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1. UVOD A CiL PRACE

Problematikou chalkonu se Katedra farmaceutické chemie a kontroly I&Civ
na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy zabyva jiz nékolik let. Nékteré
z vysledkd byly také publikovany.t?3

Cilem této diplomové prace byla pfiprava série pyrazinovych derivata
chalkonu (struktura viz. kapitola 2.1) a nékterych meziproduktd. Chalkony byly na
kruhu B v poloze 4 substituovany bromem a ruzné alkylovany na kruhu A.
Slouceniny mély byt testovany na antifungalni a antimykobakterialni aktivitu.

Chalkony se vyznacuiji Sirokou Skalou ucinkd na lidsky organismus, ovSem
mechanismy pusobeni téchto latek nejsou zcela objasnény. V teoretické Casti
jsou shrnuty mozné mechanismy ucinku derivati chalkonu se zaméfenim

na antineoplasticky puasobici latky.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Biosyntéza a struktura chalkonu

Chalkony predstavuji zajimavou skupinu latek vyskytujicich se hojné
v pozivatelnych rostlinach.* Svilj nazev ziskaly diky své charakteristické barvé.
Byl odvozen z feckého slova ,,chalcos®, coz v pfekladu znamena bronzovy.

Najdeme je predevSim v okvétnich listcich, ale také v listech, stoncich,
plodech a kofenech strom( a rostlin jako biosyntetické prekurzory flavonoidu.
Vznikaji kondenzaci cinnamoyl-CoA, odvozeného od fenylalaninu, a tfi molekul
malonyl-CoA. Tato reakce je katalyzovana chalkonsynthasou a vede pres

meziprodukt k tvorbé hydroxychalkond.

O

Chalkonsynthasa
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Z hlediska chemické struktury je chalkon trivialnim nazvem pro (E)-1,3-
difenylprop-2-en-1-on (1). Tvofi jej dvé aromaticka jadra, spojena tfiuhlikatym
a,B-nenasycenym karbonylovym fragmentem. Diky volné rotaci jednoduché
vazby mezi karbonylovym uhlikem a a-uhlikem se muze vyskytovat ve dvou
riznych isomernich formach, a to s-cis a s-trans, z nichz termodynamicky
stabilngjsi je s-cis-isomer. Naproti tomu na dvojné vazbé se Castéji setkavame
s E-isomery.’

Kruhy A a B maji rozdilnou energetickou bariéru rotace, kruh A ma tuto
bariéru nizsi, tudiz je flexibilngjSi a mize se vice odchylovat od planarniho

seskupeni.®



1 chalkon

2.2 Uginky a pouziti chalkoni

Chalkony jsou skupinou latek se S&irokym okruhem biologickych
vlastnosti.” Vyznaéuji se napfiklad Gg&inky antimikrobnimi, antifungalnimi,
protizanétlivymi, antiprotozoalnimi, antiulceréznimi, antineoplastickymi,
chemosenzitizujicimi, antioxidaCnimi a mnohymi dalSimi. Mimoto pusobi
modulacéné na Ffadu enzymda, napfiklad na fosfodiesterasu, xanthinoxidasu nebo
monoaminooxidasu a katechol-O-methyltransferasu.

Nékolik chalkont se uplatnilo diky svym a&inkim i v klinické praxi.
Hesperidinmethylchalkon je vyuzivan pfi 1é¢bé chronické vendzni insuficience
dolnich koncetin, najdeme jej spolu s kyselinou askorbovou v pfipravku Cyclo3
Fort. Jako inhibitor fosfodiesterasy Il se pouziva isolikviritigenin a metochalkon

nasel uplatnéni jako choleretikum a diuretikum.®
2.3 Antineoplastické ucinky chalkonu

Rakovina, jako onemocnéni, je v sou€asné dobé jednou z nejCastéjSich
pficin umrti.® Ro¢né ji na svété podlehne okolo Sesti miliond muzd a zen.’® Na
terapii riznych forem nadora bylo v poslednich desetiletich vyvinuto mnoho usili
a zkoumano mnoho latek.® Z praxe jsou znamy 5-fluoruracil, cisplatina,
mitomycin, adriamycin, taxol a dalSi, jejich limitujicim faktorem jsou jejich
nezadouci ucinky. LéCba rakoviny je tak Casto spojena s gastrointestinalnimi
obtizemi, leukopenii a oslabenim imunity. Proto se ukazalo jako nutné hledani
novych latek, které by pusobily jak protinadorové, tak i zamezovaly tvorbé
metastaz, a to v8e bez vyznamnéjsich vedlej$ich uginkd.’® Jednou z oblasti
zajmu jsou pravé chalkony a jejich protinadorova aktivita, stejné tak ruzné

mechanismy G&inku, kterymi tyto latky pasobi.” Né&které z nich zasahuji do



bunécného cyklu, jiné spoustéji apoptdzu, a dalsi ovliviiuji funkci membran nebo
¢innost enzymu. Inhibici angiogeneze pak mohou branit vyZivovani nadoru. Neni
pravidlem, Zze by se jeden derivat vyznaCoval jednim mechanismem ucinku.

Obvykle vykazuje tataz latka i vice mechanismu.

2.3.1 Bunécény cyklus

Sled procesu zacinajici v okamziku rozdéleni matefské buriky a koncici
rozdélenim buriky dcefinné oznacujeme jako bunécny cyklus. Rozdélujeme jej do
Ctyf zakladnich fazi — G4, S, G, a M, jejichz ¢asoveé trvani oznaCujeme jako délku
bunécného cyklu nebo jako generacni dobu bunky.

G;i-faze je charakterizovana syntetickymi procesy vedoucimi k pfiristku
hmotnosti buriky. Z hlediska ¢asového trvani je ze vSech Ctyf fazi nejvariabilnégjsi,
obvykle zaujima 30 — 40 % celkové délky bunécného cyklu. Odrazi se zde
pusobeni vnéjSich podminek na délku bunétného cyklu. Tato faze je hlavnim
kontrolnim uzlem celého procesu.

S-faze zahrnuje replikaci jaderné DNA a syntézu histonu. Jeji délka se liSi
podle typu buriky, ale u konkrétni buriky je vzdy konstantni.

G,-faze je druhym kontrolnim uzlem bunééného cyklu. Pokracuje syntéza
proteint, RNA a tvorba bunécénych struktur.

Posledni etapou bunétného cyklu je M-faze. Jeji soulasti jsou dva
procesy: mitdéza, rozdéleni jadra, ktera je zakon€ena obvykle rozdélenim burky,
tedy cytokinezi .*

Bunécny cyklus je regulovany proces. V organismu vSak mohou vzniknout
bunky, které na regulacni mechanismy nereaguji a nekontrolovatelné se
rozmnozuji. Tato zména se oznacuje jako nadorova transformace buriky a maze
byt zakladem pro vyvoj nadoru.*' Pravé zastaveni nekontrolované bunécné

proliferace se stava ohniskem zajmu pii hledani novych Iéki pro terapii nadoru.”



