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1. UVOD

Jednim z moznych piistupti k nalezeni nového 1éCiva je tzv. objevovani
ztracené¢ho. Pfi tomto pfistupu se studuji starSi prace ve snaze nalézt a vyuzit
takové poznatky, které v dobé publikovani nebyly a nemohly byt dostatecné
docenény [1]. Pokud se pfi studiu literatury zjisti, Zze néktera skupina sloucenin je
dobie prostudovéana po chemické strance, ale malo je zndmo o biologickych
ucincich téchto latek, je mozné tyto slouCeniny znovu pfipravit a podrobit
biologickému hodnoceni v testech zaloZzenych na novych biologickych a
biochemickych poznatcich. Mezi slouceniny, jejichz biologicky potencial nebyl
dosud pIn¢ prostudovan a docenén patii také derivaty rhodaninu [2].

Rhodanin (2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on) poprvé pfipravil Nencki v roce 1877
reakci amonium-thiokyanatu s kyselinou monochloroctovou. Pozdéji byly pro
jeho piipravu vypracovany i dal$i postupy [3]. V prvnich desetiletich 20. stoleti
byla ptipravena a chemicky charakterizovana celd fada derivati rhodaninu [4 —
14]. Pozornost byla vénovéna také moznostem otevieni rhodaninového kruhu za
vzniku odpovidajicich thiokyselin [15, 16] a odstranéni thioxo skupiny za vzniku
odpovidajicich derivata 1,3-thiazolidin-4-onu [17]. V roce 1922 popsal Granacher
nékolik vyznamnych pfemén kondenzaénich produkti karbonylovych sloucenin
s thodaninem a otevfel tak cestu k Sirokému syntetickému vyuziti thodaninu a
jeho derivatu [18]. Dulezitym piinosem bylo také podrobnéjsi prostudovani reakci
rhodaninu s ketony [19].

Metody vypracované v prvni poloving 20. stoleti a tésn€ po 2. sv€tové vélce jsou
dodnes Siroce vyuZzivany. Pokroky v oblasti chemickych a biologickych véd
umoziuji poznatky o rhodaninu a jeho derivatech nadéle zptesnovat. Objevuji se
nové modifikace klasickych  syntetickych  postupli, produkty jsou
charakterizovany pomoci spektralnich metod, pfipadné jsou vlastnosti
pfipravenych sloucenin studovany pomoci pocitatovych modeld, a jsou
publikovany nové poznatky o biologickych ucincich rhodaninovych derivata [2,

20 — 24]. Prispévkem k feseni této problematiky je i moje diplomova prace.



2. CIL PRACE

Studium derivati rhodaninu bylo na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly
1é¢iv zapocato v roce 2003. V ramci diplomové prace J. Dolezela [25] bylo
pfipraveno Sest 5-(1-pyrazin-2-ylethyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-ont (1) a
analogicky 5-(1-fenylethyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on (2) Syntéza téchto
sloucenin byla jiz publikovana formou plakatového sdé€leni [26]. Biologické
hodnoceni téchto sloucenin ukazalo, Ze jsou prakticky neaktivni jak
v antifungalnich, tak antimykobakteridlnich testech. Neaktivni byly 1 pfi studiu
vlivu na fotosyntetické procesy. To je patrné¢ zpisobeno pfitomnosti methylové
skupiny na exocyklické dvojné vazbé v poloze 5. U analogickych derivati

thiohydantoinu (3) bylo rovnéZz pozorovano vymizeni antimykobakterialni

G&innosti v piipadg, ze R? = methyl [27].
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1: R* = H, alkyl; R* = CH3

3: R' = fenyl; R* = H, CHs



Bylo proto rozhodnuto, ze nadale nebudou studovany kondenzac¢ni produkty
rhodaninu s ketony, ale s aldehydy. Ukolem mé diplomové prace je pfipravit

nekolik derivati tohoto typu a piedat je k biologickému hodnoceni.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Rhodaniny jako potencialni 1é¢iva

3.1.1 Antibakterialni ucinek

Vyvoj bakterialnich kment rezistentnich na soucasné antibiotika podnitil hledani
novych latek této farmakologické skupiny. Latky s antibakteralni aktivitou,
potencidlni antibiotika a chemoterapeutika, byly hledany a nalezeny také

u rhodaninovych derivata.

3.1.1.1 Inhibitory syntézy bunécné stény
Jednim 7z nejucinnéjSich mechanismt antibakteridlniho ucinku je poruseni
celistvosti bakteridlni bunééné stény. Ta se tak stdva Castym cilem zdsahu

potencialnich antibakterialnich 1éCiv.

a) Inhibitory enzymu MurC

Nezbytnou soucésti bunééné stény gramnegativnich i grampozitivnich bakterii je
peptidoglykan. Syntéza této pro bakterie esencialni slouceniny probihd ve ctyfech
krocich,ve kterych jsou aminokyselinové zbytky postupné navdzany na
uridindifosfo-N-acetylmuramovou kyselinu (UDP-MurNAc). Kazdy z téchto
kroki je katalyzovan enzymem z rodiny Mur-syntetas. Enzym UDP-N-
acetylmuramat/L-Alanin ligasa, ktery se Ucastni vzniku prvni peptidové vazby
mezi UDP-MurNAc a L-alaninem, je vysoce specificky a je pfitomen pouze
u Eubakterii. Tyto vlastnosti z n¢j ¢ini vhodné misto pro antibakteridlni zéasah.

