystalisovan ze
smesi chloroform/benzin. Latka byla identifikovdna pomoci teploty tani a na zékladé porovnani
TLC (DC-Alufolien, Kieselgel 60 F,45, Merck) se standardem, ktery byl pfipraven dfive [8].

Popis: zluté krystaly

Mol. hm.: 238,25

Vytezek: 0,77 g (43 %)

T. tani: 118 — 122 °C (112 - 113 °C [8], 133 — 134 °C/CHClIs/ligroin [538])

5.1.2.3 Stépeni epoxidového kruhu trans-auronepoxidu

Schlenkova baiika s 10% Pd-C (315,0 mg; 0,294 mmol Pd) byla evakuovana, promyta dusikem
anaplnéna z balénku vodikem. Auronepoxid (200 mg; 0,839 mmol) byl rozpustén za tepla
v bezvodém a odplynéném pfislusném rozpoustédle (70 ml). Roztok byl pienesen do banky
a michan uvedenou dobu pii uvedené teploté. Konec reakce potvrdila TLC (DC-Alufolien,
Kieselgel 60 Fys, Merck; toluen + acetonitril 4 : 1). Suspenze byla piefiltrovana pies sterilni filtr,
filtr sPd/C byl promyt rozpoustédlem az filtratu bylo vakuové oddestilovano rozpoustédlo.
Ziskany olej byl piecistén sloupcovou chromatografii a produkt vysusen (olejova vyvéva).

Tab. 26. Reakéni podminky epoxidového §tépeni a ziskané produkty

Reakéni | Reakéni

Rozp. < Cisténi Vytézek
éas tepl.
ethanol | 1 hod. lab. smés vice latek
- %) bilv —117°
ethanol | 30 min. lab. rekrystal.’z ethyl- | 37 [r)g (}8 %) bilych kryst. st. t. 111 — 117°C
acetatu dalsi nezad. prod.
ethanol | 15 min. lab. bilé kryst. a dalsi nezad. prod.
ethanol | 1 hod lab. bilé kryst. a dalsi nezad. prod.
%) 7luté i
toluen | 1 hod. lab. «CC 61,5 mg (30 %) Zlutého oleje

34,9 mg (17 % ) Zlutych Kryst.

*CC 39,8 mg (20 %) Zlutého oleje
toluen | 2,5hod. | —25°C | rekrystal. z ethyl- | 132,1 mg (65 %) Zlutych. kryst.
acetat/hexan po krystal. 51,9 mg, t. t. 97 — 99°C

4,75

lab. **CC smés vice latek
hod.

toluen

Chromatografické podminky sloupcové chromatografie (CC):

*16 g Silicagel Fs4, 0,063 — 0,020 mm (Merck); DCM + ethyl-acetat 99 : 1
**16 g Silicagel Fys4, 0,063 — 0,020 mm (Merck); DCM + ethyl-acetat 95 : 5
Ziskané produkty:
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Bilé krystaly ziskané z reakce provadéné v ethanolu se nepodafilo identifikovat.

(¥)-2-benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-on (S88)

o]
S88
Popis: Zluté krystaly
Mol. hm.: 240,26 (C15H1,03)
Vytezek: 0,1321 g (65 %)
T. tani: 93 — 95°C/ethyl-acetat/hexan (105°C/petrolether/ether [488], 102,5 —

103,5°C/ethyl-acetat/hexan [544], 104°C [543], 101 — 102°C [527], 105 — 106°C [553]

'H NMR spektrum: (500 MHz, DMSO) & 3,08 (d, J = 13,9 Hz, 1H, CH,); 3,16 (d, J = 13,9 Hz,
1H, CH,); 6,95 — 7,00 (m, 1H, H-5); 7,04 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H-7); 7,07 — 7,16 (m, 5H, arom. H);
7,46 (dd, J = 0,8; 7,7 Hz, 1H, H-4); 7,58 — 7,62 (m, 1H, H-6); 7,82 (s, OH)

(3,19; 3,26 ABq 2H; 3,70 br s 1H: 6,90 — 7,60 m, 9H [488])

13C NMR spektrum: (125 MHz, DMSO): 41,35 (CH,); 105,22 (C-2); 113,04 (C-7); 119,59
(C-3a); 121,74 (C-5); 124,22 (C-4); 126,76 (C-4'); 127,87 (C-3’, C-5"); 130,52 (C-2’, C-6");
133,82 (C-1"); 139,03 (C-6); 169,98 (C-7a), 199,16 (C=0)

MS spektrum: El (m/z) 91 (30), 121 (100), 240 (10)

(64 (18), 90 (31), 92 (19), 94 (10), 121 (100), 149 (7), 240 (8) [488])

Vybrana NMR data auronolu S88 a isomerniho 1-(2-hydroxyfenyl)-3-fenylpropan-1,2-dionu S88a
v CDCl3:

T. tani diketonu: (114 — 117 °C/methanol [554])

'H NMR spektrum: (400 MHz, CDCls) ¢ 3,09 (d, J = 13,9 Hz, 1H, CH,, S88); 3,18 (d, 1H, J =
13,9 Hz, CH,, S88); 3,53 (s, 1H, OH, S88), 4,10 (s, 2H, CH,, S88a); 6,70 — 7,60 (m, arom. H, S88
a S88a); 11,21 (s, 1H, OH, S88a)

3C NMR spektrum: (100 MHz, DMSO): § 41,26 (CH,, S88); 45,65 (CH,, S88a); 103,60 (C-2,
S88); 163,85 (C-OH, S88a); 170,44 (C-7a, S88); 196,54 (C-2, S88a); 197,91 (C-1, S88a); 198,45
(C-3, S88)

(x)-3-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)-2-hydroxypropan-1-on (S89)

lOH
OH

o
Popis: nazloutla olejovita latka
Mol. hm.: 242,28 (C15H1403)
Vytezek: 0,0398 g (20 %)

'H NMR spektrum: (500 MHz, CDCly): 6 2,96 (dd, J = 7,0; 14,2 Hz; 1H, CH,); 3,22 (dd, J =
4,1; 14,2 Hz, 1H, CH,); 3,48 (d, J = 7,9 Hz, 1H, CHOH); 5,32 - 5,37 (m, 1H, CH); 6,92 — 6,96 (m,
1H, H-5); 7,05 (dd, J = 1,1; 8,7 Hz , 1H, H-3"); 7,11 - 7,14 (m, 2H, H-2, H-6); 7,20 — 7,28 (m, 3H,
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H-3, H-4, H-5); 7,51 — 7,55 (m, 1H, H-4"); 6,69 (dd, J = 1,6; 8,2 Hz, H-6"); 11,57 (s, 1H, arom.
OH)

(2,92 dd, 1H; 3,23 dd, 1H; 3,50 d, 1H; 5,36 ddd, 1H; 6,90 — 7,80 m, 9H; 11,6 s, 1H [488]; 2,80 —
3,30 m, 2H; 3,50 br d, 1H; 5,30 br g, 1H; 6,80 — 7,80 m, 9H [544])

3C NMR spektrum: (125 MHz, CDCly): ¢ 42,80 (CHy); 72,85 (CHOH); 116,60 (C-1"); 119,02;
119,33 (C-3, C-5"); 127,03 (C-4); 128,47 (C-3, C-5); 129,39 (C-6); 129,40 (C-2, C-6); 135,95
(C-1); 137,25 (C-4"); 162,77 (C-2"); 205,26 (C=0).

MS spektrum: El (m/z) 91 (21), 121 (100), 122 (26), 151 (7), 213 (10), 224 (23), 242 (6)
(91 (18), 92 (16), 103 (11), 121 (100), 122 (34), 224 (14), 242 (2) [488]; 91 (55), 121 (100), 122
(67), 151 (19), 213 (25), 224 (65), 242 (79), [544])

5.1.3 Spektra vybranych chalkonii v ultrafialové a viditelné oblasti

V ramci méfeni kinetiky adice thiol na chalkony byla zméfena UV spektra nékterych chalkonti
a adukt a maxima jsou uvedena v tab. 27.

UV-VIS spektra byla méfena v oblasti 240 — 600 nm pfi teploté 25 °C ve fosfatovém pufru
$12 % suchého DMSO (testovaci medium pro méfeni inhibice papainu). Koncentrace latek
v mé&feném vzorku byla 100 puM.

Tab. 27. UV-VIS spektra vybranych chalkonti a jejich aduktt

Latka X R Absorpcni maxima (nm)

0
chalkon | CH H 313,0 X =
S67 CH | 2-OH 352,0; 303,0 [ R
S68 CH | 3-OH 308,0 NG

S69 | CH | 4-OH 3471 $24, S27, S30, S50, S67 — S69
S24 | N | H 326,0; 273,1 —~__COOH
S27 N [ 2-OH| 366,0;322,0; 273,1 o 3

S50 | N | 3-OH 325,1: 274,0 XS

S30 | N | 4-OH 368,0; 273,1 [ P

s78 [cH| - 248,0 X

sS85 | N - 326,5; 271,5; 238,5 S78, S85

121



Disertacni prace Experimentalni cast

5.2 Biologické hodnoceni

Chalkony vykazuji, jak jiz bylo popsano v teoretické ¢asti, fadu biologickych u¢inkd. Vzhledem
k dostupnosti biologickych testd se podafilo otestovat jejich antimykobakterialni a antifungalni
ucinky, inhibici fotosyntézy a papainu a antiagregacni ucinky.

5.21 Antimykobakterialni testovani

Smlouva podepsana roku 1996 mezi Farmaceutickou fakultou University Karlovy v Hradci
Kralové a americkou instituci Division of AIDS, National Institute of Allergy and Infectious
Diseases (NIAID), jez je soucasti National Institute of Health (NIH), umoznila zapojeni do
mezinarodniho vyhledavaciho programu novych antituberkulotik (Tuberculosis Antimicrobial
Acquisition and Coordinating Facility, TAACF).

Priméarni in vitro screening latek je provadén pii koncentraci 6,25 pg x ml™ (piipadné molarni
ekvivalent slouCeniny s nejvyS$§i molekulovou hmotnosti v sérii pfibuznych latek) proti
M. tuberculosis Hs;Rv (ATCC 27294) v mediu BACTEC 12B za pouziti mikrodiluéniho testu
(Microplate Alamar Blue Assay, MABA) [555]. Slouceniny, které vykazuji fluorescenci jsou
testovany v radiometrickém systému BACTEC 460 [555]. Latky, ukterych je v primarnim
screeningu nalezena vyssi nez 90% inhibice, jsou zafazeny do dalsi faze testovani pii nizsich
koncentracich proti M. tuberculosis Hz;Rv za G¢elem urceni skute¢né MIC za pouziti MABA. MIC
kontrole.

Slouceniny, které vykazi slibnou antimykobakteridlni aktivitu, jsou pak testovany na
cytotoxicitu (ICsp) na VERO burikach v desetinasobné nebo niZzsi koncentraci odpovidajici MIC
dané latky. Po expozici bunék dané latkce po dobu 72 hodin, je zjisténo pieziti bunék na zakladé
bunécné konverze 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolia (MTT) na produkt (formazan)
za pouziti Promega CellTiter 96 Non-radioactive Cell Proliferation Assay.