2.3.1.1 Mikrotubuly a tubulin

Nedilnou sougasti buriky jsou mikrotubuly. U&astni se mnoha dulezitych
bunéénych procesu, jako je tfeba mitéza, morfogeneze, intracelularni transport
nebo sekrece.'? Vytvafi cytoplazmatickou soustavu a délici aparat buriky, tzv.
mitotické vieténko. Zakladni bilkovinou mikrotubull jsou a- a B-heterodimery
tubulinu.** Pravé tubulin mGZe byt teréem antiproliferativné plsobicich latek,
které se na néj navazi, tim narusdi dynamickou stabilitu mikrotubul( a jejich
naslednym rozruSenim dojde k zastaveni bunééného cyklu v M-fazi.

Byla popsana tfi vazebna mista tubulinu, a to taxolové, vinblastinové
a kolchicinové.®® Bylo zjisténo, e nékteré derivaty chalkoni maji schopnost
vazby pravé na kolchicinové vazebné misto na [p-podjednotce tubulinu.
Nasledujici latky 2, 3 a 4 se osvédCily jako ucinné inhibitory proliferace

u bunédéné linie HL-60.
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Mnohé klinicky uzivané Iéky byly ziskany z pfirodnich zdroji. Jich bylo
vyuzito i pfi hledani novych antiproliferativnich latek. Z rostliny Scutellaria
barbata, ktera je v tradi¢ni Cinské mediciné pouzivana jako protizanétlivé

a diureticky pusobici droga, byla izolovana latka 5:
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OH
(E)-4-(4-hydroxyfenyl)but-3-en-2-on
5

Od ni odvozené chalkony se ukazaly jako u€inné inhibitory buné&cné proliferace.
Pfidanim methylové skupiny na uhlik v pozici a byly ziskany latky 6 a 7 s jesté

vétsim potencialem inhibice.'*

Prostorové usporadani dvou aromatickych kruh( téchto latek je velmi podobné
jako u kolchicinu (viz kapitola 2.3.3.1). A pravé tato podobnost je zakladem pro

jejich schopnost vazat se na tubulin a naru$ovat kontinuitu bunééného cyklu.**

Syntéza DNA a mitéza jsou cilem novych a vbudoucnu nejspis
perspektivnich derivatd chalkonl. Nejsou ale pfili§ u¢inné u pomalu rostoucich
nadorq, jako je tfeba rakovina tlustého stfeva, kde mohou atakovat také zdravé
buniky nékterych tkani, napfiklad kostni dfené&, vlasovych folikuld nebo
gastrointestinalniho epitelu. Zde bylo tfeba hledat latky s jinym mechanismem

adinku.®
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2.3.2 Programovana smrt bunky

K programované smrti buriky dochazi nejCastéji v pribéhu embryonalniho
vyvoje, ale také v dospélém organismu, kde slouzi k odstrafiovani bunék
opotfebovanych a nefunkénich. Je dulezitd z hlediska likvidace bunék
napadenych viry a samoziejmé také bunék nadorovych.

Je spousténa aktivaci urcitych genu s projevy funk&nimi i morfologickymi.
Sled diléich morfologicky napadnych procesl se nazyva apoptéza. Burka
zmenSuje svlj objem, vnitrobunécné membranové systémy se odStépu;ji
v podobé tzv. apoptotickych télisek, v néz se postupné méni cela bunka. Ta jsou
nasledné fagocytovana.

Tak jako vSechny procesy v organismu, i programovana smrt bunky je
regulovana, a to na genové urovni. Nékteré geny apoptdézu indukuji, jiné

potlacuiji.

2.3.2.1 Protein p53

Bunécny protein p53, ktery kontroluje bunéénou proliferaci, je produkt
supresoroveho genu. Je odpovédny za kontrolu kvality syntézy DNA. Jestlize se
v prubéhu S-faze bunétného cyklu objevi chyba v syntéze DNA, p53 aktivuje
reparaéni proces jesté pred nastupem M-faze nebo spousti apoptdzu.®
Stabilizace a aktivace samotného proteinu probiha skrze fadu fosforylaénich
a acetylacnich procesu, které jej uvolfuji z vazby na MDM2 (oncoprotein mouse
double minute-2)."* P53 interaguje s MDM2 na svém N-terminalnim konci
a-fetézce. Za normalnich podminek zde funguje zpétnovazebny mechanismus
regulace, kdy syntéza p53 indukuje expresi MDM2.

Ztrata funkce p53 nebo naopak zvySena exprese MDM2 se vyskytuji az
u poloviny nadoru. Pravé zvySena exprese MDM2 je typicka u sarkomu, ale byla
objevena i v pfipadé rakoviny jicnu, délozniho Cipku, plic, nadoru v oblasti mozku
a dal$ich typt nadora.

Proto se pravé interakce mezi MDM2 a p53 stala dalSim cilem pfi hledani
novych protinadorovych latek. Zde se jako ucinné prokazaly chalkony
s karboxymethoxyskupinou, které se vazi na hydrofobni aktivni Cast
N-terminalniho konce MDM2.>

12
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VySe uvedena sloucenina (8) kromé rozruseni vazby p53 a MDM2 zvySuje také
radiosenzitivitu nadorovych bunék.”

Na zakladé zjisténi, Ze pfFitomnost karboxylové skupiny je nutna
k rozruSeni interakce mezi onkoproteinem a proteinem p53 byla pfipravena také
fada derivatd chalkonu s kyselinou boritou. Kyselina borita je slabsi kyselinou
a pfi fyziologickém pH se vyskytuje pfevazné v neionizované formé. Zde se
predpoklada spiSe kovalentni vazba.® Nasledujici latky (9 a 10) prokazaly
nékolikanasobné vétsi citlivost k buikam nadoru prsu, na kterych byla jejich
aktivita zkouSena, nez ke zdravé okolni tkani. Nékteré derivaty také indukovaly

akumulaci p53 v burice.™

O O

Cl = =
T 0 T 7T
Cl B I B

| |
OH OH
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2.3.2.2 Aktivatory kaspas

Bunécna apoptéza muze byt indukovana také aktivaci specifickych
proteas, takzvanych kaspas, které Stépi a rozruSuji proteiny nezbytné pro
normalni funkci burfiky. Mnoho narodovych bunék produkuje inhibitory proteinu
spoustéjicich apoptozu, coz vede k nekontrolovanému mnozeni bunék a vzniku
nadoroveho bujeni. Proto se nékteré studie zaméfily na hledani latek, které by
v téchto burikach aktivovaly kaspasy a indukovaly tak apoptdézu. Vhodnymi
derivaty chalkond se vtomto pfipadé ukazaly: 1-[2,5-bis(2,2,2-
trifluorethoxy)fenyl]-3-fenylpropenony (11 a 12).°

CF, O O CF3/\O o
7T T
CFs NO,
C:F3\/O CF3\/O
11 12

Také butein (13), chalkon izolovany z rostliny Rhus verniciflua, ktera je
v oblasti vychodni Asie tradicné pouzivana pro léCbu bolesti, trombotickych
onemocnéni, gastritidy, rakoviny zaludku a parasitickych infekci, ma schopnost

aktivovat kaspasy a indukovat apoptdézu nadorovych bunék.