Slibnymi inhibitory MurC se ukézaly benzylidenrhodaniny 4.

1
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2
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R

4: R = H, p-Cl-benzylsulfanyl, p-Cl-fenylsulfanyl, p-Cl-fenoxy; R? = H, fenoxy,
benzyloxy; R® = H, benzyliden; R* = NO,, benzyloxy



Ze Ctyficeti piipravenych benzylidenrhodaninii vykazalo schopnost inhibice
tohoto enzymu pouze pét. Ze vztahu struktury a ucéinku vyplyva, ze pro
antibakterialni ucinek je nezbytna volna NH skupina v poloze 3 rhodaninového
kruhu. Ta je patrné nutna k tvorbé vodikové vazby mezi danou latkou a aktivnim
mistem enzymu. Vysledky testii dale ukézaly, ze pfitomnost nitroskupiny na
benzylidenovém substituentu naopak pro Gcinek esencialni neni.

Kromé¢ inhibice vlastniho enzymu MurC byl u vSech pfipravenych derivati
hodnocen inhibi¢ni efekt proti intaktni bakterialni bunice. Ani jeden z péti
testovanych derivati nevykazal inhibi¢ni efekt proti gramnegativni Escherichia
coli. U tfech z nich byla objevena jen slaba inhibice grampozitivniho meticilin-

rezistentniho Staphylococcus aureus [28].

b) Inhibitory penicilin vazajicich proteinii (DD transpeptidas)

Zakladem peptidoglykanu je polysacharidovy fetézec tvofeny
N-acetylglukosaminem a N-acetylmuramovou kyselinou, ke které je pfipojen
polypeptidovy fetézec zakonceny dvéma aminokyselinama D-alanyl-D-alaninem.
Kompaktni bariéra vznikéd odstépenim termindlniho D-alaninu a napojenim zbytku
polypeptidového fetézce na fetézec sousedniho peptidoglykanu. Tuto reakci
(transpeptidaci) katalyzuje penicilin vazajici protein — PBP (penicilin binding
protein). Transpeptidace je vhodnym cilem antibakteridlnitho zasahu, nebot’
probiha na zevni stran€ cytoplazmatické membrany a je tak snadno pfistupna
pusobeni 1éciva. Navic je peptidoglykan specificky pro prokaryotni buiky.
Schopnost inhibovat aktivitu PBP byla objevena také u arylalkylidenrhodanint 5.

5: R'=Cl, CF3, H; R* = H, OC¢Hs; R®= oo ,MCOOH

Testovani byly podrobeny riizné typy PBP. Uginek potencialnich inhibitorti byl

hodnocen jako zbytkova hydrolyticka aktivita enzymu vici thiolesteru



Vv pritomnosti inhibitoru (50 pmol/l). V pfipadé enzymti PBP3 a PBP5
izolovanych z Escherichia coli byla zbytkova aktivita nizsi nez 20 %.

Enzym PBP2xS, produkt penicilin-senzitivniho druhu Streptococcus pneumoniae,
byl inhibovén tfemi ze Ctyi testovanych arylalkylidenrhodanini az z 95 %.
Uenzymu PBP2xR, produkovaného druhem Streptococcus pneumoniae
rezistentnim na penicilin, byly efektivni dva rhodaninové derivaty, avSak
k dosazeni 85% inhibice enzymové aktivity bylo nutné zvysit koncentraci téchto
latek dvojnasobné (tj. na 100 umol/l). Nizka afinita PBP2a, enzymu izolované¢ho
ze Staphylococcus aureus, je zodpovédna za rezistenci stafylokokokt vaci
B-laktamovym antibiotikim. I tento enzym byl vSak pisobenim testovanych latek
inhibovan. U nejacinnéjSich arylalkylidenrhodaninii byla hodnota 1Csq Spmol/l.
U vSech vyse uvedenych arylalkylidecrhodaninii byl také testovan vliv na
bunécny rist. Vysledky testd ukazaly, ze rhodaninové analogy jsou aktivni proti
nékolika grampozitivnim (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) a
gramnegativnim (Moraxella catarrhalis, Hemophilus influenzae) bakteriim.
Testované latky byly U¢inné i1 proti rezistentnim druhlim bakterii (meticilin-
rezistentni S. aureus - MRSA, vankomycin-rezistentni Entrococcus faecium
-VRE), kde lécba ampicilinem ¢i cefotaximem vyzaduje vysoké koncentrace nebo
je neuc¢inna. Tomu odpovidaji také hodnoty MIC téchto sloucenin, které jsou
oproti referenénim antibiotiklim nizké. Naproti tomu v pfipadé penicilin
rezistentniho Streptococcus pneumoniae, ktery je na ampicilin a cefotaxim citlivy,
jsou arylalkylidenrhodaniny prakticky neucinné. V ptipadé E. coli a penicilin-

senzitivniho kmenu S. pneumoniae byly rovnéz inaktivni [29].