Tab. 28. Antimykobakterialni aktivita (E)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-3-subst.fenylprop-2-en-1-
ontl

MIC %
Chalkon R (ug x mi) | inhibice a
S23 | 4-OH-3-OCH; | >6,25 28 N\j)%@R
S29 2-OH >6,25 76 wiN/
S31 4-OH >6,25 59
S33 2-NO, 6,25 97
S34 4-NO, 6,25 91
Tab. 29. Antimykobakterialni aktivita (E)-3-fenyl-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ond
Chalkon R | uamr | % innibice " i
S24 H >6,25 82 1 P
S25 C(CHa)s >6,25 42 R™ °N
S26 CH,CH(CH,) N N S24 - 526
S41 C(CHy)s N N Q oH
S42 CH,CH(CH3);  >6,25 0 N\j)\/Af;
S43 - >6,25 88 £ P
R N
NO,

S41, S42
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(0]
N = o
M = L
N
S43

Tab. 30. Antimykobakterialni aktivita (E)-3-(3-nitrofenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ont

MIC %
Chalkon R (ug x ml*) | inhibice
S35 H >6,25 68 0
S36 C(CHa)s >6,25 25 N s NO,
S37 | CH,CH(CHj), | 6,25 9 1 _
S38 (CH,)sCHs >6,25 17 RN
S39 (CH2)2CH3 >6,25 0
S40 CH(CHs), >6,25 0
Tab. 31. Antimykobakterialni aktivita (E)-3-(4-chlorfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-oni
MIC %
Chalkon R (ug x ml*) | inhibice
44 H ~6,25 63 \ ? P
S45 C(CH5); >6,25 0 1 \j)W@\
S46 | CH,CH(CHy), | >6,25 0 RN ol
s47 (CH,)sCHs >6,25 22
S48 (CH,),CHs >6,25 12
S49 CH(CHs), >6,25 0
Tab. 32. Antimykobakterialni aktivita (E)-3-(3-hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-oni
MIC %
Chalkon R (ug x mI*) | inhibice
S50 H >6,25 0 0
S51 C(CHy)s >6,25 28 N A OH
S52 | CH,CH(CHj), | >6,25 1 £ P
S53 (CH,)sCHj >6,25 0 R™ N
S54 (CH,),CHs >6,25 0
S55 CH(CH3), >6,25 0
Tab. 33. Antimykobakterialni aktivita (E)-3-(methoxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ont
MIC %
Chalkon R (ug x ml*) | inhibice
S56 H >6,25 39 0 QMe
S57 C(CHy)s >6,25 13 Ny NF
S58 CH,CH(CHy), N N i J)I\Afj
S59 (CH,)sCHs >6,25 67 RO N
S60 (CH,),CHs ~6,25 71 556 - 562
S61 CH(CHs), N N o
S62 (CH,)4CHs >6,25 22 \ P
S63 | R'=H,R°=3-0CH, | 625 71 £ \j)\AQ
se4 | R 'chffgéﬂf)z’ 56,25 30 | RN g
1_
S65 R 56,25 22 563~ 566
S66 R' = H, R? = 4-OCHj >6,25 86
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Tab. 34. Antimykobakterialni aktivita (E)-1-fenyl-3-subst.fenylprop-2-en-1-ont

=
T

MIC %

Chalkon R (ug x m) | inhibice
S67 2-OH N N
S68 3-OH >6,25 86
S69 4-OH N N
S70 2-OCHj3 >6,25 83
S71 3-OCHj3 >6,25 88
S72 4-OCHjy3 N N

Tab. 35. Antimykobakterialni aktivita 3-alkylsulfanyl- a 3-arylsulfanyl-1,3-difenylpropan-1-ont

MIC %

Adukt R (ug x mY) | inhibice
*DP1 CeHs >6,25 81
*DP2 CH,CH; >6,25 79
*DP3 (CH,),CH; >6,25 79
*DP4 (CH,)sCH3 >6,25 84
*DP5 C(CHy)3 >6,25 59
*DP6 (CH,)4CH3 >6,25 88
*DP7 (CH,)sCH3 >6,25 73
*DP8 cyklo-CgHy3 >6,25 84
*DP9 (CH,)sCH3 >6,25 56
S73 (CH,),CH; >6,25 89
S74 CH,CH,0OH >6,25 81

2-(pyrazin-2-

s75 (% ety >6,25 81
S76 4-OCHj3-CeH, >6,25 82

*slouceniny ptipravené diive [7], ale nebyla u nich uvedena antimykobakterialni u¢innost

Tab. 36. Antimykobakterialni aktivita 3-alkylsulfanyl- a 3-arylsulfanyl-1-pyrazin-2-yl-3-aryl-
propan-1-ont

Adukt R (ugl\ilﬁl'l) inh(;/k(;ice
*DP10 | o _ iiSHC,S::!?)CHg >6,25 24
*DP11 R'=C¢Hs, R”=H >6,25 99

s81 R'= (GHakCHs 1 625 66

82 R'= gzz'izl)jCH?” >6,25 45

ses | R o OKoCH g o 26

S84 El z g_eg'ﬁi >6,25 0

R2

*slouceniny ptipravené diive [7], ale nebyla u nich uvedena antimykobakterialni u¢innost
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5.2.2 Antifungalni testovani

Antifungélni hodnoceni chalkonti a jejich adukti s thioly bylo provadéno na Katedie
biologickych a Iékaiskych véd skupinou doc. RNDr. Vladimira Buchty, CSc.

In vitro antifungalni aktivita pfipravenych sloucenin byla testovana mikrodilu¢ni bujénovou
metodou na téchto 8 kmenech: Candida albicans ATCC 44859 (CA), Candida tropicalis 156 (CT),
Candida krusei E28 (CK), Candida glabrata 20/l (CG), Trichosporon beigelii 1188 (TB),
Aspergilus fumigatus 231 (AF), Absidia corymbifera 272 (AC) a Trichophyton mentagrophytes 445
(TM). VSechny kmeny byly kultivovany na Sabouraudové pidé (SDA, Difco) a v tomto médiu
byly dale udrzovany pii teplot¢ 4 °C. Pred testovanim byl kazdy kmen naockovan na SDA
a houbové inokulum bylo pfipraveno suspendovdnim kvasinek, konidii nebo sporangiospdr ve
sterilnim 0,85% roztoku NaCl. Hustota bunék byla ur¢ena pomoci Biirkerovy komtrky a byly tak
pfipraveny zisobni suspense o 1,0 = 2,0 x 10° CFU x ml™. Pouzité inokulum bylo ziskino
ziedénim zasobniho roztoku testovacim médiem v pomeéru 1 : 20.

Vzorky latek byly rozpustény v DMSO a antifungélni aktivita byla ur¢ena v médiu RPMI 1640
(Sevapharma, Praha) pufrovaném na pH 7,0 pomoci 0,165 M kyseliny 3-(N-
morfolino)propansulfonové. Se vzorky latek byl ptipraven zaroven kontrolni vzorek. Kone¢na
koncentrace DMSO nepiesahla 1 % (v/v) a neovliviiovala pfirozeny rust hub. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) jsou definovany jako 80% inhibice rdstu hub v porovnani s kontrolnim
vzorkem. MIC byly odecitany po 24 a 48 hodinach statické inkubace pii 35 °C. V ptipadé
T. mentagrophytes byly MIC zaznamenany po 72 a 120 hodinach. Ketokonazol (Janssen
Pharmaceutica) a flukonazol (Pfizer) byly pouzity jako porovnavaci antimykotika.

Tab. 37. Standardy otestované v popsaném antifungalnim testu a jejich MIC (umol x I™)

Kmen CA CT CK CG TB AF AC ™
a5 infud 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h 72 h
cas mrubdace |- agp 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 48 h 120 h
cetokonazol | 0061 1,95 1,95 0,49 | 0,061 7,81 15,63 0,49
0,122 3,91 3,01 1,95 | 0,122 7.81 31,25 1,95
0,82 1,63 5224 | 1306 | 326 | >417,90 | >417,90 | 26,12

flukonazol

1,63 >417,90 | 104,47 | 52,24 6,53 | >417,90 | >417,90 | 52,24

Tab. 38. Antifungalni aktivita (E)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)-3-subst.fenylprop-2-en-1-ont

o R
$23  4-OH-3-OCH,
N
S n S29 2-OH
> S31 4-OH
$33 2-NO,
S34 4-NO,
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MIC/ICg (umol x I

CA CT | CK | CG | TB AF | AC | TM

Chalkon 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 72h
48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 120 h

523 >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
>250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250

$29 >125 | >125 | >125 | »>125 | >125 | >125 | >125 | >125
>125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125

$31 62,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | 62,5 | >250 | 62,5
>250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 250 | >250 | 125

533 31,25 | >250 | >250 | >250 | >250 | 125 | 125 | 7,81
125 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 250 | 7,81

s34 7,81 | >250 | >250 | >250 | >250 | 125 | 250 | 3,91
62,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 250 | 7,81

Tab. 39. Antifungalni aktivita (E)-3-fenyl-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ont

o 0 OH o
N _
N = L\ N _ 0]
X | AN
ij‘\/\@ " N/ M \ /
RN -~
NO, N

S24R=H
S25 R = C(CH3)s
S26 R = CH,CH(CHs),
MIC/ICg (umol x I'")

S41 R = C(CH)s

S42 R = CH,CH(CHy), %

CA CT CK CG B AF | AC | TM

Chalkon 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 72h
48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 120 h
- 15,63 | 125 125 125 250 | 62,5 | >500 | 15,63
125 250 250 250 500 | 250 | >500 | 31,25

S04 15,63 | 31,25 | 31,25 | 31,25 | 250 | 125 | 250 | 7,81
31,25 | 625 | 625 | 625 | 250 | 125 | 500 | 15,63
505 62,5 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 15,63
>125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 31,25
$26 >125 | >125 | 125 | >125 | »125 | >125 | >125 | <62,5
>125 | >125 | 125 | >125 | »125 | >125 | >125 | <62,5

sa1 >188 | >188 | >188 | >188 | >188 | 188 | >188 | <94
>188 | >188 | >188 | >188 | >188 | 188 | >188 | <94
S42 62,5 | 500 500 500 125 | 125 | 125 | 15,63
125 500 500 500 500 | 125 | 250 | 15,63

s43 125 | >250 | 250 | >250 | >250 | 125 | >250 | 62,5
250 | >250 | 250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 62,5

*komercné dostupny
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Tab. 40. Antifungalni aktivita (E)-3-(3-nitrofenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ont

R
S35 H

(0]
N P No, S36 C(CH);
i = S37 CH,CH(CHs),
R N/ S38 (CH2)3CH3

S39 (CH,),CHjs
S40 CH(CHs),
MIC/ICg (umol x I

CA | CT | CK | CG|TB | AF | AC | TM
Chalkon 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 72h
48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 120 h
S35 781 | 781 | 781 | 7,81 | >125| 31,25 | >125| 7,81
15,63 | 7,81 | 15,63 | 7,81 | >125 | >125 | >125 | 15,63
536 >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125
>125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125
537 15,63 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 15,63
31,25 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 15,63
538 15,63 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125| 7,81
>125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 15,63
539 15,63 | 62,5 | 31,25 | 125 | >250 | 62,5 | >250 | 7,81
62,5 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 15,63
840 * * * * * * * *

*latka se nerozpustila
Tab. 41. Antifungalni aktivita (E)-3-(4-chlorfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ont

R
S44 H

0]
N P S45 C(CHs)s
i = S46 CH,CH(CHs),
R N/ cl S47 (CH2)3CH3

S48 (CH,),CHjs
S49 CH(CHs),
MIC/ICg (umol x ')

CA CT CK CG B AF AC ™

Chalkon 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 72h
48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 120h

saa 125 125 125 125 | >250 | 125 | >250 | <125
125 | >250 | 125 250 | >250 | 125 | >250 | <125
sa5 >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5
>62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5
S46 >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | <62,5
>125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | <62,5
s47 >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5
>62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5

S48 >62,5| >62,5 | >62,5| >62,5 | >62,5 | >62,5 | >625| 7,81
>62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | >62,5 | 7,81
S49 >125 | 125 | >125 | 125 | >125 | >125 | >125 | <62,5
>125 | 125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | <62,5
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Latky psané kursivou se nerozpustily dokonale a byly testovany pouze ve 2 koncentracich.
Tab. 42. Antifungalni aktivita (E)-3-(3-hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ona

R
S50 H

(0]
N Pz OH Sal C(CHs)s
1 X S52 CH,CH(CH),
R N/ S53 (CH2)3CH3

S54  (CH,),CHs
S55 CH(CHs),
MIC/ICg (umol x I'")

CA | CT | CK | CG| TB AF | AC | T™M

Chalkon 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 72h
48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 120 h
S50 62,5 | 125 | 125 | 125 | 125 | 62,5 | 125 | 15,63
62,5 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 250 | 31,25
s51 62,5 | 625 |31,25| 62,5 | 31,25 | 31,25 | 250 | 31,25
125 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 31,25 | 625 | 250 | 62,5
52 31,25| 625 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 15,63
62,5 | 125 | 125 | 125 | 125 | >250 | >250 | 31,25
$53 >125 | >125 | »>125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 15,63
>125 | >125 | >125 | »125 | »125 | >125 | >125| 125
s54 62,5 | 625 | >125 | 62,5 | 62,5 | 31,25 | >125 | 15,63
62,5 | 125 | >125 | 62,5 | >125 | >125 | >125 | 15,63
55 62,5 | 125 | >250 | 125 | 125 | 62,5 | 125 | 15,63
125 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 31,25

Tab. 43. Antifungalni aktivita (E)-3-(methoxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ont
R 0O
S56 H Ny _
0 OMe  S57  C(CHj,)s i P R?
Ny = S58 CH,CH(CH3), Rt~ "N
£ _ SS9 (CHp):CH;  S63R!=H, R?=3-0CH;
R™ N S60 (CH,),CH;  S64 R!= CH,CH(CHj),, R? = 3-OCHj
S61 CH(CHs), $65 R = (CH,),CHj, R? = 3-OCH,