13 butein
V dalSich studiich se ukazalo, zZe toto neni jediny mechanismus ucinku, kterym

butein ptsobi.t’
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2.3.3 Cévni zasobeni nadoru

Ruzna rychlost rustu nadorl souvisi s rdznym krevnim zasobenim,
imunologickym dozorem, rustovymi faktory a dal$imi Ciniteli. Bohata kapilarni sit
velkych nadord mlze zatéZzovat krevni ob&h a vést ke zvySeni minutového
srdecniho vydeje.

Nadorova tkan je charakteristicka zvySenou spotfebou glukosy vedouci
k hypoglykémii s naslednym vyplavenim katecholamint a kortizolu. V kone¢ném
disledku dojde k odbouravani tukd a bilkovin. Anaerobni glykolyza nadorovych
bun&k mlze vyvolat laktatovou acidézu.'®

Proces tvorby novych kapilar se nazyva angiogeneze a jeji inhibice
v nadorove tkani je atraktivnim cilem pfi hledani novych ucinnych latek pro terapii

rakoviny.”

2.3.3.1 Kolchicin a kombretastatin A-4

Kombretastatiny jsou skupinou latek izolovanych z jihoafrické rostliny
Combretum caffrum. Jako neju€inngjSi se ukazal kombretastatin A-4 (15), ktery
se vaze na tubulin, resp. na kolchicinové vazebné misto tubulinu a tim narusuje
bunécny cyklus. Kromé toho se ukazalo, ze jak kolchicin (14), tak kombretastatin
A-4 (15) jsou schopny pFerusit cévni zasobeni v solidnim nadoru bez ovlivnéni
normalnich cév, a to opét vazbou na tubulin.

Mikrotubuly jsou nezbytné dulezité pro zachovani tvaru burky, napf.
podlouhlého tvaru endotelialnich bunék cév. Pfi plsobeni vySe zminénych latek
dojde k naruSeni funkce mikrotubult a endotelialni buriky se zaobluji a zatahuji
a v pomérné kratké dobé zablokuji pratok krve do cév zasobujicich nador. Ten
,vyhladovi“, nebot nema pfisun kysliku a zivin a jeho jednotlivé burky zanou
odumirat.

Pfi hledani a syntéze latek s podobnym ucinkem se vychazelo z toho, ze
jak kolchicin (14), tak kombretastatin A-4 (15) obsahuiji trimethoxyfenylovy kruh.

15
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Z fady pfipravenych derivatd chalkonu s trimethoxyfenylovym kruhem se jako
potencialni inhibitory angiogeneze ukazaly nasledujici latky (16 a 17). Sloucenina
(16) ma dokonce nékolikanasobné vétsi potencial ovlivnéni mikrotubultd nez
kolchicin(14).*

16 17

2.3.3.2 Xanthoangelol a 4-hydroxyderricin

Japonska rostlina Angelica keiskei je vyuzivana pro své diuretické
a laxativni u€inky a dale jako analeptikum a galaktagogum. Zda je také ucinnym
profylaktikem proti koronarnim onemocnénim, hypertenzi a rakoviné neni zatim
dokazano.

Z kofene této rostliny byly izolovany jako hlavni komponenty dva derivaty
chalkonu, xanthoangelol a 4-hydroxyderricin (18). Svym mechanismem ucinku

patfi do této kapitoly jen xanthoangelol, ktery by diky své schopnosti branit

16



neovaskularizaci mohl byt vyuzZit nejen k terapii nadorového onemocnéni, ale
také jako latka branici vzniku metastaz.

4-Hydroxyderricin pusobi také protinadorové a antimetastaticky, ale tim,
Ze brani redukci poctu lymfocytd a NK bunék v okoli nadoru.

Rozdil v mechanismu pusobeni téchto dvou latek je pfipisovan rozdilnému
postrannimu fetézci. Tato skuteCnost vSak zatim prokazana nebyla a k jejimu

objasnéni jsou tfeba dalsi studie.*®

Xanthoangelol: R,= OH, R,= = Z

4-hydroxyderricin: R;= OCHj;, R,= /\)\

18
2.3.3.3 Dalsi derivaty chalkonu inhibujici angiogenezi

Selektivni cytotoxicita proti bunéEnym liniim endotelialnich bunék byla
prokazana iu nékterych zastupcu 1-(2,5-dihydroxyfenyl)-3-fenylpropenonu.
Nejaktivnéjsi byla tato sloucenina: 1-(2,5-dihydroxyfenyl)-3-(2-
chlorfenyl)propenon (19).°

OH O
oASs
Cl
OH
19
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2.3.4 Inhibitory tyrosinkinasy

Tyrosinkinasy jsou velkou rodinou enzymu hrajici vyznamnou roli
vregulaci mnoha dulezitych bunécnych procesd, jako jsou bunécny rist,
diferenciace a smrt bunék. Neregulovana tyrosinkinasova aktivita je Casto
pritomna u nadord, diabetu, aterosklerosy, psoriasy a zanétlivych reakci
organismu. VSechny tyto enzymy katalyzuji pFfenos fosfatu z ATP na
hydroxylovou funkéni skupinu tyrosinového zbytku proteinového substratu.*

Poté, co se potvrdilo, Ze hyperaktivita tyrosinkinasy provazi fadu
onemocnéni, staly se latky inhibujici jeji Cinnost pfedmétem zajmu. Nékteré
slou€eniny izolované =z pfirodnich zdroji maji schopnost inhibovat
tyrosinkinasovou aktivitu. Tyto slou€eniny samotné, stejné jako mnohé jejich

prekurzory mohou byt pfedlohou pro pfipravu daleko selektivnéjSich inhibitora.

2.3.4.1 Struktura tyrosinkinasy

Proteintyrosinkinasa existuje ve dvou hlavnich formach, jako receptorova
kinasa a cytoplasmaticka, nebo-li nereceptorova kinasa.