3.1.1.2 Inhibitory p-laktamas tiidy C

Na zékladé chemické struktury rozezndvame Ctyfi tiidy PB-laktamas. Nejvétsi
vyznam maji enzymy tiidy A a C, nebot pfedevSim tyto podminuji vyvoj
bakterialni rezistence. Soucasn¢ dostupné inhibitory [-laktamas: kyselina
klavulanova, tazobaktam a sulbaktam inaktivuji nejbéznéji se vyskytujici
B-laktamasy tfidy A, ale v pfipadé B-laktamas tfidy C jsou neefektivni. Mozné
feseni absence inhibitort tiidy C skytaji arylalkylidenrhodaniny 6.

10



6: R* = fenyl, 2-OH-fenyl, 2-NO,-fenyl, 4-NO, fenyl aj.; R* = H, C;Hs
CH,COOH aj.

Tyto latky jsou schopné inhibovat jak B-laktamasy tfidy A, tak i C. Byla
pfipravena fada derivatd rhodaninu, které byly podrobeny testovani proti
B-laktamasam obou tfid, avSak s diirazem na selektivni inhibici tfidy C. Testy byly
provedeny na enzymech ziskanych izolaci z Enterobacter cloacae - enzym P99
(zastupce ttidy C) a z Escherichia coli - enzym TEM 1 (zastupce tfidy A). Ze
studia vztahu struktury a ucinku vyplyva, Ze nejselektivnéji vaci enzymu P99

pusobi slouceniny, které postradaji substituent na dusiku rhodaninového kruhu

(7).

7:R'= @ @,Q,QNOZ,VQ,V@NOZ

Antibakteridlni ucinek se pfitom stupfiuje navdzadnim nitroskupiny na
benzylidenovy substituent, pficemz latky s nitroskupinou v poloze para vykazuji
nékolikanasobné vyssi aktivitu néz tytéz latky s nitroskupinou v poloze ortho.
Néhradou benzenového kruhu v poloze 5 furanem byly ziskdny analogy z vyssi
aktivitou. 5-nitrofurany byly dokonce nejsilngjSimi inhibitory ze souboru
testovanych latek (ICsp = 0,45 uM). Prodlouzeni spojovaciho fetézce mezi
substituentem R! a rhodaninovym kruhem vede ke zvyseni inhibi¢ni aktivity.
Zajimavé je téZ zjisténi, Ze antibakterialni aktivita nasycenych sloucenin je vyssi

nez aktivita nenasycenych analogt [30].

11



3.1.1.3 Slouceniny puisobici neznamymi mechanismy

Antibakteridlni aktivita byla popsana u celé fady dalSich arylalkylidenrhodanind,
jejichz mechanismus ucinku nebyl podrobnéji studovan. Jako piiklad je mozno
uvést nasledujici slouceniny.

5-(5-nitrofurfuryliden)rhodaniny obecného vzorce 8 maji pomérné Siroké
spektrum antimikrobialniho u¢inku. Kromé antibakteridlniho, vykazuji téz ucinek

antifungalni a antiprotozoalni.

8:R=H, CH3, C2H5, CH,CH=CH,, C,H4OH, C6H5, p-Cl-C6H4CH2

Ve snaze nalézt optimalni strukturu vzhledem k antibakterialnimu G¢inku byla
pfipravena celd fada derivatd liSicich se povahou substituenti na dusiku a
spojovaciho fetézce mezi rhodaninovym a furanovym kruhem. Tyto latky byly
nasledné podrobeny testovani proti vybranym druhim bakterii (Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Salmonella typhi,
Pseudomonas aeruginosa). Z vysledka testt vyplyva, ze jednou z nejucinnéjsich
latek byl samotny 5-(5-nitrofurfuryliden)rhodanin (R = H). Alkylaci na N-3 doslo
k poklesu antibakterialni aktivity, pficemzZ oslabeni G¢innosti bylo tim vyraznéjsi,
¢im objemnéjsi byl substituent. Téz zavedeni hydrofilni skupiny do substituentu
mélo negativni dopad na uc¢inek. Naopak u N-fenylderivatu byla pozorovana
vysoka bakteriostatickd aktivita proti S. aureus a S. pyogenes. Vyznamné zvyseni
aktivity pfineslo vneseni vinylové skupiny do molekuly téchto latek. Ziskané
vinylogy, 5-(5-nitrofurylakryliden)rhodaniny 9, vykazaly silny antibakterialni
ucinek proti vSem testovanym bakteriim. I v této fadé bylo mozné pozorovat
snizeni ucinku substituci dusiku rhodaninového kruhu methylem. Nahradou
thioxoskupiny rhodaninového kruhu oxoskupinou doslo k vyznamnému zvyseni

&inku [31].