S62  (CH,)4CHs S66 R = H, R® = 4-OCHj
MlC“CBO (umo] X |'l)

CA CT CK CG B AF | AC | TM
Chalkon 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 72h
48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 120 h
S56 31,25 | 31,25 | »>125| 31,25 | >125 | >125 | >125 | 31,25
125 | 62,5 | >125| 125 |>125| >125| >125| 125
557 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500
>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500
58 >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 125
>125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 125
59 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500
>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500
60 500 | »500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | 500
>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500
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>125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 31,25

S61 >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 62,5

>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

562 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

15,63 | 31,25 | 62,5 | 15,63 | >500 | 62,5 | >500 | 15,63

S63 13125 | 3125 | 125 | 3125 | 5500 | 250 | 500 | 15.63

62,5 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 62,5

S64 >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 62,5

>500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

S65 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

62,5 | 125 | 125 | 125 | 500 | 62,5 | 500 | 31,25

S66 | 195 | 250 | 250 | 125 | >500 | 125 | >500 | 62,5

Tab. 44. Antifungalni aktivita (E)-1,3-difenylprop-2-en-1-ont

R

o S67 2-OH

S68 3-OH

= S69 4-OH

R 570 2-OCH,

S71 3-OCH,

S72 4-OCH,

MIC/ICg (umol x I'")

CAlcT|[ck|cc | T AF [ AC | ™™
Chalkon | 241 | 240 [ 24h | 24h [ 24h | 24h [ 24h | 72h
48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 120 h
g7 | 781 | 125 | 625 |3L25 | 625 | 31,25 | 625 | 1,95
62,5 | 125 | 125 | >500 | 62,5 | >500 | 125 | 3,91
seg | 1563|625 | 625 | 625 | 625 | 125 | 125 | 7.1
625 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 250 | 31,25
sgg | 625 | >500 | 125 | >500 | 500 | 62,5 | 500 | 1563
250 | =500 | >500 | >500 | >500 | 125 | 500 | 31,25
70 | 7125 |>125 [ >125| 125 | 125 | »125 | >125 | 31,25
5125 | >125 | >125 | 125 | >125 | >125 | >125 | 31,25
71 | 3125|125 | 125 [ 125 | 250 | >250 | >250 | 31,25
125 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 31,25
s7p | 625 | >500 | >500 | 500 | 500 | 125 | >500 | 781
>500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 15,63

Tab. 45. Antifungalni aktivita 1,3-difenyl-3-alkylsulfanylpropanont

R
S73  (CH,);CHs
0 S S74 CH,CH,OH

S75 2-(pyrazin-2-yl)ethyl

O O S76 4-OCH,-CH,
S77 3-OCHs;-CgH,
S78 CH,CH,COOH
S79 CH,CH,N*(CHa);
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MIC/ICg (umol x I

CA CT | CK | CG | TB AF | AC | TM
Adukt 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 72h
48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 120 h
573 >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
>250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
s74 31,25 | 125 | 125 | 250 | 250 | 125 | >250 | 7,81
62,5 | >250 | 125 | >250 | >250 | 125 | >250 | 15,63
575 31,25 | 125 | 125 | 125 | >250 | 125 | >250 | 7,81
125 | >250 | 250 | >250 | >250 | 250 | >250 | 15,63
s76 125 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 31,25
>250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 31,25
S77 15,63 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 31,25
125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | >125 | 62,5
578 15,63 | 62,5 | 125 | 125 | 125 | 250 | >250 | 31,25
62,5 | >250 | 125 | »>250 | >250 | >250 | >250 | 62,5
579 62,5 | 125 | 62,5 | 125 | 250 | 125 | >500 | 15,63
125 | 500 | 125 | 500 | 500 | 500 | >500 | 31,25

Tab. 46. Antifungalni aktivita 3-fenyl-1-pyrazin-2-yl-3-alkylsulfanylpropanonu

(O]

~R

DP10 R!=CgHs, R? = 4-OH, 3-OCH;

DP11 R'=Cg¢Hs, R?=H

S81  R'=(CH,)CH; R*=H

AN _ S82  R'=(CHy).CH; R*=H

[ P R 83 R'=cyklo-CeHis, R®=H

N S84  R!'=Cg¢Hs, R?=3-OH
S85  R'=CH,CH,COOH, R? = H

MIC/ICg (umol x I

CA | CT|CK | CG|TB| AF | AC | T™M
Adukt | 240 | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 24h | 72h
48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 48h | 120h
«pp1o | 625 | 250 | 500 | 250 |>500| 250 | 500 | 625
125 | >500 | >500 | >500 | >500 | 250 | >500 | 125
«pppy | /81 | 31,25 | 62,5 | 3125 | 125 | 31,25 | >125 | 15,63
31,25 | 31,25 | 62,5 | 31,25 | >125 | 62,5 | >125 | 31,25
sgy | 781 |3L25| 625 | 3125| 250 | 62,5 | >250 | 15,63
31,25 | 62,5 | 125 | 62,5 | 250 | 125 | >250 | 31,25
ogy | 1563 | 625 | 625 | 31,25|>125 | 62,5 | >125 | 15,63
31,25 | 62,5 | 125 | 62,5 | >125 | 62,5 | >125 | 31,25
g3 | 1563|3125 | 625 | 31,25 |>125 | 62,5 | >125 | 15,63
31,25 | 62,5 | 125 | 62,5 | >125| 125 | >125] 31,25
sgq | 1563 125 | 125 | 125 | 125 | 625 | 500 | 15,63
62,5 | 250 | 250 | 250 | 250 | 125 | 1000 | 31,25
g5 | 782 | 1563|3125 | 1563 | 625 | 125 | >250 | 31,25
15,63 | 31,25 | 62,5 | 31,25 | 250 | 125 | >250 | 31,25

*slouceniny pfipravené diive [7], ale nebyla u nich uvedena antifungalni ti¢innost

130



Disertacni prace Experimentalni ¢ast

5.2.3 Testovani inhibice fotosyntézy

Vliv chalkoni a né¢kterych adukti na fotosyntetické procesy testovala RNDr. Katarina
Kralova, CSc. z Chemického ustavu Ptirodovédecké fakulty University Komenského v Bratislavé.

Pro hodnoceni inhibi¢ni aktivity na fotosyntézu byly latky rozpustény v DMSO kvili jejich
nizké rozpustnosti ve vodé. Bylo zjisténo, Ze pouzita koncentrace DMSO ve vzorku neovlivituje
fotochemickou aktivitu chloroplastti Spenatu a suspense fas.

Rasy Chlorella vulgaris byly staticky kultivovany (fotoperioda 16 hod svétlo/8 hod temno,
osvétleni 60 pEs™ x m? PAR) pfi laboratorni teploté podle popsané metody [556]. Byl zkouSen
ucinek testovanych sloucenin aplikovanych v 7 stupiiovité rostoucich koncentracich (0,83; 4,17;
8,33; 25; 50; 75; 100 umol x I™*) na obsah chlorofylu v suspensi fas. Vysledna koncentrace
rozpoustédla ve vzorku stejn¢ jako v kontrolnim vzorku neptekrocila 1 %. Sedm dni po pridani
testovanych sloucenin, byl po extrakci do methanolu spektrofotometricky stanoven obsah
chlorofylu v suspensi fas [557].

OER v chloroplastech $pendtu (Cporopiasta = 30 Mg x 1) byla stanovena spektrofotometricky
(Specord UV VIS, Zeiss Jena, Germany) za pouziti 2,6-dichlorfenolindofenolu jako akceptoru
elektronu podle publikované metody [558].

a) adukty chalkonti s thioly

R R
o s o s~
N\
| R?
N/

DP1 - DP9; S73 - S76 S81 —-S83
Tab. 47. Uginek aduktii chalkonti na obsah chlorofylu v suspensi fas Chlorella vulgaris
v koncentratnim rozmezi 0,83 — 100 pumol X I a ICs hodnoty vlivu latek na inhibici
fotosyntetického transportu elektroni v chloroplastech Spenatu

Chlorella vulgaris Hillova reakce (OER)
obsah chlorofylu chloroplasty $penatu
Latka R % kontroly =+ S.E. ICso mmol x I
*DP1 CsHs 99,7+2,6 0,221
*DP2 CH,CH; 84,1 +26 0,143
*DP3 (CH,),CH, 88,2 +£23 -
*DP4 (CH,)sCH, 94,5 +2,1 0,318
*DP5 C(CHa)s 103,3+ 1,0 0,206
*DP6 (CH,).CH, 92,3+2,0 0,187
*DP7 (CH,)sCH, 85,2+ 1,9 0,299
*DP8 cyklo-CgHy3 94,8 £2,7 0,479
*DP9 (CH,)sCHs 93,9 +3,1 0,249
S73 (CH,);CH, 92,7+ 1,6 -
S75 2-(pyrazin-2-yl)ethyl 96,8 + 3,9 0,390
S76 4-OCH;-CgH, 942 +238 -
S81 | R'=(CH,)sCHs, R°=H | ICs = 74,4 umol x I 0,199
382 | R'=(CH,).CH;, R°=H | ICg = 145,8 pmol x 1™ -
583 | R =cyklo-CgHis, RP = H 81,5+3,1 -

*slouceniny piipravené diive [7], ale nebyla u nich uvedena inhibice fotosyntézy
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(0]
N P R? = 3-NO, (S35 — S40)
i S R? 4-Cl  (S44 - S49)
i N 3-OH (S50 — S55)

Tab. 48. Ucinek chalkonti na obsah chlorofylu v suspensi fas Chlorella vulgaris v koncentraénim
rozmezi 0,83 — 100 pmol x 1™ a 1Csy hodnoty vlivu latek na inhibici fotosyntetického transportu
elektronti v chloroplastech Spenatu

b) chalkony

Chlorella vulgaris Hillova reakce (OER)
obsah chlorofylu chloroplasty Spenatu
, 1 ICsq nebo % kontroly I1Cs
Latka R + S.E. mmol x [
S35 H 19,6 pmol x 1* 0,658
S36 C(CH3)s 992+ 1,7 0,461
S37 CH,CH(CHs), 62,8 pmol x 1™ 0,340
S38 (CH,)sCHs 87,9 +4,2 0,236
S39 (CH,)CH; 18,6 umol x 1™ -
S40 CH(CHa), 19,6 pmol x 1* 0,374
S44 H 24,5 pmol x 17 -
S45 C(CHa)s 91,0 +2,8 0,181
S46 CH,CH(CHs3), 116,8+ 6,3 0,246
S47 (CH)sCH; 82,6 + 1,4 0,374
S48 (CH,)CH; 778+ 1,7 0,228
S49 CH(CHs), 78,4+ 1,3 0,412
S50 H 32,5 pmol x 17 0,877
S51 C(CHa)s 238,3 umol x I 0,105
S52 CH,CH(CHs), 65,5 umol x 1™ 0,259
S53 (CH2)sCH; 95,9 umol x 1™ -
S54 (CH,)CH; 69,9 pmol x 17 -
S55 CH(CHa), 65,1 umol x 1™ 0,156

Pouzité standardy:

Hillova reakce
(OER)
chloroplasty $penatu
ICs0 = 3,98 — 0,40 pmol x I™

Chlorella vulgaris
obsah chlorofylu

ICs0 = 2,20 pmol x I"*

simazin [559] [560]
. ICso = 7,3 umol x I | 1Cso = 0,032 — 0,20 pumol x I
diuron [561] [560]

5.2.4 Antiagregacni hodnoceni chalkoni

Antiagrega¢ni schopnosti chalkont testoval na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie
PharmDr. Daniel Jun, Ph.D., v dobé doktorského Jeho Skolitelem
byl doc. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Krev zdravych nekouticich dobrovolnika, ktefi po dobu predchazejicich 14 dnt neuzivali zadné
1€ky, byla odebrana ze zily do plastové injekéni stiikacky obsahujici 3,8% roztok citratu sodného
(1:9, vlv; Slovenska Lupca, Slovenska republika). Plasma bohata na krevni desticky (PRP) byla
ziskana centrifugaci 10 min pifi 1000 otdckach/min pfi laboratorni teploté jako supernatant krve
oSetfené citratem. Plasma chuda na krevni desti¢ky (PPP) byla pfipravena centrifugaci zbyvajici
krve po dobu 10 min pii 5000 otackach/min. Mnozstvi krevnich desti¢ek bylo nastavenou na 2,5 x
10°® desti¢ek /ml za pouziti autologni PPP.

svého studia.
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Absorbance PRP byla uréena jako 0% agregace a absorbance PPP jako 100%. Agregace
krevnich desti¢ek byla stanovena turbidimetricky za pouziti Chrono-log 500-Ca agregometru
(Chrono-Log Co.) spojeného s pocitacem (Aggro/Link software, Chrono-Log Co.) v souladu
s metodou popsanou Bornem [562]. Testované latky byly rozpustény v DMSO (Merck, AG,
Darmstadt, Germany) a kone¢na koncentrace rozpoustédla byla nastavena na 0,5 % tak, aby byl
odstranén vliv DMSO na na proces agregace krevnich desticek.