Receptor obsahuje tfi domény, extracelularni, ktera vaze rastovy faktor,
transmembranovou, jejiz ulohou je ukotvit receptor v membrané a intracelularni
kinasovou.

Na rozdil od receptorové tyrosinkinasy je cytoplasmaticka tyrosikinasa
lokalizovana v cytoplazmé nebo v jadfe bunky, popfipadé je ukotvena na vnitfni

vrstvu plazmatické membrany.

2.3.4.2 Potencialni inhibitory ze skupiny chalkont

Inhibitory tyrosinkinasy mohou byt zaméfeny dvéma zpusoby. Jako
substraty vazebného mista pro ATP nebo proteinu. Pfiemz pro selektivitu
k jednotlivym kinasam je samozifejmé& vyhodné&jSi druha moznost, nebot
vazebné misto pro ATP je stejné pro vSechny kinasy.

Chalkony se ukazaly jako ucinné inhibitory EGFR (receptor pro
epidermalni rastovy faktor), pfedevSim butein (13), marein a floretin (20). Butein

(13), zminény jiz jako induktor apoptdzy, je specifickym inhibitorem EGFR
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v burikach jaterniho karcinomu, marein a floretin (20) byly vici témto burikam

neaktivni.

Po bliz§im prozkoumani vztahu mezi strukturou a ucinkem téchto

slougenin se jako dlllezita ukazala hydroxylace na obou kruzich v poloze 4.%°

OH O

¢
HO OH R

Floretin: R=H
Marein: R= OH

20

DMU-135 (1-(3,4,5-trimethoxyfenyl)-3-(3,4-methylendioxyfenyl)propenon)
je proléCivem, které se v organismu, resp. v nadorové tkani rozklada pusobenim
enzymu CYP1B1 na aktivni metabolit DMU-117 (21). Tento derivat chalkonu

inhibuje aZ 30 % celkové buné&né tyrosinkinasové aktivity.*

| O

O ! = ! OH

O| OH
/O

21
2.3.5 Hormon dependentni nadory
Je dokazano, ze rust nékterych nadorl je podporovan endogennimi
hormony. Pouziti latek, které pusobi na receptory pfisluSnych hormond nebo

ovlivhuji enzymy nezbytné k jejich syntéze, je jednou z moznosti terapie téchto

typla nadoru. | v této oblasti jsou pfedmétem zkoumani chalkony.
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Nékteré derivaty chalkonu vykazuji vysokou afinitu k estrogennimu
receptoru typu Il a antiproliferativni ucinky. Isogemichalkon (21), jeho
demethoxylovany derivat a chalkon substituovany na jadife A prenylem inhibuji
aromatasu, enzym katalyzujici posledni krok syntézy estrogenu. Tyto latky by

mohly hrat velmi vyznamnou roli v terapii rakoviny prsu.

HO
\O =

OH O

T
HO OH

21 isogemichalkon

U benigni hyperplazie prostaty je obvykle zvySené mnozstvi
dihydrotestosteronu. Ten vznikd pfeménou testosteronu za ucasti
steroid-5a-reduktasy. Jako potencionalni inhibitor tohoto enzymu se ukazal
chalkon 22 izolovany z rostliny Artocarpus incisus. K aktivité této latky zfejmé
pfispiva i geranylovy substituent, nebot nesubstituovany derivat vykazoval

o polovinu niz§i aktivitu.®

22
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Xanthohumol, chalkon izolovany zchmele (Humulus Ilupulus), byl
predmétem zajmu v mnoha studiich. Ukazalo se, Zze ma pomérné Siroké
spektrum mechanismu ucinku na ranna i pokrocila stadia karcinogeneze.

Pfi zkoumani jeho vlivu na karcinom S§titné Zlazy se zjistilo, Ze
xanthohumol zvySuje vstfebavani jodu, resp. jodidového aniontu, coZz by mohlo
mit znaény pFinos pro radioterapii jodem u karcinomu §titné Zlazy nebo prsu.

Jod je dulezitym prvkem pro biosyntézu hormonu S&titné Zlazy, tyroxinu
a trijodtyroninu. Do folikularnich bunék je transportovan pomoci sodno-
jodidového prenaseCe. Tento prenaseC zprostfedkovava symport jednoho

jodidového aniontu s dvémi sodnymi kationty.??

2.4 Chalkon jako inhibitor proliferace

Nejen derivaty chalkonu, ale také jejich vychozi struktura (1,3-
difenylprop-2-en-1-on, 1) je pfedmétem zamu pfi hledani ucinnych
antiproliferativnich latek k terapii rakoviny prsu, ktera je po rakoviné klze
nejrozsifenéjSim typem rakoviny mezi zenami.”

PFi zkoumani mechanismu ucinku se zjistilo, Ze chalkon inhiboval rust
nadorovych bunék dvou testovanych bunécnych linii, a to MCF-7 a MDA-MB-
231 prerusenim bunécného cyklu.

Jeho dalSi schopnosti je vyvolat apoptézu. Nebyl zjistén vyznamny vliv
chalkonu na expresi p53, ale ukazalo se, Zze aktivuje kaspasy a tim spousti

proces programované smrti buriky.??
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Syntéza chalkonu

3.1.1 Charakteristika pouzitych metod

Jako vychozi surovina pro syntézy byl pouzivan komeréné dostupny
pyrazin-2-karbonitril (Aldrich) a 4-brombenzaldehyd (Fluka). Diethylether pro
Grignardovu reakci byl susen 24hodinovym stanim nad hydroxidem draselnym,
nasledné 24hodinovym stanim nad sodikem a poté byl pfedestilovan. Bezvody
ethanol byl ziskan vysuSenim nad molekulovymi sity a pfedestilovanim. Ostatni
rozpoustédla byla pouzita v kvalité dodané vyrobcem.

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na Silufolu UV 254
(Kavalier Votice). Charakter stacionarni a sloZzeni mobilni faze u sloupcovych
chromatografii je vzdy uvedeno u jednotlivych latek.

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

Teploty tani byly stanoveny na mikrovyhfevném bloku podle Bodetia
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 vinodty jsou uvedeny v cm™.