12



9:R=H, CH;

Néekteré  N-tetracetylglukopyranosylové  derivaty  5-arylalkylidenrhodanind,
studované jako potencidlni antivirotika, byly testovany také proti bakteriim.
Vesmés byly antibakterialné neaktivni. Vyjimku ptedstavuji pouze derivaty 5-[(5-
2-bromthienyl)methyliden]rhodaninu (10) a 5-(1-naftylmethyliden)rhodaninu
(11), které puisobi na S. aureus [32].

5-(2-hydroxybenzyliden)rhodanin (12) a 5-(2-hydroxynaftyliden)rhodanin (13)
pusobily predevsim proti S. faecalis a S. aureus [33].

OH
0
N
N—H
ST<
S
12 13
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3.1.2 Antifungalni Gcinek

V dusledku ristu populace imunodeficientnich osob doslo k prudkému vzestupu
incidence zivot ohrozujicich infekci vyvolanych houbami. Soucasné moznosti
1écby jsou vsak limitovany nezadoucimi ucinky (nefrotoxicitou) polyenii a
rezistenci nékterych druhti hub na azoly. Naléhava potfeba novych antifungalnich
1é¢iv a nasledny vyzkum vedly k objevu antifungalniho ucinku u rhodaninovych

derivati [34].

3.1.2.1 Inhibitory protein:manosyltransferasy 1

Vyznamnou slozkou bunééné stény mnohych patogennich hub jsou manoproteiny.
Ty propujéuji bunéénému povrchu vlastnosti dulezité pro interakce s hostitelem.
Pro biosyntézu téchto sloucenin jsou klicové enzymy z rodiny manosyltransferas.
Jedna se o membranové proteiny lokalizované v endoplasmatickém retikulu, které
katalyzuji ptenos inicidlniho manosového zbytku z dolicholfosfo-f-D-manosy na
serin/threoninové  zbytky. Delece genu  kodujictho enzym  protein:
manosyltransferasu (PMT1) mad za nésledek ztritu virulence daného
mikroorganismu. Latky inhibujici PMT1 by se tak v budoucnu mohly stat
vyznamnymi antifungalnimi léCivy.

Schopnost inhibovat aktivitu enzymu PMT1 byla objevena u latek odvozenych od
5-arylalkylidenrhodanin-3-octové kyseliny, respektive od jejiho
3,4-bis(benzyloxy) derivatu 14.

14
Utinek t&chto latek byl testovan in vitro jak na samotném enzymu, tak na

intaktnich buiikach Candida albicans. Z provedenych testd pak vyplynuly

14



pfislusné poznatky o vztahu struktury a 0U€inku. Substituci kruhu A doslo
K mirnému zvySeni inhibi¢ni aktivity, a to jak v pfipadé PMTI1, tak celkové
inhibice C. albicans, zatimco zavedeni téhoz substituentu na kruh B vedlo
Kk jejimu oslabeni. Substituce obou kruhti méla za nasledek ztratu aktivity.
Prodlouzeni fetézce mezi etherovym kyslikem a fenylem vedlo jen k malému
zvyseni inhibi¢ni aktivity viici PMT1. V piipadé latek z fenylethoxyskupinou (15)
vSak doslo ke znatelnému zesileni inhibi¢niho G¢inku proti C. albicans (ICso = 0,5
uM). Substituce kruhu A takto modifikovanych sloucenin nepfinesla vyznamnéjsi
zvySeni aktivity vuci enzymu PMTI, ale v piipadé C. albicans bylo zvySeni
inhibi¢niho G¢inku znaéné. Nejvyssi hodnoty (ICso = 0,05 uM) byly zaznamenany
u chlor- (16) a fluorderivatu (17).

15: X = H; 16: X =4-Cl; 17: X = 4-F

Substituci spojovaciho fetézce mezi etherovym kyslikem a fenylem se inhibi¢ni
ucinek dale vyrazné¢ stupnioval. Zajimava je skuteCnost, Ze slouceniny
s nepolarnimi substituenty vykazaly vyssi inhibi¢ni ucinek v piipadé C. albicans
nez proti PMT1. Naopak slouceniny s polarnimi substituenty byly silngjSimi
inhibitory PMT 1 nez C. albicans. Pfi¢inou je pravdépodobné lepsi membranova
prostupnost nepolarnich derivati.

Nezbytnost karboxymethylové skupiny vdzané na dusik rhodaninového kruhu pro

antifungalni ucinek byla potvrzena testovanim analogt s riznymi N-substituenty
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(karboxylova, esterova, amidovd skupina). Ani jeden znich nevykézal

antifungalni ucinek [34].