PRP (500 pl) byla dana do silikonisované sklenéné kyvety a inkubovdna za michéni po dobu
2 minut pii teploté 37 °C v cele agregometru. Roztok testované latky nebo ¢isty DMSO (2,5 ul) byl
pfidan a inkubace probihala pii stejné teplot€¢ po dobu 3 minut. Po inkubaci byla indukovéana
agregace krevnich desti¢ek arachidonovou kyselinou (v mnozstvi 5 pl pro ziskani finalni
koncentrace 0,5 mM, Chrono-Log Co., Havertown, PA, USA) a agrega¢ni proces byl monitorovan
softwarem Aggro/Link po dobu 5 minut. Acetylsalicylova kyselina (vyhovujici CsL 3) byla pouzita
jako positivni kontrola. Vysledky jsou vyjadfeny jako hodnoty ICsg, které znamenaji molarni
koncentraci testované latky inhibujici agregaci desti¢ek z 50 %. Na davce zavisla kiivka byla
ziskana s PRP od stejného darce. Hodnoty ICsy byly spocitany z kiivky zavislé na davce
(minimaln¢ 3 stanoveni pro kazdou koncetraci) pomoci linearni regrese za pouziti softwaru
GraphPad Prism Version 3.02 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Na antiagregac¢ni aktivitu byly testovany chalkony uvedené v tab. 49.

0]
N 5
AN
| R?
7
RY N

Tab. 49. Antiagregaéni aktivita chalkonu

1 2 Antiagregacni aktivita
Chalkon R R ICep (umol % 1)
*P1 H 3-OCHjs, 4-OH 42,9
*P2 C(CHj3)s 3-OCHjs, 4-OH 9,7
*P3 CH,CH(CHj3), | 3-OCHj3, 4-OH 4,1
*P4 (CH,);CH; | 3-OCHjs, 4-OH 7,7
*P5 (CHy),CH; | 3-OCHg;, 4-OH 8,6
S23 C(CHa), 3-OCHjs, 4-OH 8,17
S27 H 2-OH 41,8
*P6 C(CHs)s 2-OH 40,1
*P7 CH,CH(CHj3), 2-OH 51,2
*P8 (CH,)sCH, 2-OH 182,6
S28 (CH,),CH, 2-OH 206,4
S29 C(CHs3), 2-OH 84,8
S55 C(CHs3), 3-OH 153,7
S30 H 4-OH 169,1
*P9 C(CH3)3 4-OH 136,4
*P10 CH,CH(CHj3), 4-OH 252,4
*P11 (CH,);CH, 4-OH 135,0
*P12 (CH,),CH, 4-OH 96,2
S31 C(CHa), 4-OH 152,8
acetylsall_cylova 16.1
kyselina

*slouCeniny pripravené dfive [71], ale nebyla u nich uvedena antiagregacni aktivita
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5.2.5 Testovani chalkonii na inhibici papainu

Pristroj: UV Visible Spectrophotometer Varian Cary 50 Bio

Software: Cary WIN UV (Kinetics, Scan, Scanning Kinetics), GraFit5

Enzym: Papain from Papaya latex, EC 3.4.22.2, 85% protein, Biuret; 11 units/mg prot. (Sigma)
Chemikadlie:

fosfatovy pufr — 0,1 M NaH,PO,/Na,HPO, obsahujici 2,5 mM EDTA-Na,, pH 6,5

DTT (1,4-dithio-D,L-threitol, M = 154,25; Fluka) — 300 mM roztok DTT ve fosfatovém pufru,
pfipraveny roztok zmrazen v malych davkéch a v €as potieby vzdy rozmrazen a spotfebovan
substrat — Z-Phe-Arg-pNA (benzyloxykarbonylfenylalanylarginin-para-nitroanilid, M = 612,09;
Bachem AG, Switzerland) — zakladni roztok 20 mM v DMSO, fedén na 4 mM

2 mg papainu byly rozpustény v 1 mM kyselin¢ chlorovodikové (1 ml). Z tohoto roztoku, ktery
byl uchovavan v lednici, bylo pfed méfenim pro aktivaci enzymu vzdy odpipetovano 10 pl roztoku
papainu do 940 ul fosfatového pufru, pfidan 300 mM roztok DTT (50 ul)a preinkubovano 1 hodinu
pfti teploté 25 °C, poté ulozeno do ledu. Aktivita Cerstve aktivovaného enzymu byla vzdy métena se
substratem pred zahajenim méteni.

Meéfteni enzymové aktivity bylo provadéno ve fosfatovém pufru s 12 % suchého DMSO za
pouziti Z-Phe-Arg-pNA jako substratu (ve finalni koncentraci 200 uM). Papainem katalyzovana
hydrolyza byla monitorovana pii teplot€ 25 °C a vlnové délce absorpéniho maxima 405 nm
vznikajiciho barevného produktu (p-nitroanilin). Reakce byla vzdy zahajena ptidanim 20 pl
roztoku aktivovaného enzymu a sledovana po dobu 30 minut v pfitomnosti derivata chalkonu jako
potencialnich inhibitord. S kazdou sérii méfeni bylo provedeno zaroven meéfeni slepého vzorku
(obsahoval pouze substrat).

Primarni screening vSech niZze uvedenych chalkonid byl proveden pti koncentraci 100 uM. Od
uvedenych chalkonl byly ptipraveny 10 mM roztoky v suchém DMSO, u chalkond P5, P29, S33
a S39 5 mM roztoky (z dtivodu $patné rozpustnosti).Vybrané latky byly testovany pii koncentraci
50 a 10 uM. Kazdy chalkon byl méfen dvakrat za stejnych podminek a u vybranych latek bylo
provedeno koncentraéné zavislé méteni. Chalkony P6 a P7 byly méfeny i v pfitomnosti 10 pM
DTT.

Pouze u latek uvedenych v tab. 50 byla zjisténa vyraznéjsi inhibice papainu, ostatni snizovaly
pfi koncentraci 100 uM aktivitu enzymu méné nez na 80 % kontroly.
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Tab. 50. Méfeni inhibice papainu chalkony (koncentrace chalkont: 50 pM)

Chalkon Inhibice Vysledek koncentracné
zavislého mereni
S67 > 80 % kontr. Ki"=161 uM, vy = 15
*P1 Ki"> 50 uM atypické
*P2 Ki" > 50 uM Ki"=31uM, vy =31
*P3 Ki" > 50 uM Ki"=53 uM, vo = 16
S27
*P7 1, "
«pg atypické neméfeno
S28
S30 Ki"=61uM atypické
*Pg Ki"> 350 uM neméfeno
*P10 Ki" > 50 uM neméfeno
*P11 Ki">50 uM Ki"=75uM, vo =15
*P12 Ki" > 50 uM Ki"=114 uM, vo = 16
S31 K" > 50 uM neméfeno
S32 atypické neméieno
*P17
*P18
*P19 pomala o
*P20 inhibice nemereno
*P21
S33
*P23 Ki" > 50 uM neméieno
*p24 Ki" > 50 uM nemeéreno
S37 > 80 % Kontr. neméieno
S35 Ki" > 50 uM neméfeno
S37 zakaleny roztok, pomald inhib. neméteno
S42 atypické nemeéfeno
S43 Ki">50 uM Ki"=103 uM, vo = 14
S44 > 80 % kontr. neméfeno
S48 > 80 % kontr. nemeéfeno
S50 > 80 % Kontr. atypické
S55 Ki" > 50 uM Ki" =65 uM, vy = 16
S60 > 80 % kontr. neméfeno
S61 > 80 % kontr. nemeéteno

*slouceniny piipravené diive [71]
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5.3 Studium reakéni kinetiky chalkont s latkami obsahujicimi
thiolovou skupinu

Ztoho divodu, Ze chalkony jako potencidlni inhibitory ziejmé interagovaly s jednou
z komponent testu na inhibici papainu (DTT), byla zméfena reak¢ni kinetika Michaelovy adice
chalkonu s tfemi druhy latek obsahujicich thiolové skupiny.

Pomoci software Scanning Kinetics byla za stejnych podminek jako v metodice papainu
(fosfatovy pufr + 12 % DMSO, 25 °C) proméfena UV-VIS spektra skenovaci metodou u 8
vybranych chalkont v koncentraci 100 uM s DTT, cysteinem a kyselinou sulfanyloctovou (MES)
v koncentraci 1 mM a 100 uM. Kazdé méfeni bylo provedeno 2x (a/b v grafech). V grafech
uvedenych nize je zobrazena zavislost absorbance vzorku na ¢ase pii vinové délce absorpéniho
maxima pfislusného chalkonu (zpracovano v programu GraFit). Vzorky chalkond s vyssi
koncentraci latek thiolového charakteru (1 mM) byly méfeny po dobu 3 hod. a po uréité dobé od
ukonceni skenovaciho méfeni (6 — 15 hod.) bylo UV-VIS spektrum jednorazové prométeno znovu.
Vzorky s ekvimolarni koncentraci chalkonu a thiolu byly méteny kontinualné po dobu 10 hod.
a znovu byly proméfeny po zhruba 17 — 25 hod. dalsi inkubace od ukonceni skenovaciho méfeni.
Me¢éteny byly chalkony uvedené v tab. 51.

Tab. 51. Chalkony studované pii reakéni kinetice s thioly

0 Xy R—>| H |[2-OH|3-OH |4-OH
[X\j)l\/\©fR CH | chalkon | S67 | S68 | S69
NG N S24 | S27 | S50 | S30

Graf 1. Zavislost absorbance na ¢ase ve vzorcich obsahujicich chalkon + 1 mM nebo 100 uM DTT
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Graf 2. Zavislost absorbance na ¢ase ve vzorcich obsahujicich S67 + 1 mM nebo 100 uM DTT
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Graf 3. Zavislost absorbance na ¢ase ve vzorcich obsahujicich S68 + 1 mM nebo 100 uM DTT
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Graf 4. Zavislost absorbance na ¢ase ve vzorcich obsahujicich S69 + 1 mM nebo 100 uM DTT
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Graf 5. Zavislost absorbance na ¢ase ve vzorcich obsahujicich S24 + 1 mM nebo 100 uM DTT
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Graf 6. Zavislost absorbance na ¢ase ve vzorcich obsahujicich S27 + 1 mM nebo 100 uM DTT
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Graf 7. Zavislost absorbance na ¢ase ve vzorcich obsahujicich S50 + 1 mM nebo 100 uM DTT
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Graf 8. Zavislost absorbance na ¢ase ve vzorcich obsahujicich S30 + 1 mM nebo 100 uM DTT
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Graf 9. Zavislost absorbance na ¢ase ve vzorcich obsahujicich S27 + 1

t (min)

mM nebo 100 uM Cys

:

0,8

Abs

0,6
0,4

02

0

T T 1T T 1T T 1T T 1 T 1 T T 7T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
t (min)

S27_[Cys]=
1mMa
S27_[Cys]
1mMb
S27_[Cys]
100pMa
S27_[Cys]=
100pMb

Graf 10. Zavislost absorbance na ¢ase ve vzorcich obsahujicich S27 + 1 mM nebo 100 uM MES
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6 DISKUSE

6.1 Syntézy a fyzikalné-chemické vlastnosti latek

6.1.1 Derivaty chalkonu a jejich syntetické meziprodukty
6.1.1.1 Piiprava 5-alkylpyrazin-2-karbonitrili (S1 — S11) radikalovou alkylaci

Z komer¢éné dostupného pyrazin-2-karbonitrilu byly pfipraveny alkylované pyrazin-2-
karbonitrily (podle schematu v kap. 5.1.1.1). Ctyii tyto latky (S1 — S4) jiz byly popsany [6,546]
a vytéznost reakci zhruba odpovidala publikovanym vytézkim (34 — 76 %). Metodika radikalové
alkylace byla aplikovana i na pfipravu 7 novych dosud nepopsanych alkylovanych pyrazin-2-
karbonitrili (S5 — S11) s vytézky 17 — 47 %.