'H-NMR a ®*C-NMR spektra byla métena na pistroji VARIAN Mercury-Vx
BB 300. Chemické posuny jsou uvadény jako hodnoty é v ppm a jsou nepfimo
vztazeny k tetramethylsilanu pres signal rozpoustédla (7,26 pro *H a 77,0 pro
13C v CDCly).
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3.1.2 Priprava alkylovanych pyrazin-2-karbonitrilQ

Obecny postup:

Ny _-CN AgNO, Ny _-CN
| + RCOOH - |
N/ (NH4)25208 R N/

Pyrazin-2-karbonitril (0,1 mol) byl rozpustén v 300 ml vody zahfaté na

80°C. Ktomuto roztoku byl pfidan dusi¢nan stfibrny (0,01 mol) a pfisludna
kyselina (0,1 mol). Za michani byl pfikapan roztok peroxodisiranu amonného
(0,08 mol) ve vodé (70 ml). Teplota byla udrZzovana v rozmezi 75 — 80°C a smés
byla hodinu michana. Zchladla smés byla poté zalkalizovana 10% roztokem
hydroxidu sodného na pH 9 — 10 a kontinualné extrahovana diethyletherem.
Etherovy vytfepek byl vysuSen bezvodym siranem sodnym, naadsorbovan na
silikagel a podroben déleni na sloupci (Silikagel 60 Fluka (0,063 — 0,2 mm),

500 g) za pouziti soustavy lékafsky benzin — ethyl-acetat v poméru 8:2.

5-propylpyrazin-2-karbonitril

N CN
N

/\)I/j/
N

Pfi syntéze bylo pouzito 8,81 g kyseliny maselné.
Sumarni vzorec: CgHgN3

Molekulova hmotnost: 147,18

Vzhled: nazloutla kapalna latka

Vytézek: 7,4 g (50 %)

Identita latky byla ovéfena pomoci TLC podle dfive pfipraveného standardu.?*
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3.1.3 Priprava acetylpyrazini

Obecny postup:

o)
N. _CN N
/[ \j/ CH,Mgl /[ X
—
R N R™ N

K methylmagnesiumjodidu (0,3 mol) v 200 ml absolutniho diethyletheru

byl za michani pfi teploté —10 az +10°C pfikapan roztok nitrilu (0,128 mol) v 50
ml absolutniho diethyletheru. Smés byla pfi této teploté michana 1 hodinu a pak
byla rozloZzena opatrnym vylitim na led. VylouCena srazenina byla Castecné
rozpusténa pfidanim 50 ml kyseliny chlorovodikové ziedéné objemové 1:1
asmeés byla kontinualné extrahovana diethyletherem. Etherovy extrakt byl
vysuSen bezvodym siranem sodnym a ether byl vakuové oddestilovan na

rotacni vakuové odparce. Produkt byl precCistén destilaci za snizeného tlaku.

5-propyl-2-acetylpyrazin

Sumarni vzorec: CgH12N,0

Molekulova hmotnost: 164,21

Vzhled: nazloutla kapalna latka

Teplota varu: 109 — 114 °C / 1,47 kPa (118 — 122 °C / 1,99 kPa %%
Vytézek: 7,11 g (68 %)
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5-pentyl-2-acetylpyrazin

Sumarni vzorec: C11H16N20

Molekulova hmotnost: 192,26

Vzhled: nazloutla kapalna latka

Teplota varu: 100 — 125 °C / 1,33 kPa (120 — 125 °C/1,33 kPa)
Vytézek: 0,85 g (14 %)

Identita obou latek byla ovéfena pomoci TLC pomoci dfive pfipraveného

standardu.?®
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3.1.4 Priprava 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)-3-(4-bromfenyl)prop-2-en-1-oni

Claisen-Schmidtovou kondenzaci

Obecny postup pripravy v prostredi pyridinu za katalyzy diethylaminem:

o) O CH,
N O
/[ \j/lkCHs (C,Hs),NH, pyridin Nm
J e -
RN 80-120°C RN Br
Br

Acetylpyrazin (0,015 mol) a 4-brombenzaldehyd (0,015 mol) byly
rozpustény v 6,6 ml pyridinu. Po pfidani diethylaminu (0,015mol) byla smés

zahfivana 1 hodinu na glycerinové lazni pfi teploté 80 — 120°C. Po zchladnuti
byla smés nalita do 300 ml ledové vody okyselené kyselinou octovou na pH 3
a ulozena na 24 hodin do lednice. Podle charakteru vyloucené latky (olej, pevna

latka) byl zvolen zpUsob &isténi finalniho produktu
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(E)-3-(4-Bromfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on (CH-0/2r)

N Br

Reak¢ni smés byla z vody vytfepana do diethyletheru a etherova vrstva
byla vysuSena bezvodym siranem sodnym. Smés byla naadsorbovana na
silikagel a podrobena sloupcové chromatografii. Cisté frakce byly poté

prekrystalovany z bezvodého ethanolu.

Podminky chromatografie:
stacionarni faze: 125 g Silpearlu pro TLC (regenerovany, desaktivovany 5 %
vody)

mobilni faze: Iékafsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/v)

Sumarni vzorec: C13H9BrN-O
Molekulova hmotnost: 289,13
Vzhled: Zluté krystaly
Teplota tani: 163 — 168 °C
Vytézek: 0,37 g (9 %)

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 54,00 3,14 9,69
Nalezeno 53,19 3,58 9,21
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IC spektrum (KBr): 2963, 2923 (C-H alif., valené&ni), 1671 (C=0, valenéni),
1605 (C=C, valenc¢ni)

'H NMR (300 MHz, CDCls5) & 9,37 (1H; d; J=1,5 Hz; H3"); 8,78 (1H; d; J=2,5 Hz;
H6"); 8,69 (1H; dd; J=2,5 Hz; J=1,5 Hz; H5"); 8,17 (1H; d; J=16,1 Hz; H3); 7,89
(1H; d; J=16,1 Hz; H2); 7,61-7,52 (4H; m; H2""; H3""; H5""; H6™")

13C NMR (75 MHz; CDCls) 5 188,4; 148,2; 147,6; 144,9; 144,2; 143,3; 133,6;
132,2;130,2; 125,3; 120,5
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(E)-3-(4-Bromfenyl)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (CH-1r)

N Br

Z vody vypadly krystaly, které byly 2x prekrystalovany z bezvodého
ethanolu.

Sumarni vzorec: C17H17BrN,O
Molekulova hmotnost: 345,24
Vzhled: Zluté krystaly

Teplota tani: 139 — 142 °C
Vytézek: 0,10 g (2 %)

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 59,14 4,96 8,11
Nalezeno 59,34 5,14 8,24

IC spektrum (KBr): 2959, 2903 (C-H alif., valené&ni), 1669 (C=0, valené&ni),
1603 (C=C, valencni)

'H NMR (300 MHz; CDCl3) 8 9,28 (1H; d; J=1,4 Hz; H3"); 8,73 (1H; d; J=1,4 Hz;
H6°); 8,17 (1H; d; J=16,1 Hz; H3); 7,87 (1H; d; J=16,1 Hz; H2); 7,62-7,51 (4H;
m; H2""; H3""; H5""; H6™"); 1,45 (9H; s; CHy)

13C NMR (75 MHz; CDCls) 5 188,5; 167,8; 145,6; 143,6; 143,3; 139,9; 133,8;
132,2; 130,2; 125,1; 120,9; 37,1; 29,7
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(E)-3-(4-Bromfenyl)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (CH-2r)

Latka byla pfipravena z 0,014 mol vychozich slou€enin. Z vody vypadly

krystaly, které byly 2x prekrystalovany z bezvodého ethanolu.