3.1.2.2 Slouceniny pusobici neznamymi mechanismy

Vyse uvedené derivaty 5-(5-nitro-2-furfuryliden)rhodaninu 8 vykazuji kromé
antibakteridlniho téz antifungdlni a antiprotozodlni Uc¢inek. Zatimco
u antibakterialniho ucinku byla ziejma urcéita zavislost mezi charakterem
N-substituentd a UCinkem, v pfipad¢ antifungélni aktivity nebyla pozorovéana
zadna souvislost. Nepolarni slouceniny, stejn¢ jako polarnéjsi derivaty, vykazaly
vysokou aktivitu vaéi C. albicans, nékteré dokonce vyssi nez amfotericin B.
Vinylové analogy, 5—(5-nitro-2-furylakryliden)rhodaniny 9, se rovnéz ukazaly
jako vyznamné antifungdlni latky s vyjimkou N-methylovanych derivati,
u kterych doslo k poklesu aktivity.

Néhrada thiokarbonylové skupiny oxoskupinou a nasledné zavedeni methyl- ¢i
p-chlorbenzyl substituentu na dusik rhodaninového kruhu vedlo k latkdm se
silnéSim antifungélnim u¢inkem (MIC = 0,7 a 0,15 pg/ml) nez mé4 amfotericin B
(MIC = 5 ug/ml). Nitroskupina je pro ucinek nezbytna, nebot’ pfipravené 5—(2-
furfuryliden)rhodaniny byly inaktivni [31].

Kondenzaéni produkty N-substituovanych rhodaninti s thiazolo-2-thiony (18)
nebo thiazolo[4,5-d]pyrimidiny (19).

N 1
5 C,H,R

18: R = CH,CH=CHj, CsHs; R* = p-CHs, p-Cl; X = NH,, OC2Hs
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19: R = CH,CH=CHj, C¢Hs, m-CH3-CgH,; R' = H, CHs;
R? = H, CH3, N=CH-p-OCH3-CgHa4

CH,

Ob¢ skupiny latek byly testovany in vitro proti bakteriim (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Proteus vulgaris) a na houbach (Candida albicans, Aspergillus
niger, Penicillium sp.) a jejich u¢innosti porovnavany se standardnimi antibiotiky
a chemoterapeutiky (ampicilinem, klotrimazolem a streptomycinem). Vysledky
testli ukazaly nejvyrazné&jsi G¢inek proti houbam A. niger a Penicilinum sp., ale
I nejucinnéjsi z téchto latek, (thiazolopyrimidiny s allylovou skupinou v poloze 3
a thiazolopyrimidiny s p-methoxybenzylidenaminoskupinou v poloze 6), byly
petkrat méne ucinné nez standardni antimykotikum klotrimazol [35].

Latky s vyznamnym antifungalnim a insekticidnim G¢inkem byly nalezeny i ve

S\(S
NH
/

O
R

skupin€ derivatii aminorhodaninu.

20: R=H; 21: R=COCHz3; 22: R = COCgHs

Testovani bylo provedeno na Sesti druzich patogennich hub: Aspergillus niger,
Trichophyton mentagrophytes, Candida albicans, Hansenula anomala,
Penicillium expansum, Fusarium oxysporum. Aminorhodanin (20) byl G¢inny
vici péti z nich, pfiCemz nejsilngjsi aktivita byla zaznamenana proti A. niger
(MIC = 6,25 pg/ml). Jen v ptipadé F. oxysporum byl neaktivni. Na duleZitost
aminoskupiny lze usuzovat z hodnot MIC, které jsou u aminorhodaninu znatelné
nizs$i (MIC = 6,25 pg/ml) nez u rhodaninu (MIC = 200 — 800 pg/ml).
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Pripravou N-acetyl- (21) a N-benzoyl- (22) derivat doslo ke ztraté uéinku. Z toho
je zfejmé, ze pro antifungalni ucinek je dulezité, aby aminoskupina vazand na
dusik rhodaninového kruhu ziistala volna [36].

Antifungalni aktivitu vykazovaly také 5-(2-hydroxybenzyliden)rhodanin (12) a
5-(2-hydroxynaftyliden)rhodanin (13) zminéné v piedchazejici ¢asti (3.1.1.3).
Byly t¢inné hlavné vuci A. fumigatus [33].

3.1.3 Antivirovy ucinek

Rhodaniny maji schopnost inhibovat viry na zakladé riznych mechanismd.
Mohou inhibovat syntézu virovych proteinti nezbytnych pro stavbu virového
obalu nebo na zdklad¢ schopnosti vytvaret komplexy s ionty zeleza inhibovat
ribonukleosiddifosfatreduktasu, nebot’ ta vyzaduje ionty Zeleza jako kofaktor, a
znemoznovat tak syntézu DNA. Neni vylouceno, Ze rhodaniny by mohly ptisobit
I jako analogy purinovych bazi pii syntéze nukleovych kyselin.

Hydrolytické produkty rhodanint, a-sulfanylakrylové kyseliny, jsou schopné
inhibovat enzymy oznacované jako neuraminidasy, které ovliviiuji vstup viru do

hostitelské bunky a uvolnéni virovych ¢astic v ni [37].