Pii pfipravé pyrazin-2-karbonitrild s vy$simi alkyly (S8 — S10) bylo nutné protiepat etherovou
vrstu po extrakci 10% roztokem uhli¢itanu sodného, nebot’ nezreagovana kyselina zistavala
v extraktu jako pifimés produktu a neoddé€lila se ani destilaci. Pro zvySeni vytéznosti alkylace
vys§8imi kyselinami byla jako rozpoustédlo zkouSena smés vody a acetonitrilu 1 : 1 (v/v), ale tento
postup nijak neovlivnil prib¢h reakce.

6.1.1.2 Priprava 1l-pyrazin-2-ylethanonu a 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)ethanonii (S12 —
S22) Grignardovou reakcei

Grignardovou reakci byly z komeréné dostupného pyrazin-2-karbonitrilu a alkylovanych
pyrazin-2-karbonitrilt (S1 — S11) pfipraveny odpovidajici acetylpyraziny (podle schematu v kap.
5.1.1.2). Ztéchto meziprodukti bylo celkem 5 (S12 — S16) jiz popsano na naSem pracovisti
(vytézky 33 — 72 %), 6 latek (S17 — S22) byly ptipraveny nové (vytézky 3 — 70 %) a u né€kterych
jiz popsanych byly doplnény identifikacni charakteristiky. Byla pouzivana stejna metodika, ovsem
u latek s delsim alkylem klesal vytézek a vyskytovaly se také praktické problémy pii ¢isténi téchto
latek. Ackoli acetylpyrazin substituovany nonylem se podafilo pfipravit, syntéza derivatu
s oktylovym zbytkem (S90) nebyla uspésna. Destilaci byla podle NMR spekter ziskana vzdy pouze
smes latek, proto u této slouceniny nemohla byt provedena fysikaln¢-chemicka charakterisace.

S90
U pyrazin-2-karbonitrilti a 1-pyrazin-2-ylethanonti byla provedena teoreticka i experimentalni
studie hydrofobnich vlastnosti [563].

6.1.1.3 Priprava 1-pyrazin-2-yl-3-arylprop-2-en-1-oni, 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)-3-
arylprop-2-en-1-oni a 1-fenyl-3-subst.fenylprop-2-en-1-oni (S23 — S72)
Claisen-Schmidtovou kondensaci
Claisen-Schmidtovou kondensaci Vv pyridinu za piidavku diethylaminu jako base bylo
ptipraveno nékolik serii pyrazinovych analogi chalkonu (podle schematu v kap. 5.1.1.3).
Diive publikované série [71] byly doplnény o chalkony alkylované v poloze 5 kruhu A
isopropylem (S23, S29, S31, S33, S34) s vytézky 21 — 40 %.

0 R

N P S23 4-OH, 3-OCH,
X 5 S29 2-OH
— S31 4-OH
N S33 2-NO,

S34 4-NO,
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V fadé chalkont odvozenych od benzaldehydu byly pfipraveny v nizkych vytézcich (1 — 30 %)
pouze tii latky (S24 — S26). U derivatu substituovaného isobutylem (S26) nebyl dostatek vzorku
pro zméfeni IC spektra a CHN analyzy. NMR analyza potvrdila ¢aste¢né znegisténi produktu
vychozim acetylpyrazinem, pfesto by i tento derivat biologicky testovan. Byla zkouSena také
ptiprava dalSich derivatd (chalkon alkylovany propylem v poloze 5 pyrazinového jadra, S91),
ovSem V}’fsledky NMR spekter strukturu produktu nepotvrdily. Je mozné, ze vychozi benzaldehyd
opakovanim syntéz piredestilovan. Nlcrnene v dokonceni této neperspektivni série se z divodu
problematického oddélovani produktu od benzaldehydu dale nepokracovalo.

o R

N A A S24 H flw@

1 P S25  C(CHa)
R™ "N S26  CH,CH(CHa),

Znamé chalkony [71] odvozené od salicylaldehydu (S27, S28), 4—hydroxybenzaldehydu (S30)

a 4-dimethylaminobenzaldehydu (S32) byly piipraveny s vytézky 6 — 33 % jednak z dtivodu
nedostatku latek na testovani biologické aktivity a jednak jako meziprodukty pro Michaelovu adici.

o R R?

N P S27  2-OH H
j = Rt S28  2-OH  (CH,).CHs

R N S30  4-OH H

S32  4-N(CHs), H

Série chalkoni odvozena od 2-hydroxy-5-nitrobenzaldehydu byla problematicka z divodu
nedostatku vychoziho aldehydu. Syntéza zacinala piipravou (E)-3-(2-hydroxy-5-nitrofenyl)-1-
pyrazin-2-prop-2-en-1-onu (S92). Byly ovSem ziskany tmavé krystaly ve vice jak 100% vytézku
netajici do 350 °C. NMR spektrum potvrdilo pfitomnost diethylaminu v latce, ale pfesna struktura
nebyla zjisténa. Domnénka, ze diethylamin vytvofil s chalkonem stl byla vyvracena pokusem
okyselit vodny roztok latky (kyselinou octovou nebo chlorovodikovou) a vytfepat chalkon do
organické faze (chloroform). Ani rozpousténi ve vodném basickém prostiedi (hydrogenuhlic¢itanu
sodného nebo hydroxidu sodného) a vytfepavani do organické faze nevedlo k zddnému vysledku.
Dodateéna hmotnostni analyza pozadovanou strukturu nepotvrdila, ani neidentifikovala jinou latku.
V této sérii byly pfipraveny pouze dvé latky (S41, S42), a to derivat s terc-butylem (S41) v tak
malém mnozstvi (vytézek 1 %), ze nemohla byt provedena elementarni analyza, ale latka byla
biologicky testovana.

Q oH (6] OH
N _
[ A N\ — R
7 )I D S41  C(CHa)s
O R” °N S42 CH,CH(CHy),
2
NO,

Kondensaci 5-isobutylpyrazin-2-ylethan-1-onu s furan-2-karbaldehydem byl piipraven (E)-3-
furyl-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (S43), oviem ve velmi nizkém vytézku (2 %).
R

0 0
N = 0 Ny Z NO, S35 H
M \ l S36  C(CHa)s
NS RN S37 CH,CH(CHy),
S38  (CHa)sCHs

S43 S35 - S36 S39  (CH,),CHs
S40  CH(CHg),
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Nov¢ byla ptipravena série pyrazinovych analogi chalkonu odvozena od 3-nitrobenzaldehydu
(S35 — S40), vytézky kondensace kolisaly mezi 18 — 43 % teoretického vytézku. V literatuie je
popsany je pouze derivat S35 [547].

Rady pyrazinovych analogi chalkonti odvozené od 4-chlorbenzaldehydu (S44 — S49)
a 3-hydroxybenzaldehydu (S50 — S55) byly pfipraveny s acetylpyraziny S12 — S17 a bylo u nich

dosazeno ocekavanych reakénich vytézki (2 — 16 % uchlorované série, 17 — 41 %
u hydroxylované série). V literatufe byly dosud popsany jen nealkylované derivaty [547,548].
R
0 S44 H S50 o
Ny = S45 C(CHj3)3 S51 AN = OH
JI _ S46 CH,CH(CH;), S52 JI _
R N Cl  S47 (CH2)3CH3 S53 R N
S44 — S49 S48  (CHy),CH;  S54 S50 — S55

S49  CH(CHz),  S55
S pyrazinovymi analogy chalkonii odvozenymi od 2-methoxybenzaldehydu byl problém pfi
chromatografickém oddélovani vychoziho aldehydu a také vytézky této reakce byly dost nizké (1 —
14 %). Nicméné se podafilo pfipravit sérii 7 latek (S56 — S62). Z dalSich methoxyderivati byly
ptipraveny doposud 4 produkty (S63 — S66, s vytézky 5 — 19 %). Pouze S66 je v literatuie popsana
latka [547].

R O
S56 H Ny >
Q OMe  S57 C(CHa)3 )I /j)lv@*m
Ny = S58 CH,CH(CHa), Rl N
1 J)I\A© SS9 (CH,);CHs S63 R* = H, R* = 3-OCHj
R™ "N S60  (CH,):.CHs  S64 R' = CH,CH(CHs),,R* = 3-OCH,
S61  CH(CHy), $65 R* = (CH,),CH3,R? = 3-OCHj
S62  (CH,)sCHs S66 R' = H, R? = 4-OCHj
Pro srovnani biologickych aktivit pyrazinovych analogt chalkonu s 1,3-difenylprop-2-en-1-ony
byly kondensaci acetofenonu s aromatickymi aldehydy pfipraveny chalkony S67 — S72 (viz kap.
5.1.1.4). K jejich piipravé byla pouzita metodika popsana Rojasem [347]. Tento postup je zaloZen
na rozpusténi vychozich latek v minimalnim mnoZzstvi methanolu, ptidani pelet hydroxidu sodného
a michani reak¢éni smési za laboratorni teploty. Vypadly produkt by se mél oddélit pouze filtraci a
Cistit krystalisaci. Zdéanlivé jednoducha metoda se ale brzy zkomplikovala. Vychozi latky se
obtizné rozpoustély, takze bylo potfeba piidat vét§si mnozstvi rozpousStédla. Isolaci a cisténi
produktu komplikoval i pevny hydroxid sodného, ktery zustaval v produktu. Metodika byla proto
modifikovana. Po uplynuti reacni doby byla reacni smés nalita do vody a nasledné¢ okyselena
kyselinou octovou za i€elem neutralisace hydroxidu. Po vychlazeni této smési, byly pevné latky
pouze odsaty a ¢iStény krystalisaci. V ptipadé, ze z vodného roztoku vypadl olej, byla vodna faze
vytiepana etherem a etherovy odparek byl délen chromatograficky.
Chalkon odvozeny od vanilinu (S93) se nepodafilo ptipravit ani touto metodou ani metodou
pouzivanou u pyrazinovych chalkonti. Vzdy byl ziskan pouze vychozi vanilin.

R
o S57 2-OH Q
P S58  3-OH = OMe
S59  4-OH O O
O e R 560 2-OCH, oH
S61 3-OCHs; 593
S62 4-OCHs
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Vsechny pfipravené 1,3-diarylprop-2-en-1-ony byly (E)-derivaty, coz potvrdila jednak NMR
analyza (interakéni konstanta J = 12,9 — 16,2 Hz) a také infraCervené spektrum, v némz se
vyskytoval charakteristicky absorpéni pas 996 — 978 cm™ [564].

6.1.1.4 Priprava 3-alkylsulfanyl- a 3-arylsulfanyl-1,3-difenylpropan-1-oni (S73 -
S79) a 3-alkylsulfanyl- a 3-arylsulfanyl-1-pyrazin-2-yl-3-subst.fenylpropan-1-
onu (S81 — S85) Michaelovou adici

V roce 1998 popsali Toda et al. metodu pro Michaelovu adici [565], k jejimz vyhodam patii
snadna proveditelnost, absence organického rozpoustédla a zahfivani. Na nasem pracovisti byla
tato metoda pouzita poprvé v mé diplomové praci [7] a v ramci postgradualniho studia bylo touto
metodou piipraveno 9 dalSich derivata.

Voda je oznaCovana jako ,,zelené”, bezpecné, netoxické, G¢inné a hlavné levné rozpoustédlo.
Mezi jeji jedinecné vlastnosti patii mala molekula, schopnost tvofit trojrozmérnou sit’ na principu
vodikovych vazeb a za ur¢itych podminek je mozné dokonce indukovat hydrofobni vlastnosti
[566]. Jednou ze zasad ,,zelené chemie®, ekologicky Setrného ptistupu, je minimalizace zbytkd
z organickych syntéz, odstranéni pouzivani organickych rozpoustédel, sniZzeni nebezpeci vzniku
pozaru atd. [567].

Pouzitim katalysatoru fazového pifenosu ve vySe zminéné metodice dochazi ke vzniku micel,
které inkluduji molekuly chalkonu, a je tak umoznén pribéh reakce s chalkony, které jsou
za normalnich okolnosti ve vodé nerozpustné. Pritomnost base podporuje disociaci molekuly thiolu
a snadnéjsi napadeni nukleofilniho mista na B-uhliku enonového seskupeni chalkonu.

Touto metodou byly ve vysokych vytézcich (kolem 80 %) ziskany adukty (S73 — S77) chalkonu
s dalsimi typy thiola (podle schematu v kap. 5.1.1.5), které pfedstavuji rozsiteni série. Pyrazinova
série aduktt sthioly (S81 — S84, schema v kap. 5.1.1.6) se odvijela od nejucinnéjsich latek
nepyrazinové série (DP4, DP6, DP8) [7].

Adice kyseliny sulfanylpropionové (u produktu S78 a S85) musela byt provedena jinou
metodou [523,524], nebot’ pro vychozi kyselinu by vodné prostiedi a basicky katalysator zjevné
nebyly vhodné.