Sumarni vzorec: C17H17BrN,O
Molekulova hmotnost: 345,24
Vzhled: Zluté jehlicovité krystaly
Teplota tani: 109 — 111 °C
Vytézek: 0,14 g (3 %)

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 59,14 4,96 8,11
Nalezeno 58,96 5,12 8,21

IC spektrum (KBr): 2956, 2929, 2895, 2866 (C-H alif., valenéni), 1668 (C=0,
valenc¢ni), 1602 (C=C, valencni)

'H NMR (300 MHz; CDCl3) & 9,28 (1H:; d; J=1,4 Hz; H3"); 8,49 (1H; d; J=1,4

Hz; H6"); 8,17 (1H; d; J=16,1 Hz; H3); 7,87 (1H; d; J=16,1 Hz; H2); 7,61-7,51

(4H; m; H2""; H3""; H5""; H6™"); 2,79 (2H; d; J=6,9 Hz; CH,); 2,27-2,08 (1H; m;
CH); 0,97 (6H; d; J=6,9 Hz; CH53)

3C NMR (75 MHz; CDCls) & 188,4; 160,6; 146,0; 144,0; 143,8; 143,3; 133,7;

132,2;130,2; 125,2; 120,8; 44,7; 29,2; 22,3
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(E)-3-(4-Bromfenyl)-1-(5-butylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (CH-3r)

\/\)i N
| =
N Br

Latka byla pfipravena z 0,0125 mol vychozich slou€enin. Reakéni smés
byla z vody vytfepana do diethyletheru a etherova vrstva byla vysuSena
bezvodym siranem sodnym. Smés byla naadsorbovana na silikagel
a podrobena sloupcové chromatografii. Cisté frakce byly poté prekrystalovany

Z bezvodého ethanolu.

Podminky chromatografie:
stacionarni faze: 125 g Silpearlu pro TLC (regenerovany, desaktivovany 5 %
vody)

mobilni faze: I€ékafsky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)

Sumarni vzorec: C17H17BrN,O
Molekulova hmotnost: 345,24
Vzhled: Zluté krystaly

Teplota tani: 115 -116 °C
Vytézek: 0,12 g (3 %).

Elementarni analyza :

% C % H % N
Vypocteno 59,14 4,96 8,11
Nalezeno 59,05 5,33 8,40
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IC spektrum (KBr): 3050, 3007,3005 (C-H arom., valenéni), 2956, 2930, 2871,
2858 (C-H alif., valenéni), 1669 (C=0, valen¢ni), 1606, 1600 (C=C, valencni.)
'H NMR (300 MHz; CDCl3) & 9,27 (1H: d; J=1,4 Hz; H3’); 8,52 (1H; d; J=1,4
Hz; H67); 8,16 (1H; d; J=16,2 Hz; H3); 7,87 (1H; d; J=16,2 Hz; H2); 7,62-7,51
(4H; m; H2""; H3""; H5""; H6™"); 2,92 (2H; t; J=7,5 Hz; CH>); 1,85-1,70 (2H; m;
CHy); 1,50-1,34 (2H; m; CHy); 0,96 (3H; t; J=7,5 Hz; CHy)

13C NMR (75 MHz; CDCls) 5 188,4; 161,5; 145,9; 144,1; 143,7; 142,8; 133,8;
132,2;130,2; 125,1; 120,9; 35,5; 31,4; 22,4; 138,8
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(E)-3-(4-Bromfenyl)-1-(5-propylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (CH-4r)

Reak¢ni smés byla z vody vytfepana do diethyletheru a etherova vrstva
byla vysuSena bezvodym siranem sodnym. Smés byla naadsorbovana na
silikagel a podrobena sloupcové chromatografii. Cisté frakce byly poté

prekrystalovany z bezvodého ethanolu.

Podminky chromatografie:
stacionarni faze: 125 g Silpearlu pro TLC (regenerovany, desaktivovany 5 %
vody)

mobilni faze: |€ékafsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/v)

Sumarni vzorec: C16H15BrN-O
Molekulova hmotnost: 331,21
Vzhled: Zluté krystaly

Teplota tani: 95 - 98 °C
Vytézek: 0,19 g (4 %)

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 58,02 4,56 8,46
Nalezeno 57,63 4,80 8,57
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IC spektrum (KBr): 3077, 3050, 3007 (C-H arom., valenéni), 2958, 2933, 2872
(C-H alif., valen¢ni), 1670 (C=0, valencni), 1606, 1600 (C=C, valencni)

'H NMR (300 MHz;CDCls) 5 9,7 (1H; d; J=1,4 Hz; H3"); 8,52 (1H; d; J=1,4 Hz;
H6"); 8,16 (1H; d; J=15,9 Hz; H3); 7,87 (1H; d; J=15,9 Hz; H2); 7,61-7,51 (4H,;
m; H2""; H3""; H5™"; H6™"); 2,90 (2H; d; J=7,6 Hz; CH;); 1,91-1,75 (1H; m; CHy);
1,01 (3H; t; J=7,6 Hz; CHj3)

13C NMR (75 MHz; CDCls) 5 188,4; 161,2; 146,0; 144,0; 143,7; 142,9; 133,8;
132,2;130,2; 125,1; 120,8; 37,7; 22,6; 13,8
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(E)-3-(4-Bromfenyl)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (CH-10r)

N Br

Reak¢ni smés byla z vody vytfepana do diethyletheru a etherova vrstva
byla vysuSena bezvodym siranem sodnym. Smés byla naadsorbovana na
silikagel a opakované podrobena sloupcové chromatografii. Cisté frakce byly

poté prekrystalovany z bezvodého ethanolu.