3.1.3.1 Inhibitory proteasy viru hepatitidy C (HCV)

Virus hepatitidy C patii mezi RNA viry z ¢eledi Flaviviridae. Infekce timto virem
zapricinuje akutni a chronickou hepatitidu, jaterni cirh6zu a v nékterych ptipadech
téz hepatocelularni karcinom. Lécba interferony je u¢innd pouze u 25% pacientt.
Vysoké procento relapsii, vyznamné vedlejsi ucinky a vysoka cena, jez jsou
spojené s lécbou, se staly impulsem pro rozsahlé hleddni novych ucinnych
preparatt [37].

Jeden z moznych cilt terapeutického zasahu byl nalezen pfi sledovani sekvenci
genomu tohoto viru. Nestrukturdlni protein 3 (NS3), vykazujici serinproteasovou
aktivitu, hraje dileZitou roli v procesu §tépeni nestrukturalnich virovych proteind,
které jsou nezbytné pro replikaci viru [38]. Na zakladé provedenych testii bylo
zjisténo, ze nékteré arylalkylidenrhodaniny jsou schopny enzym NS3 inhibovat.

Priklady jsou uvedeny ve vzorcich 22, 23, 24.
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Soucasné byla testovana jejich inhibicni aktivita proti dvéma dal$im serinovym
proteasam — chymotrypsinu a plasminu, aby bylo moZné posoudit miru selektivity
jejich ucinku. Vétsina arylmethylidenrhodanini byla lep§imi inhibitory prave
téchto kontrolnich proteas [37, 38]. Vyrazné zlepSeni ve smyslu zvySeni
selektivity k NS3, ale i zesileni samotného tG¢inku, pfineslo zavedeni objemnych a

hydrofobnéjsich substituentii do molekuly [37]. Nejsilngjsi inhibici HCV proteasy
vykazala latka 22, nejselektivnéji pisobicim inhibitorem byla latka 23 [38].

3.1.3.2 Inhibitory HIV-1 integrasy

Soucasnd kombinovand terapie vyrazn€ =zlepSila vysledky 1é€by pacientd
infikovanych virem HIV-1, nebot dokézala sniZit mnozstvi viru na
nedetekovatelnou uroven. Problémem vSak nadale zustava eradikace tohoto viru,
ktery persistuje v latentni formé v pamétovych CD4" T-lymfocytech a rezistence
nekterych druhti viru k soucasné dostupnym léktim.

HIV-1 integrasa je enzym nezbytny pro replikaci viru, nebot katalyzuje zaclenéni

virové DNA do lidského genomu. Umoziuje tak stilou replikaci viru a tim
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chronickou infekci. Schopnost inhibovat HIV-1 integrasu byla pozorovana
u amidt 5-arylmethylidenrhodanin-3-alkanovych kyselin 24 [12].

Vyznamnou aktivitu vykazaly derivaty, u nichz byl na amidovy dusik vazan fenyl
substituovany v poloze 3 karboxylovou a v poloze 4 hydroxylovou skupinou,
respektive v poloze 3 hydroxylovou a v poloze 4 karboxylovou skupinou.
Hodnoty 1Csy zjisténé u téchto latek nepfesahly 44 puM. V piipadé fenylu
substituovaného pouze karboxylovou ¢i hydroxylovou skupinou, at’ uz v poloze 3
nebo 4, byly ptisluSné slou€eniny neaktivni (ICso > 100 uM) nebo vykazaly jen
velmi slaby ucinek (ICso = 84 — 98 uM). Silny inhibi¢ni efekt byl zaznamenan
u derivati s 5-nitro- nebo 5-chlor-2-hydroxyfenylem vazanym na amidovy dusik.
Nizké hodnoty ICsg téchto latek (20 puM, respektive 32 uM) naznaluji, Ze
elektronegativni substituenty pfispivaji ke zvySeni inhibi¢ni aktivity.

Aktivitu rovnéZ vyznamné ovliviiuje charakter substituentu R?, Silny inhibi¢ni
efekt byl zaznamenan u sloucenin, kde R2 = 4-ethylfenyl, 4-ethoxyfenyl,
3,4-dioxymethylenfenyl a 2-thienyl [39].

3.1.3.3 Inhibitory neuraminidasy

Neuraminidasa je enzym lokalizovany na povrchu viru chiipky. Selektivné
odstépuje terminalni ¢ast sialové kyseliny od cukerné slozky. Bylo zjiSténo, ze
virus chiipky se vaze na ¢ervené krvinky prostfednictvim zbytkl sialové kyseliny
V jeji bunééné membrané. Adsorpce viru je pak provazena aglutinaci erytrocytu.
Aby mohl byt virus z vazby na Cervené krvinky uvolnén, musi mit k dispozici

neuraminidasu. Uvolnény virus je pln¢ infek¢éni, schopny napadat dalsi buniky.
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Inhibitory neuraminidasy by mohly zabranovat myxoviru v desorpci z ochrannych
mukoproteintl, které se nachazeji na povrchu epitelu respiracniho traktu. Takové
latky by se pak mohly pouZzivat v terapii infekci vyvolanych myxoviry.