R
R S73 (CH);CHj,
0 s~ S74 CH,CH,0OH

S75 2-(pyrazin-2-yl)ethyl

O O S76  4-OCH4-CgH,
S77  3-OCHs-CeH,

S78  CH,CH,COOH

S79  CH,CH,N*(CHy)s

P R R’
o s s81 (CH2)sCHs H

N S82  (CHy):CHs H
[ A Rz S83 cyklo-CeHis H
N/ S84 CeHs OH

sS85  CH,CH,COOH H
Adice thiocholinu na nesubstituovany chalkon byla provedena na zahrani¢nim pracovisti
a neprobihala zcela snadno. Nakonec byl zvolen postup podle Dimmocka [568]. Prestoze byla
metoda modifikovana zvySenim molarniho mnozstvi thiocholinu a zavedenim ochranné atmosféry
argonu, nepodafilo se ziskat vysoky vytézek. Krystalisaci z acetonu a vody bylo ziskdno 16 %
¢istého aduktu (S79). Pokud byl jako krystalisa¢ni rozpous$tédlo pouzit acetonitril, byl vzdy
isolovan disulfid thiocholinu S80.

143



Disertacni prace Diskuse

Bylo provedeno né&kolik pokust piipravit stejnou metodikou také adukty thiocholinu
S pyrazinovymi chalkony (S94, S95), ale experiment skoncil vzdy isolaci disulfidu thiocholinu
a vychoziho chalkonu nepatrné znecisténého produktem.

o
CH NOEE
HLG [+ 0 7 "\cH,
HSC\N+/\/S\S/\/'\{\CH 21 \ CH,
| CH, ° X
CH, | R
—
N

S94R=H
S95 R = 4-OH-3-OCHj;

Problém s adici thiolu byl u (E)-3-(2-hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-onu (S27),
(E)-3-(4-hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-onu (S30), (E)-3-[4-(dimethylamino)fenyl]-1-
pyrazin-2-ylprop-2-en-1-onu (S32) a (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-
1-onu (P1, ptipraveny diive [71]), takze zobrazené slouceniny (S96 — S99) se nepodaiilo metodou
podle Tody pripravit. NMR spektrum vzdy potvrdilo vychozi chalkon.

S80

0 g
x~ N
o s S96 R = 2-OH o s
N S97 R = 4-OH N OMe
[ D n  S98R=4-N(CHy), [ D
N/ N OH
S99

Podobné slouceniny vykazaly biologickou aktivitu — byly patentovany jako ACE-inhibitory pro
terapii hypertenze [569].

Pro adici nebyly pouzity pouze thioly, ale byl vyzkouSen i amin. Adici n-butylaminu na chalkon
byla zfejmé ziskana adiéni sloucenina (S100), ale diky nestabilité této latky [565] nebyly ziskany
zadné identifikacni tdaje.

Obdobné adice jsou popsany v literatufe: adice sekundarniho aminu na a-methylenlakton [570],
adice pyrrolidinu [571,572], imint a hydrazont [573] a karbamatt [574] na enony.

SYNHZ
N

o NN NH
N

S100 S101
Dalsi modifikaci enonového seskupeni byla piiprava chalkon-thiosemikarbazonu S101.
Kondensace byla provedena metodou popsanou Vv diplomové praci Svandové [575]. Vysledkem
byly ale krystaly, které s nejvétsi pravdépodobnosti odpovidaly vychozimu thiosemikarbazidu.
Thiosemikarbazony jsou znamy z farmakoterapie jako antituberkulotika, v soucasné dob¢ spise
obsolentni, ale vykazuji fadu dalSich biologickych G¢inkd [575,576,577], takZe stale predstavuji
aktualni potencialni u¢inné latky. Této problematice bude v budoucnu v nas$i pracovni skupiné jesté

vénovana pozornost.
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6.1.2 Syntéza 2-benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-onu (S88)

Auron (S86) a jeho epoxid (S87) byly ptipraveny bezproblémové v odpovidajicich vytézcich
dle diplomové prace Marecka [8]. V ramci jeho prace byly zkouseny i jiné syntetické piistupy za
ucelem  ziskani  2-benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-onu,  napt.  kontrakce  kruhu
3-hydroxyflavanonu, pfima hydratace auronu, ale netispésné. Mareéek popsal dobie syntézu auronu
(S86) a auronepoxidu (S87). Na jeho experimenty bylo navazano b&éhem ¢tyfmésic¢ni staZze na
univesit¢ Bonn pod vedenim prof. Giitschowa.

Hydrogenace auronepoxidu byla nejprve provadéna netispésné v methanolu s5 % PdO/BaSO,
po dobu 4 hodin. Dale byl zkousen 10% Pd/C v ethanolu [578,579] a byl ziskan pozadovany
produkt (S88, viz tab. 26). Pokud bylo NMR spektrum zméfeno v DMSO, bylo &isté, pti méteni
v CDClI; vykazoval auronol (S88) tautomerii s a-diketonem (S88a) [580], coz bylo pozorovano jiz
diive u podobnych derivati [540,581]. Pozorovany diketon byl jiz diive isolovan z Primula
pulverulenta Duthie (Primulaceae). Béhem sloupcové chromatografie ptechazela tato latka na
odpovidajici flavon, coz v nasi praci pozorovano nebylo [554]. Zaroveni byl z této reakce v rtiznych
vytézcich v zavislosti na reakéni teploté isolovan 3-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)-2-hydroxypropan-1-
on (S89).

P#i hydrogenaci 1,2-epoxyketoni se nejprve redukuje epoxidovy kruh za wvzniku
a-hydroxyketonu. Dalsi redukci mize vzniknout 1,2-diol [582]. Existuji pfirozené vyjimky, napf.
za pouziti platinového kalatyzatoru je prioritné redukovana ketoskupina na sekundarni
alkoholickou skupinu. Pfi pouziti Raneyova niklu nebo palladia plati vySe uvedené [583,584].

Podminky, za nichz mtize vznikat z a,B-nenasyceného ketonu B-hydroxyketon, uvedl Torii et al.
Rozhodujici byla ptitomnost ligandi (dppe) v systému donoru palladia, TEA a kyselina mravenci
v THF (schema 27) [585].

Schema 27. Selektivni hydrogenace 1,2-epoxyketonu

OH 0
PA(OAC),, dppe,
HCOOH, Et,N
0
0 _—
0
soi0n), w
HCOOH, Et,N OH

Alternativou je pouziti bis(cyklopentadienyl)titanium chloridu (Cp,TiCl) jako katalysatoru.
Tento katalysator je schopen selektivné indukovat deoxygenaci epoxidi pies B-alkoxyradikal
[586].

Pti syntéze brasilinu byl z a,f-nenasyceného ketonu ptipraven ketoepoxid, jenz byl rozlozen na
a-hydroxyketon za katalyzy palladium-siranem barnatym v benzenu (schema 28). Otevirani
oxiranového kruhu bylo z divodu proménlivé aktivity katalysatoru téZko reprodukovatelné [587].
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Schema 28. Otevirani epoxidového kruhu pfi syntéze brasilinu
OMe

R
MeO OMe
POVS
0

H,0,, 6N NaOH,

dioxan, 60°C
R OMe R OMe
MeO OMe H,/Pd-BaSO, MeO OMe
0 OH
0 (0]

R=H, OCH,

V alkalickém prostiedi byl $tépen epoxidovy kruh prekursoru za cilem ziskani
7,11-dideoxydaunomycinonu pii piipravé biologicky aktivnich antracyklini s redukovanymi NU.
Vedlejsim produktem byl ale dehydratac¢ni produkt, coz mize byt disledkem indukéniho efektu
acetylové skupiny (schema 29) [588,589].

Schema 29. Ptiprava biologicky aktivnich antracyklind

OMe O OAc OMe O OAc

0] 0
O‘O‘ 25%

OMe O OAc

6.2 Biologické hodnoceni

6.2.1 Antimykobakterialni testovani

Pripravené chalkony a jejich adukty byly podrobeny testovani na antituberkulotickou G¢innost.

V antimykobakterialnim testu piesahly 2 slou¢eniny z derivata chalkonu (S33, S34) a 1 thiolovy
adukt (DP11) 90% inhibici vzhledem ke kontrole v koncentraci 6,25 pg x ml™, takze postoupily do
dalsi faze hodnoceni, odkud ovsem byly pozdéji z diivodi vysoké toxicity vyfazeny.

V pyrazinové fad¢é chalkonu alkylované v poloze 5 isopropylem (S23, S39, S31, S33, S34)
vynikaji vyrazné v antimykobakterialni G¢innosti derivaty nitrované v poloze 2 nebo 4 kruhu B
(S33, 97% inhib.; S34, 91% inhib.). Jejich isomer S40 neinhiboval Mtb viibec (0 %), ale derivaty
s nitroskupinou v poloze 2 nebo 4 kruhu B, bez alkylace pyrazinového jadra, ptip. s terc.butylem ¢i
propylem inhibovaly rast Mtb 100% [72].

U pyrazinovych chalkoni odvozenych od benzaldehydu (S24 — S26), 2-hydroxy-5-
nitrobenzaldehydu (S41, S42) afurfuralu (S43) byly testovany z divodu neuplnosti sérii nebo
nedostatku vzorku jen 4 latky, vzhledem k tomu nelze vyvodit SAR. Vyznamngjsi aktivita byla
zaznamenana u 3-fenyl-1-pyrazin-2-ylprop-2-enu-1-onu (S24, 82% inhib.) a furylového analogu
chalkonu (S43, 88% inhib.) [591].

Z pyrazinovych analogii chalkonu nitrovanych v poloze 3 kruhu B (S35 — S40) byl opét
nejaktivnéjsi chalkon bez alkylu (S35, 68% inhib.).
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V fadach pyrazinovych analogt chalkonti odvozenych od 4-chlorbenzaldehydu (S44 — S49)
a 3-hydroxybenzaldehydu (S50 - S55) byla antimykobakterialni aktivita velmi nizka,
nejvyznamnéjsi byly nealkylovany chlorovany derivat (S44, 63%) a derivat s terc-butylem
v poloze 5 kruhu A a hydroxyskupinou v poloze 3 kruhu B (S51, 28% inhib.) [591]. 1-Fenyl-3-(3-
hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (S50, 0% inhib.) byl neaktivni narozdil od nepyrazinového analogu
(S58), jenz dosahl 86 % inhibice.

U methoxylovanych pyrazinovych analogi chalkonu (S56 — S66) je série také neuplna (22 —
71% inhib.), kazdopadné pyrazinovy analog s methoxyskupinou v poloze 4 na kruhu B (S66)
pusobil na Mtb nejacinngji (86% inhib.).

Chalkony bez pyrazinového kruhu a alkylace na kruhu A (S67 — S72) byly pfipraveny pro
srovnani biologické aktivity a v ptipadé chalkonti odvozenych od 2- a 3-methoxybenzaldehydu
inhibovaly Mtb vice. BohuzZel nebyly vSechny latky z 1,3-difenylprop-2-en-1-oni do testovani
pfijaty, proto nelze porovnat vSechny derivaty.

Piesto mezi nejaktivnéj$i chalkony patfily pyrazinové analogy chalkonu s nitroskupinou
v poloze 2 nebo 4 kruhu B [72]. Na nitrované nepyrazinové derivaty se zaméfi naSe pozornost
v budoucnu. Nitroskupina ziejmé zvySuje elektronovy deficit na B-uhliku a pfispiva tak k uréitému
rozloZeni elektrond v molekule. Ve vétsiné sérii chalkoni byl nejaktivngjsi slouceninou
nealkylovany derivat. Pyrazinovy kruh by mohl ptfedstavovat polarni ¢ast molekuly a nitrovany
fenyl lipofilni ¢ast [61].

U aduktd nepyrazinovych chalkonti s riznymi thioly (DP1 — DP9, S73 — S76) je situace
zajimava, nebot’ tyto latky postradaji dvojnou vazbu konjugovanou s ketonem a jejich aktivita se
pohybovala mezi 56 — 89 % inhibice. Z fady adukti pyrazinovych analogu s thioly (DP10, 11, S81
— S84) pochazi nejucinnéjsi slou¢enina DP11 (99 % inhibice), jeji nepyrazinovy analog (DP1) byl
0 néco mén¢ aktivni (81% inhib.). Je mozné, Ze i takové adukty plsobi antimykobakteridlng.
Domnénka, ze by Michaelovy adukty ptisobily jako prekursory a uvoliiovaly chalkon v testovacim
médiu, je vyvracena aktivitou parentniho chalkonu (S24, 82% inhib.). Svou roli zde tedy hraje
pyrazinové jadro, nikoli enonové seskupeni. Pro dalsi pyrazinové adukty byly do reakce vybrany
thioly, které se osveéd¢ily u nepyrazinovych, ale tato obména zadnou aktivnéj$i slouceninu
nepfinesla.