Podminky 1. chromatografie:

stacionarni faze: 125 g Silpearlu pro TLC (regenerovany, desaktivovany 5 %
vody)

mobilni faze: Iékafsky benzin + ethyl-acetat 8 : 2 (v/v)

Podminky 2. chromatografie:

stacionarni faze: 30 g Silpearlu pro TLC (regenerovany, desaktivovany 5 %
vody)

mobilni faze: Iékafsky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)

Sumarni vzorec: C15H15BrN,O
Molekulova hmotnost: 331,21
Vzhled: Zluté jehlicovité krystaly
Teplota tani: 106 — 108 °C
Vytézek: 0,19 g (4 %)

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 58,02 4,56 8,46
Nalezeno 57,92 4,75 8,52
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IC spektrum (KBr): 3069, 3038 (C-H arom., valenéni), 2972,2930, 2867 (C-H
alif., valencni), 1667 (C=0, valencni), 1600 (C=C, valencni)

'H NMR (300 MHz; CDCl3) 8 9,27 (1H; d; J=1,5 Hz; H3"); 8,56 (1H; d; J=1,5 Hz;
H6"); 8,16 (1H; d; J=15,8 Hz; H3); 7,87 (1H; d; J=15,8 Hz; H2); 7,61-7,52 (4H,;
m; H2""; H3""; H5™"; H6™"); 3,31-3,15 (1H; m; CH); 1,38 (6H; d; J=7,0 Hz; CH3)
*C NMR (75 MHz; CDCl3) & 188,4; 165,8; 146,2; 143,9; 143,7; 141,5; 133,8;
132,2; 130,2; 125,1; 120,9; 34,3; 22,0
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(E)-3-(4-Bromfenyl)-1-(5-pentylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (CH-13r)

Latka byla pfipravena z 0,0043 mol vychozich slou€enin. Reakéni smés
byla z vody vytfepana do diethyletheru a etherova vrstva byla vysuSena
bezvodym siranem sodnym. Smés byla naadsorbovana na silikagel
a podrobena sloupcové chromatografii. Cisté frakce byly poté prekrystalovany z

bezvodého ethanolu.

Podminky chromatografie:
stacionarni faze: 75 g Silpearlu pro TLC (regenerovany, desaktivovany 5 %
vody)

mobilni faze: I€ékafsky benzin + ethyl-acetat 9 : 1 (v/v)

Sumarni vzorec: C1gH19BrN-O
Molekulova hmotnost: 359,27
Vzhled: Zluté krystaly

Teplota tani: 98 — 100 °C
Vytézek: 0,089 g (6 %)

Elementarni analyza:

% C % H % N
Vypocteno 60,18 5,33 7,80
Nalezeno 59,72 5,58 7,88
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IC spektrum (KBr): 2955, 2924, 2892, 2868, 2858 (C-H alif., valenéni), 1669
(C=0, valencni), 1603 (C=C, valentni)

'H NMR (300 MHz; CDCl3) 8 9,27 (1H; d; J=1,1 Hz; H3"); 8,52 (1H; d; J=1,1 Hz;
H6"); 8,16 (1H; d; J=16,2 Hz; H3); 7,87 (1H; d; J=16,2 Hz; H2); 7,62-7,51 (4H,;
m; H2""; H3""; H5™"; H6™"); 2,91 (2H; t; J=7,4 Hz; CHy); 1,87-1,71 (2H; m; CHy);
1,46-1,28 (4H; m; CHy); 0,90 (3H; t; J=7,4 Hz; CH3)

13C NMR (75 MHz; CDCls) 5 188,4; 161,5; 145,9; 144,1; 143,7; 142,8; 133,8;
132,2;130,2; 125,1; 120,9; 35,8; 31,4; 29,0; 22,4; 13,9
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3.2 Biologické hodnoceni

3.2.1Testovani antifungalni aktivity

Antifungalni hodnoceni chalkond bylo provadéno na Katedfe biologickych
a lékarskych véd Mgr. Marcelou Vejsovou.

In vitro antifungalni aktivita pfipravenych slou€enin byla testovana
mikrodiluéni bujonovou metodou na téchto 8 kmenech: Candida albicans ATCC
44859 (CA), Candida tropicalis 156 (CT), Candida krusei E28 (CK), Candida
glabrata 20/1 (CG), Trichosporon beigelii 1188 (TB), Aspergilus fumigatus 231
(AF), Absidia corymbifera 272 (AC) a Trichophyton mentagrophytes 445 (TM).
VSechny kmeny byly kultivovany na Sabouraudové pudé (SDA, Difco) a v tomto
meédiu byly dale udrZzovany pfi teploté 4 °C. Pfed testovanim byl kazdy kmen
naoCkovan na SDA a houbové inokulum bylo pfipraveno suspendovanim
kvasinek, konidii nebo sporangiospér ve sterilnim 0,85% roztoku NaCl. Hustota
bunék byla urena pomoci Blrkerovy komurky a byly tak pfipraveny zasobni
suspense 0 1,0 + 2,0 x 10°> CFU x ml™. Pouzité inokulum bylo ziskano zfed&nim
zasobniho roztoku testovacim meédiem v poméru 1 : 20.

Vzorky latek byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSQO) a antifungalni
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 pfipraven zaroven kontrolni vzorek. Kone¢na koncentrace DMSO
nepresahla 1 % (v/v) a neovliviovala pfirozeny rist hub. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) jsou definovany jako 80% inhibice rustu hub v porovnani
s kontrolnim vzorkem. MIC byly odeCitdny po 24 a 48 hodinach statické
inkubace pfi 35 °C. V pfipadé T. mentagrophytes byly MIC zaznamenany po 72
a 120 hodinach. Ketokonazol (Janssen Pharmaceutica) a flukonazol (Pfizer)

byly pouZity jako porovnavaci antimykotika..
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Antifungalni

aktivita 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)-3-(4-bromfenyl)prop-2-en-1-

on( vyjadrena jako MIC/MICgo (umolxI™):

Kmen CA CT CK | CG | TB AF AC | ™™
Doba 24h | 24h 24h | 24h | 24h | 24h 24h | 24h
inkubace 48h | 48h 48h | 48h | 48h | 48h 48h | 48 h
ketokonazol | 0,061 | 1,95 195 | 0,49 [0,061| 7,81 | 15,63 | 0,49
0,122 | 3,91 391 | 195 (0,222 | 7,81 | 31,25 | 1,95
flukonazol | 0,82 | 1,63 | 52,24 | 13,06 | 3,26 | >417,9 | >417,9 | 26,12
1,63 | >417,9 | 104,47 | 52,24 | 6,53 | >417,9 | >417,9 | 52,24
CH-0/2-r 15,62 | 31,25 | 32,6 |>125|>125| 125 >125 3,9
31,25 | 125 >125 | >125 | >125 | >125 | >125 7,8
CH-1r >250 | >250 |[>250 |>250 |>250 |>250 |>250 >250
>250 | >250 |[>250 |>250 |>250 |>250 |>250 >250
CH-2r >500 | >500 >500 |>500 |>500 |>500 >500 >500
>500 | >500 |[>500 |>500 |>500 |>500 |>500 >500
CH-3r >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
>250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250
CH-4r >500 | >500 |>500 |>500 |>500 |>500 >500 | 62,5
>500 | >500 |>500 |>500 |>500 |>500 >500 | 125
CH-10r >500 | >500 |>500 |>500 |>500 |>500 >500 | 31,25
>500 | >500 |>500 |>500 |>500 |>500 >500 | 62,5
CH-13r >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 >250 | >250
>250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250