Inhibice  neuraminidasy  byla  pozorovana v pfitomnosti  B-fenyl-a-
sulfanylakrylovych kyselin 26, hydrolytickych produktli rhodaninG. Mohou se

vyskytovat v obou tautomernich formach, pficemz pievazuje enolforma.

_
COOH COOH

v Y
26: X = H, Cl, NO2, OH, COOH, N(CHs)z; Y = H, CI, NO,; Z = H, CI

Jejich afinita k neuraminidase je dana jejich podobnosti s pyrohroznovou
kyselinou, ktera je nezbytnou soucasti neuraminové kyseliny. Elektronegativni
substituent v poloze meta nebo para aromatického kruhu zvySuje wéinnost
pfislusné slouceniny. Nejucinngjsi inhibitory byly nalezeny mezi nitroderivaty
s nitroskupinou v poloze meta (ICso = 0,16 umol/ml) a s nitroskupinou v poloze

para (ICso = 0,14 umol/ml) [40].

3.1.4 Antituberkuloticky u¢inek

Mycobacterium tuberculosis je jednim z nejvyznamnéjsich bakterialnich ptvodct
lidskych infekénich onemocnéni. Z globalniho pohledu jsou zietelné rozdily
Vv incidenci tuberkulozy ve vyspélém svété a rozvojovych zemich. Zatimco ve
vyspélych zemich byla mortalita postupné eliminovéana, v rozvojovych zemich
zUstava incidence, stejné jako mortalita tuberkulézy vysokd a ma nadale
vzestupny charakter. Pfes zna¢nou snahu zlepsit epidemiologickou situaci plo§Snou
aktivni imunizaci, zlistava ze socioekonomickych divodi tuberkuldéza znacnou
hrozbou. OvSem také ve vyspé€lych zemich je otazka tuberkuldzy v disledku

migrace obyvatel z rozvojovych zemi stile aktudlni. Existence multirezistentnich
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kmend M. tuberculosis a nardst imunodeficientnich osob zna¢né zhorsuji celou
situaci. Hledani novych antituberkulotik se tak stdva nezbytnosti.

Prvni zminka o antimykobakteridlnim ptsobeni rhodaninovych derivati byla
publikovana v roce 1958. Studovany byly derivaty aminorhodaninu, protoze
3-amino-5-(4-pyridylmethyliden)rhodanin  (27) 1lze povazovat za vinylog
isoniazidu. Ze studovanych sloucenin mély nejvyhodnéjsi vlastnosti 3-[(2-
hydroxybenzyliden)amino]rhodanin (28) a 3-amino-5-(4-hydroxy-3-
methoxybenzyliden)rhodanin (29) [41] .
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Minimalni inhibi¢ni koncentrace 5-(2-hydroxybenzyliden)rhodaninu (12) a 5-(2-
hydroxynaftyliden)rhodaninu (13) vac¢i M. tuberculosis Hs;Rv byly 100 pg/ml a
98 ng/ml [33].

V posledni dobé jsou intenzivné studovany slouceniny zasahujici do syntézy
mykobakterialni stény. Bunéfna sténa M. tuberculosis sestava ze tfi typu
makromolekul. Vnéjsi ¢ast tvofi molekuly mykolové kyseliny, velké rozvétvené
mastné kyseliny, obsahujici 70 — 90 atomt uhliku. Na ni je esterovou vazbou

vazan arabinogalaktan (AG), polymer D-galaktofuranosy a D-arabinofuranosy.
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Arabinogalaktan je prostiednictvim disacharidu o-L-rhamnosyl-(1—3)-a-D-N-
acetylglukosaminosyl-1-fosfatu  spojen se zbytkem muramové kyseliny
peptidoglykanu, jez tvoii vnitini ¢ast bunécné stény. Toto strukturalni usporadani
bunécné stény naznacuje dulezitost rhamnosylovych zbytkii pro pfipojeni
arabinogalaktanu k peptidoglykanu, a tedy jejich esencialni roli v syntéze bunééné
stény M. tuberculosis. Enzymy, oznacované jako RmlA az RmlD, které
katalyzuji syntézu dTDP-L-rhamnosy z a-D-glukoso-1-fosfatu a dTTP, jsou proto
vhodnym cilem zésahu potencidlnich antituberkulotik. Dal§im vhodnym cilem
zasahu proti bakteridlnimu ristu by mohl byt enzym rhamnosyltransferasa, jez
vyuziva dTDP-L-rhamnosy jako substratu pro rhamnosylové zbytky pifenaSené
k arabinogalaktanu. Pfesto vSak ma cileni G¢inku smérem k inhibici enzymu
RmIA az Rm1D nékteré vyhody. Krystalova struktura téchto enzymii ziskanych
z bakterii je nejbliz§i enzymim Rml1A az Rm1D piitomnych v M. tuberculosis.
Dalsi vyhodou je, ze pro jeden z téchto enzymid — Rm1B — byly vypracovany
detailni studie jeho plisobeni.