Zavérem lze konstatovat, ze v poslednich péti letech byly do zna¢né miry upfesnény poznatky
0 vztazich mezi strukturou a protibakterialni aktivitou chalkont a jejich analogli. Zatimco starsi
prace vétSinou zdlraznovaly vyznam enonového seskupeni fenolickych skupin pro antibakteridlni
ucinek [26], je podle nékterych novéjsich udaja [41,42,61] dulezité, aby byl na zakladni propenon
vazén na jedné strané hydrofilni a na druhé stran€ lipofilni substituent. U vétSiny studovanych
sloucenin ma hydrofilni charakter kruh A a lipofilni charakter kruh B, avSak chalkony s obracenym
uspoiadanim jsou rovnéz antibakterialné G¢inné. Tento piedpoklad v zasadé odpovida zavérim
odvozenym ze star§i QSAR studie [590]. Protoze vSak nezanedbatelna aktivita byla zaznamenéana
i u neékterych derivatd, v nichz oba kruhy nesou hydrofilni hydroxylovou skupinu [26] a u 3-fenyl-
1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ont, v nichZ je kruh A hydrofilni a kruh B substituovany hydroxylem
nebo nitroskupinou [71,72,591], zda se, Ze ani lipofilita neni ve vztahu k antibakterialni aktivité
rozhodujici a ze aktivitu vyrazné zvysuje pritomnost elektrony ptitahujiciho substituentu na kruhu
B [72]. Pokud je v molekule chalkonti vazana aminoskupina, musi byt od aromatického jadra
oddélena minimalné dvouclankovym fetézcem [41].

Aktivita vy§e zminénych dihydrochalkonti [54] a nékterych derivati pfipravenych na naSem
pracovisti [592] naznacuje, Ze ani pritomnost enonového seskupeni neni pro ucinek nezbytna.
Pokud jde o mechanismus antibakterialniho pisobeni je jejich G¢inek chalkont a jejich analog dan
s nejvetsi pravdépodobnosti po§kozenim bunééné membrany [41].
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6.2.2 Antifungailni testovani

Antifungalni hodnoceni chalkont a jejich adukti s thioly neodhalilo zadnou antifungélné velmi
ucinnou latku, kterd by dosud nebyla popsana.

U mikrodilu¢ni bujonové metody mtizeme rozdélit latky dle MIC do 4 kategorii antimycetarni
G¢innosti: velmi uginné (< 1 pmol x I"), G¢inné (1 — 10 pmol x 1), stfednd uginné (10 —
100 pumol x I™") a slabé G&inné (> 100 pmol x I').

V porovnani s pouzitymi standardnimi antimykotiky vynikaly mezi (E)-1-(5-isopropylpyrazin-
2-yl)-3-subst.fenylprop-2-en-1-ony (S23, S29, S31, S33, S34) inhibici T. mentagrophytes derivaty
S33 a S34. U téchto sloucenin byla zaznamenana také inhibice vyrazna Mtb (viz kap. 6.2.1).
V porovnani s derivaty, kde byl obménovan charakter alkylu v poloze 5 pyrazinového jadra, jsou
slouceniny S33 a S34 aktivnéjsi.

Z tady netplnych sérii (S24 — S26, S41 — S43) pusobil nejlépe nesubstituovany pyrazinovy
analog chalkonu (S24), ktery inhiboval kromé& kmenti Candida (se stfednim u¢inkem), dobie také
T. mentagrophytes (MIC/ICg 7,81 pmol x I). V porovnani s odpovidajicim nepyrazinovym
chalkonem (komeréné dostupny nesubstituovany 1,3-difenylprop-2-en-1-on) byl pyrazinovy
derivat, s vyjimkou ptsobeni na Absidia corymbifera, a¢innéjsi. Zavedenim alkylu na kruh A klesal
ucinek irozpustnost. U chalkoni odvozenych od 2-nitro-5-benzadehydu (S41, S42) a furfuralu
(S43) nebyl kromé citlivého T. mentagrophytes markantni inhibiéni ¢inek [591].

Zatimco 3-(3-nitrofenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ony (S35 — S40) neinhibovaly Mtb nijak
vyrazng, je V porovnani sisomery [72] markantni jejich G¢inek na testované houby, piedev§im
T. mentagrophytes a u S35 a S39 také Candida spp.

Ve skupiné 3-(4-chlorfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-onu (S44 — S49) byl problém
s rozpustnosti v daném médiu (kromé latky s propylem v poloze 5 kruhu A), a nebylo tak mozné
stanovit spravné jejich MIC/ICg, [591].

Pyrazinové analogy chalkonu s hydroxyskupinou v poloze 3 kruhu B (S50 — S55) byly stfedné
az slabé ucinné, vyraznéjsi citlivost na tyto latky projevil T. mentagrophytes a aktivita lezela
zhruba mezi G¢innéjsimi 3-(2-hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ony a méné G¢innymi 3-(4-
hydroxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ony [71].

Derivat s terc-butylem v poloze 5 kruhu A (S51) ptisobil inhibi¢né téméF na vSechny testované
kmeny hub, ale nikoli vyraznym G¢inkem [591].

Pyrazinové analogy chalkonu methoxylované v rtiznych polohach na kruhu B (S56 — S66) jsou
pfevazné antifungalné neaktivni, jednou z vyjimek je latka s methoxylem v poloze 3 (S63)
s nejSirsim  spektrem uc¢inku, inhibovala vSechny druhy Candida, Aspergilus fumigatus
a Trichophyton mentagrophytes. O néco slabsi uc¢inek mély derivat s methoxylem v poloze 2 a 4,
pusobily jen slabé na kmeny Candida spp. a posledné zminény derivat také na Aspergilus
fumigatus. Série 2-methoxylovaného pyrazinového chalkonu byla celda doplnéna o alkylované
derivaty, nicméné zlepSeni antifungalniho u¢inku to nepfineslo. V ostatnich sériich vSechny
derivaty vzhledem malé antimykobakterdlni ucinnosti a nizkych reakCnich vytézkd zatim
syntetizovany nebyly.

U 3-pyrazin-2-yl-1-subst.fenylprop-2-en-1-oni odvozenych od benzaldehydu, 3-nitrobenz-
aldehydu a 2-methoxybenzaldehydu jsou uc¢innéjsi chalkony bez alkylace v poloze 5 pyrazinu,
u analogii odvozenych od 3-hydroxybenzaldehydu inhiboval testované houby vice derivat
s terc.butylem v poloze 5 pyrazinového jadra. U ostatnich sérii neni mozné z divodu neuplnosti
série nebo nerozpustnosti latek v daném testu konstatovat podobny zaver.

Nepyrazinové chalkony hydroxylované a methoxylované rizné na kruhu B (S67 — S72) jsou
popsané latky [18,332,507,549]. Z hlediska ucinku na testované fungalni kmeny inhibovaly vice
derivaty s hydroxylem nez methoxylem. Hodnota MIC methoxylovanych chalkont (S70 a S71)
v nasem testu (31,25 pmol x I') se ponékud odlisovala od literarni hodnoty stanovené podobnou
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metodou (0,003 pmol x 1) [18]. Latky byly ale testovany na jiném kmenu T. mentagrophytes
(ATCC 9972) a také se riiznila definice MIC (nejnizsi koncentrace, ktera nezptsobuje viditelny
fungalni rist). Zaroven tato skutecnost dokresluje rozdilnost pouzivanych testl a obtizné porovnani
biologické aktivity latek. Téméf na vSechny houby pusobil 1-fenyl-3-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-
on (S67), a to srovnatelné se standardy (ketokonazolem a flukonazolem). V porovnani
S pyrazinovymi analogy byly nepyrazinové hydroxylované chalkony uc¢inné€jsi nez jejich
pyrazinové analogy, u methoxylovanych chalkonti byly naopak G¢inné&jsi pyrazinové analogy.

Pfi srovnani antifungalni G¢innosti parentniho chalkonu (1) a jeho aduktd (S73 — S79) nelze
najit po nasyceni nasobné vazby né&jaky markantni rozdil. Neaktivnim byl adukt
s oktylsulfanylovym zbytkem (S73), ziejmé diky vysoké lipofilit¢ podobné jako heptylderivat [7].
Antifungalni G¢inek stoupl adici 2-sulfanylethanolu (S74) a 2-pyrazin-2-ylethanthiolu (S75).

U pyrazinovych adukta (DP10, DP11, S81 — S85) se antifungalni aktivita oproti parentnimu
chalkonu zvysila, a to predevsim u Candida spp. adici kyseliny thioglykolové (S84), benzenthiolu
(DP11) a butanthiolu (S81) na pyrazinovy analog chalkonu. Dva posledné zminéné adukty ucinkuji
také na Aspergilus fumigatus. Adici pentanthiolu nebo cyklohexanthiolu na pyrazinovy analog
chalkonu a benzenthiolu na pyrazinové chalkony substituované na kruhu B se aktivita vyraznéji
neménila.

Porovnanim antifungalniho ucinku adukti odvozenych od nepyrazinovych a pyrazinovych
chalkonti jsou latky s pyrazinovym kruhem jednoznacné G€inng;jsi.

Tato prace rozsifuje tedy studii chalkonid publikovanou Lopézovou a jejimi spolupracovniky
[18], kteti netestovali pyrazinové analogy a kromé zamény za furyl se jim neosvéd¢ila jina kruhova
analogie u 1,3-difenylpropenonu. Pii zachovani urcité susbstituce mtze tedy i pyrazinové jadro
zvysit antifungalni uc¢innost. Ale pro pyrazinové analogy nutné€ neplati, Ze substituenty s +I efektem
na kruhu B (S35 a S53) snizuji u¢inek a pro substituenty s —I efektem by byla vhodna pouze para-
poloha. Také nékteré latky s nasycenou nasobnou vazbou (Michaelovy adukty chalkoni s thioly) si
zachovaly antifungalni ucinek vychozich chalkont.

6.2.3 Testovani inhibice fotosyntézy

Adukty (DP1 — DP9 [593], S73 — S76, S81 — S83) prakticky redukovaly v koncentra¢nim
rozmezi 0,833 — 100 pmol x I"* velmi malo mnozstvi chlorofylu v suspensi Chlorella vulgaris, tzn.
ze tyto latky malo ovliviuji enzymatické pochody spojené se syntézou chlorofylu. Vyjimkou byly
2 latky (S81, S82), u nichz se dala stanovit ICs. Také S83 a DP2 potlacuje Castecné pii dané
koncentraci produkci chlorofylu (15 — 20 % kontroly).

Obdobna byla situace u chalkontl, v sériich odvozenych od 3-nitrobenzaldehydu (S35 — S40
[72]), 4-chlorbenzaldehydu (S44 — S49 [591]) a 3-hydroxybenzaldehydu (S50 — S55 [591]) bylo
u vSech latek mozné uréit ICsp, ale tyto koncentrace zdaleka nedosahovaly G¢innosti uvedenych
herbicidi.

Lze konstatovat, ze latky maji velmi nizkou inhibi¢ni aktivitu souvisejici s procesem
fotosyntézy.

6.2.4 Antiagregacni hodnoceni chalkonu

Chalkony byly testovany na antiagregacni schopnosti [594,595,596,597]. Inhibovaly agregaci
krevnich destiGek indukovanou arachidonovou kyselinou, inhibice byla zavisla na davce.
Acetylsalicylova kyselina byla pouzita jako positivni kontrola (ICsy 16,1 pumol x I™). Nejvyrazngjsi
protidestickovou aktivitu vykazala série odvozena od vanilinu, ICsy téchto latek se krom jedné (P1)
pohybovaly v rozmezi molarnich koncentraci 4,1 — 9,7 umol x 17, latky byly tedy vyrazn&jsimi
antiagreganty nez acetylsalicylova kyselina. Mezi chalkony obsahujicimi hydroxylovou substituci
na kruhu B byly neji&inngjsi derivaty odvozeny od salicylaldehydu (napt. P8, 1Cs 40,1 pmol x I™).
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6.2.5 Testovani chalkonii na inhibici papainu

Vsechny uvedené chalkony byly méteny podle vypracované metodiky [598].

Screening chalkont byl proveden pii koncentraci 100 uM, vybrané latky byly méteny pii 50
a 10 uM. Pfi koncentraci 100 uM byly roztoky nékterych latek zakalené, pfi 50 pM byly, az na
vyjimky (viz. tab. 50), vSechny latky rozpusténé, pti 10 uM byly vSechny bez problémi
rozpusténé.