40



4. DISKUSE

Cilem této diplomové prace, ktera navazuje na pfechozi prace
vypracované na katedfe?®%’, bylo pfipravit sérii potencialnich lé&iv ze skupiny
chalkonu. Jednalo se o bromované derivaty pyrazinovych analogl chalkonu
ruzné alkylované na kruhu A v poloze 5. Dfive pfipravené chlorované derivaty
byly $patné rozpustné v DMSO, coz zt&Zovalo hodnoceni antifungalni aktivity.?®

Pro syntézu nékterych finalnich latek bylo nutno pfipravit takeé
meziprodukty, a to alkylovany karbonitril a acetylpyraziny, jejichz identita byla
ovéfena porovnanim se standardem pfipravenym dfive. Ostatni meziprodukty
byly na katedfe k dispozici.?**

Derivaty chalkont byly pfipraveny Claisen-Schmidtovou kondenzaci,
metodou, ktera je na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv pouzivana
jiz dlouhodobé. Vytézky nékterych surovych latek se pohybovaly okolo 50 %
teoretického vytéZku, po krystalizaci byly vrozmezi 2 — 9 % teoretického
vytéZku, coz mohlo byt zpusobeno také opakovanym chromatografickym
délenim. Jejich Cistota byla ovéfena tenkovrstvou chromatografii a elementarni
analyzou s odchylkou do 0,5 % vypocteného procentualniho zastoupeni prvkd.
Charakterizovany byly teplotou tani, IC a NMR spektry. Ve vSech pfipadech se
jednalo o E-isomery. Tyto derivaty nebyly dosud v literatufe popsany.

VétSi odchylka v Cistoté se objevila u nealkylovaného derivatu, proto byla
syntéza opakovana, ale ani poté nevyhovovala ve vSech parametrech
elementarni analyzy. Odchylka v procentualnim zastoupeni uhliku Cinila 0,81%
od vypoctené hodnoty.

VSechny pfipravené derivaty chalkonu byly hodnoceny na antifungaini
aktivitu. VétSina derivatl vykazovala jen velmi slabou aktivitu. Proti
Trichophyton mentagrophytes se jako stfedné ucinny ukazal derivat s propylem
a isopropylem. Paradoxné nejucinnéjsi latkou celé série pyrazinovych analogu
byl pravé nealkylovany derivat, ktery vykazoval stfedni ucinnost proti kmenim
Candida albicans, Candida krusei a Candida tropicalis a u€inné inhiboval také
rust Trichophyton mentragrophytes. Je mozZzné, Ze na téchto inhibi¢nich

schopnostech se podileji pravé necistoty, které zde zlstaly po syntéze.
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5. ZAVER

Jako meziprodukty pro Claisen-Schmidtovu kondenzaci byly pfipraveny

tyto latky:

v 5-propylpyrazin-2-karbonitril
v 5-propyl-2-acetylpyrazin
v' 5-pentyl-2-acetylpyrazin

Claisen-Schmidtovou kondensaci byly pfipraveny tyto bromované

derivaty pyrazinovych analogl chalkond rizné alkylované na kruhu A:

(E)-3-(4-bromfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on
(E)-3-(4-bromfenyl)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on
(E)-3-(4-bromfenyl)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on
(E)-3-(4-bromfenyl)-1-(5-butylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on
(E)-3-(4-bromfenyl)-1-(5-propylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on
(E)-3-(4-bromfenyl)-1-(5-isopropylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on

NN N N NN

(E)-3-(4-bromfenyl)-1-(5-pentylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on

VySe uvedené derivaty chalkonl nebyly dosud v literatufe popsany.
VSechny chalkony byly otestovany na antifungalni aktivitu a nékteré byly
zaslany na antimykobakterialni hodnoceni do programu TAACF (Tuberculosis
Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility), ktery je soucasti National
Institute of Health (USA).
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6.PRILOHY

6.1 Priloha 1 Abstrakt diplomové prace

CHALKONY A JEJICH ANALOGY JAKO POTENCIALNI LECIVA
VIII.

Veronika Tyllova

Katedra farmaceutické chemie a kontory |éCiv, Univerzita Karlova v Praze,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Heyrovského 1203, 500 05

Hradec Kralové

V teoretické Casti diplomové prace jsou shrnuty antineoplastické ucinky
chalkontd. Jsou zde popsany mozné mechanismy pusobeni pfirodnich
i syntetickych derivatud chalkonu. Nékteré zasahuji do buné¢ného cyklu, jiné

spoustéji proces apoptdzy, ovliviuji ¢innost enzymu nebo funkci membran.

V ramci experimentalni ¢asti byly syntetizovany Claisen-Schmidtovou
kondenzaci pyrazinové analogy chalkonli substituované bromem. Byly
pfipraveny také nékteré meziprodukty ke kondenzaci. Celkem bylo pfipraveno 7
finalnich sloucenin, které dosud nebyly popsany v literatufe. VSechny produkty
byly charakterizovany teplotou tani, IC a NMR spektry. Cistota byla ovéfena

tenkovrstvou chromatografii a elementarni analyzou.

Latky byly testovany na vybrané druhy hub a nékteré byly zaslany na

antimykobakterialni hodnoceni.
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6.2 Priloha 2 Abstract of the diploma thesis

CHALCONES AND THEIR ANALOGUES AS POTENTIAL DRUGS
VIII.

Veronika Tyllova

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control, Charles University
in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Heyrovského 1203, 500 05
Hradec Kralové, Czech Republic

In the theoretical part of this diploma thesis there are resumed
antineoplastic activities of chalcones. Possible mechanisms of effect of the
naturally occuring or synthetic chalcone derivatives are described there. Some
chalcones interfere with the cell cycle, other derivatives start up the apoptotic

process, influence the activity of enzymes or the function of membranes.

In the frame of the experimental part bromine substituted pyrazine
analogues of chalcone were synthetized by Claisen-Schmidt condensation.
There were prepared some of the intermediate products needed for the
condensation. Seven final compounds, that have not been described yet in
literature, were prepared. All the products were characterized by melting points,
IR and NMR spectra. Their purity was checked by thin-layer chromatography

and elemental analysis.

Compounds were tested on selected strains of fungi and some of them

have been sent to antimycobacterial evaluation.
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