Problémy s rozpustnosti chalkont v testovacim médiu byly zaznamenany jiz u nékterych jinych
biologickych testli, ovSem nikdy v takové mife. Navic bylo zakaleni né¢kdy zavislé na case.
Bezprosttedné po ptiprave testovaného roztoku byla latka rozpusténa a po chvili se vysrazela.

VétSina chalkont nevykazala pti koncentraci 100 uM vyraznou inhibici (inhibice > 80 %
kontroly). U nékterych latek se projevily zvlastni efekty, kiivka zavislosti absorbance na ¢ase bud’
klesala, nebo po pocate¢ni klesajici fazi zacala opét stoupat.

Latky, které projevily inhibici nebo latky s popsanymi zvlaStnimi efekty (oznaceno jako
atypické), rozpustné v koncentraci 100 pM, byly testovany pii 10 uM. V této koncentraci ovSem
nebyla zaznamenéana z4dnd inhibice, a proto byla zvolena koncentrace 50 uM chalkonu. Vybrané
latky inhibujici pfi této koncentraci byly proméfeny pii 7 rtiznych koncentracich (v rozmezi
koncentraci, kdy latka neinhibovala papain vilbec az do koncentrace, kdy se nerozpoustéla)
apocitatové u nich byla vypocitana zdanliva inhibi¢ni konstanta K;" a rychlost reakce vy
(koncentracné zavislé métent).

Nepyrazinové chalkony v koncentraci 100 uM neinhibovaly papain, kromé 3-(2-hydroxyfenyl)-
1-fenylprop-2-en-1-onu (S67), u né¢hoz byla ur¢ena zdanliva inhibi¢ni konstanta (161 uM).

Pyrazinové analogy chalkonu odvozené od vanilinu ¢aste¢né inhibovaly papain (u jedné z nich
nebylo mozno spocitat inhibi¢ni konstanty) a slouceniny, které neinhibovaly byly obtizné rozpustné
v pouzivaném médiu. Chalkony odvozené od benzaldehydu neinhibovaly a navic byly obtizné
rozpustné. Chalkony odvozené od salicyladehydu byly problematické, latky neposkytovaly pii
méfeni typické kiivky (atypické), kromé 2 latek, které se jednak Spatné rozpoustély, a jednak
papain neinhibovaly. Chalkony odvozené od 4-hydroxybenzaldehydu byly v§echny méfeny pii 50
uM, ale inhibice nebyla vyrazna, koncentra¢né zavislé méteni bylo provedeno jen u 3 latek, jelikoz
ostatni vykazaly ptfi 100 uM atypické kiivky nebo byly nerozpustné. Chalkony
s dimethylaminoskupinou na kruhu B neprojevily inhibici kromé jedné latky, ktera inhibovala pfi
50 uM atypicky. Slouceniny odvozené od 2-nitrobenzaldehydu inhibovaly az po delsi dobé jako
pomalé inhibitory (slow binding inhibitors). Zatimco u pfedchazejicich derivatt nebyl v danych
koncentracich velky problém s rozpustnosti, zadny chalkon od 4-nitrobenzaldehydu se pii 100 pM
nerozpustil. U derivati s 3-nitrosubstituci byla situace obdobna, prakticky vSechny byly pii 100
UM obtizné rozpustné, ale 2 znich byly méfeny pifi 50 pM, ovSem bez vyrazné inhibice.
U jediného piipraveného chalkonu odvozeného od 2-hydroxy-5-nitrobenzaldehydu byla inhibice
také atypicka. Nad&nym se zdal chalkon od furfuralu, bylo u n¢j méfeno koncentra¢né zavislé
méfeni, ale inhibice nebyla vyznamna. VSechny methoxylované pyrazinové analogy chalkonu byly
Spatné rozpustné, presto byla u 2 latek zméfena inhibice pti 50 uM, ale nebyla vyrazna.

Chalkon P6 (90 uM) byl méfen i v ptitomnosti 10 uM DTT (data nezobrazena), ovSem
nevykazaly zadnou inhibici, stejn¢ tak, jako kdyZz byl pro aktivaci enzymu pouzit cystein (300 M)
misto DTT.

S latkou P6 bylo provedeno také inkubac¢ni meéteni (data nezobrazena), kdy byl chalkon
inkubovan s DTT a enzymem v 8 kyvetach a v desetiminutovych intervalech byl vzdy do jedné
kyvety pfidan substrat a byla méfena inhibice po dobu 8 minut. S ptibyvajicim ¢asem inhibice
klesala inhibice papainu chalkonem.
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Testovani chalkond na inhibici papainu neni mozné objektivné vyhodnotit, nebot’ v testu
dochazelo k interakci chalkont s DTT (finalni koncentrace ve vzorku 300 uM), latkou aktivujici
a stabilizujici papain.

V literatut'e je popsano sniZeni inhibice ureasové aktivity jednoduchymi nenasycenymi ketony,
pokud byl testu ptitomen 2-sulfanylethanol nebo DTT. Ureasa patii do skupiny enzymu s thiolovou
skupinou v katalytickém aktivnim misté a inhibice, kterou vykazaly zminéné latky byla reversibilni
[599].

Reversibilitu této reakce ale neni mozné zevseobecnit na jakoukoli adovanou slouc¢eninu, nebot’
U obdobné latky, substituovaného 1-fenyl-1-penten-3-onu probihala reversibilné pouze reakce
S nizkomolekularnimi thioly, zatimco s thioly proteinového charakteru reagoval enon irreversibilné
[600]. Latky se tedy mohou chovat jinak v testu a odlisné v makroorganismu.

6.3 Studium reakéni kinetiky chalkoni s latkami obsahujicimi
thiolovou skupinu

Pro méfeni UV-VIS spekter pfi reakci se 3 riznymi thiolovymi latkami (DTT, Cys, MES) byly
vybrany 4 nepyrazinové chalkony — bez substituce (chalkon 1) a s hydroxyskupinou v ruznych
polohach na kruhu B (S57, 58, 59) a jejich pyrazinové analogy (S23, S26, S40, S28).
V experimentalni ¢asti jsou zobrazeny grafy (1 — 8) se vzorky vSech chalkond (100 uM) a DTT ve
2 riznych koncentracich (1 mM a 100 uM) a kiivky zobrazuji pokles, ev. nartust absorbance
Vv zavislosti na ¢ase v maximu absorbance daného chalkonu (spektra viz kap. 5.1.3). Pro ilustraci je
uvedena jeste situace u chalkonu a Cys a MES (grafy 9 a 10).

Z grafu 1 lze vycist, Ze nesubstituovany chalkon reaguje s DTT relativné pomalu (samoziejmé
zalezi na koncentraci thiolu) az do ustaveni rovnovahy. Naproti tomu chalkon s hydroxyskupinou
Vv poloze 2 na kruhu B (graf 2) reaguje za danych podminek velmi rychle, ale reakce se s postupem
Casu reversibilné vraci. Méné piekotné reaguje chalkon s 3-hydroxyskupinou (graf 3) az do
rovnovahy, zatimco chalkon s hydroxyskupinou v poloze 4 reaguje velmi nepatrné (graf 4).
U pyrazinovych analogli chalkonl je reaktivita vi¢i DTT markantné vyssi. Na pocatecni fazi
kiivek je vidét, Ze jsou zde urcité rozdily v reaktivité odpovidajici nepyrazinovym analogim, ale
celkové reaguji latky ochotnéji a rychleji. Rozdil je vtom, Ze u vSech pyrazinovych analogt
probiha reakce vyrazné reversibilné.

S cysteinem (graf 9) probihala adice tak rychle, Ze ani neni zachycen na zacatku kiivky pokles
absorbance, ale jen jeji narust pii zpétné reakci. Mirng&jsi prubéh byl zaznamenan u MES (graf 10).
Reaktivita vi¢ci MES odpovidala u pyrazinovych analogti chalkont zhruba reaktivité¢ s DTT.

Toto méfeni je pouze piedbézné méteni kinetiky adiéni reakce chalkonti s thiolovymi latkami,
ale vypovida o tom, Ze chalkony reaguji rizné ochotné s riznymi thioly a odlisné se u nich ustavuje
rovnovaha této reakce. Z hlediska terapie se nejCastéji pouzivaji inhibitory reversibilni, i kdyz
ne¢kdy je Zadouci i irreversibilni terapie, ale rozhodné nejsou vhodné latky, které reaguji piilis
ochotné zpétnou reakei.
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7/ SOUHRN

Tato disertacni prace se zabyva hledanim potencialnich 1é¢iv, konkrétné pfipravou a studiem
biologické aktivity derivatu ptirodnich latek — chalkonu. Souéasti prace je pfiprava meziprodukti —
5-alkylovanych pyrazin-2-karbonitrili a 1-pyrazin-2-ylethanont. Jako finalni produkty byly
syntetizovany substituované chalkony, n€kolik sérii pyrazinovych analogti chalkonti a Michaelovy
adukty chalkont s riznymi thioly. V této Casti prace byly pouzity znamé metodiky reakci. Produkty
byly identifikovany teplotou tani, resp. teplotou varu, IC a NMR spektry, pfip. MS spektry. Jejich
Cistota byla ovéfena elementarni analyzou.

Celkem bylo pfipraveno

e 22 meziproduktl (z toho 9 dfive popsanych na nasem pracovisti)
e 62 finalnich latek (z toho 19 dtive popsanych)
e 1 vedlejsi produkt

Podatilo se ptipravit 57 dosud nepopsanych latek. Syntéza 12 sloucenin byla netispésna.

Kone¢né produkty byly testovany na antimykobakterialni, antifungalni, antialgalni
a antiagregacni ucinky. Chalkony byly zkouseny také na inhibici jedné z cysteinovych proteas —
papainu a v navaznosti na tuto ¢ast prace byla provedena pfedbézna studie reak¢ni kinetiky adice
chalkont s latkami obsahujicimi thiolovou skupinu.

Minoritni dil této prace tvoii ¢ast zabyvajici se syntézou 2-benzyl-2-hydroxybenzofuran-3(2H)-
onu jako ptirodniho auronolu. V této ¢asti byly optimaliSovany podminky hydrogenace
auronepoxidu, jenz byl piipraven z odpovidajiciho auronu. Tato trojstupiiova syntéza poskytla
nejen pozadovany produkt, byla zjisténa piitomnost i jeho isomeru (diketonu) a byl ziskan i 1-(2-
hydroxyfenyl)-3-fenyl-2-hydroxypropan-1-on.

Pti hledani vhodnych podminek pro syntézu piirodniho auronolu byly ptipraveny

e 3 slouceniny a 1 isomer (diive popsané)
e 1 vedlejsi produkt (diive popsany)
a byla popsana dosud nepublikovana jednoducha trojstupiiova syntéza piirodni latky.
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8 SUMMARY

This dissertation thesis deals with searching for potential drugs, particularly with preparation
and biological activity study of natural compounds derivatives — chalcones. The work includes
preparation of intermediates — 5-alkylated pyrazin-2-carbonitriles and 1-pyrazinyl-2-ethanones.
Substituted chalcones, several series of pyrazine analogues of chalcones and Michael adducts of
chalcones with different thiols were prepared as final products. In this part of the work, known
reaction methodologies were used. Products were identified by melting point, resp. boiling point,
IR, NMR spectra. Their purity was checked by elemental analysis. In the case of liquids, elemental
analysis could not be performed, and MS spectra were recorded instead.

In total were prepared

o 22 intermediates (9 of them have been described in our department)
e 62 final products (19 of them have been already described)
e 1 by-product

57 Unknown compounds were prepared. Synthesis of 12 compounds was not successful.

The final products were tested for their antimycobacterial, antifungal, antialgal, and
antiaggregating effects. The chalcones were examined for the ability to inhibit one of the cysteine
protease — papain and this part of the work continued in a preliminary kinetic study of reaction
addition of chalcones with thiol-containing compounds.

The minor part of this work deals with synthesis of 2-benzyl 2-hydroxybenzofuran-3(2H)-one,
as a natural auronol. In this section, reaction conditions for hydrogenation of aurone epoxide, that
was prepared from corresponding aurone, were optimized. This three step-synthesis furnished not
only the desired product, the presence of its isomer (diketone) was detected as well and
1-(2-hydroxyfenyl) 3-fenyl 2-hydroxypropan-1-one was obtained.

In the frame of searching for appropriate conditions for the natural auronol synthesis were
prepared

e 3 compounds and 1 isomer (formerly described)
e 1 by-products (formerly described)
and a simple three step-synthesis of the natural substance was described.
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