Pti vyvoji biologického testu pro sledovani aktivity vySe zminénych enzymu bylo
testovano celkem 8000 rliznych sloucenin, z nichZ jedendct inhibibovalo pouzité
enzymy v 10uM koncentraci. Z téchto jedenacti obsahovaly tfi rhodaninovy kruh.
Dva zrhodaninovych derivati byly zcelého souboru hodnocenych latek
nejucinnéjsi a vykazaly inhibi¢ni aktivitu jak proti enzymim RmlB a Rml1D
(jeden dokonce i proti Rm1C), tak proti celé bufice M. tuberculosis (MIC = 64 a

16 pg/ml). Jejich piesna struktura neni v publikaci uvedena [42] .

3.1.5 Antimalaricky uc¢inek

Malarie je nejvaznéjSim parazitarnim onemocnénim tropického a subtropického
pasma. V disledku globéalniho oteplovani vSak mohou byt malarii ohrozeni i
obyvatelé mirného pasma. Situaci navic komplikuje rezistence plazmodii na
souasnd  chemoterapeutika. Hledani novych  antimalarik s odliSnym
mechanismem U¢inku se tak stava celosvétovou zalezitosti.

Antimalaricka aktivita byla in vitro objevena u rhodacyaninovych barviv,
konkrétné u latky MKT-077 (30). Tato sloucenina vykazala silnou antimalarickou

aktivitu proti erytrocytarnimu stadiu Plasmodium falciparum (ECso = 7.10° M) a

23



nizkou cytotoxicitu. Na zaklad¢ téchto poznatkil lze fici, Ze by mohla byt téméer
tak u¢inna jako tradini antimalarika chlorochin (ECso = 1,8.10% M) a chinin
(ECso = 1,1.10” M). Krom¢ antimalarického ucinku vykazuje tato sloucenina

antikarcinogenni uc¢inek [43].
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Rhodacyaninova barviva 31 se skladaji ze tii linearné spojenych heterocyklickych
kruhd, ptfi¢emz dva krajni heteroaromatické obklopuji prostfedni thiazolidinovy.
Jedna se o konjugované systémy slozené ze dvou odlisnych jednotek, neutralniho

merocyaninu a kationického cyaninu [43].

31: Rl = C2H5, CHzph, (CH2)4C02H; R2 = CH3, (CHg)on, (CH2)4C02H
R®=H, fenyl; R*= H nebo R®,R* = (CH).; X = CI, Br, OH

Antimalaricka aktivita téchto slouenin byla hodnocena in vitro proti
P. falciparum a jejich cytotoxicita testovana na mysich nadorovych bunkach
(FM3A). Selektivni cytotoxicita pak byla definovana na zdkladé poméru hodnot
ECso pro FM3A a ECs pro P. falciparum.

Velmi nizkd aktivita samotné merocyaninové slozky a slaba antimalaricka aktivita
samotné¢ho cyaninu (ECsp = 5,1.107 M) dokazaly, ze nezbytnou podminkou
vyznamnéj$iho antimalarického Gc€inku je pfitomnost vSech tfi heterocyklickych

kruhti v molekule.
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Bylo zjisténo, ze analog MKT-077, ktery ma na pyridinovém dusiku methyl, mé
vy$§i antimalarickou aktivitu (ECsg = 2,6.10°8 M) nez predlohova latka, jez ma na
dusiku pyridinového cyklu vazan ethyl. Barviva s pyridiniovym dusikem v poloze
4 jsou stejn¢ ucinna jako analogické derivaty s dusikem v poloze 2.

Cytotoxicitu téchto rhodacyaninovych barviv vyznamné ovliviiuje charakter
substituentu vdzaného na dusik thiazolidinového kruhu. Nahradou ethylu
methylem nebo benzylem doslo kvyraznému zvySeni toxicity, zatimco
antimalaricka aktivita jen mirn€ poklesla. Naopak N-allylrhodacyaniny vykazaly
nizkou toxicitu (ECsg = 1,2.10° M) a silny atimalaricky tc¢inek (ECsp = 1,2.10'8
M).

Utinnost rhodacyanovych barviv zasadné ovliviwji hydrofobné-hydrofilni
vlastnosti molekuly. Zavedeni hydrofilnich skupin ma za nésledek vyrazny pokles
antimalarického u¢inku. Pfitomnost hydrofobnich aromatickych zbytka
v molekule zapfi¢ifluje zvySeni cytotoxicity, antimalaricky ucinek vSak zlstava
nezménén. Z téchto poznatkd vyplyva, ze k dosazeni optimalniho antimalarického
ucinku je nutnd ur€itd rovnovaha mezi hydrofilitou a hydrofobicitou dané

molekuly [43].

3.1.6. Insekticidni ucinek

Jak jiz bylo zminéno, aminorhodaniny 20, 21 a 22 vykazuji vedle antifungalniho
ucinku 1 silny ucinek insekticidni. Testovani insekticidniho ucinku bylo
provedeno na dospélcich hmyzu Culex pipiens pallens a Musca domestica. Jako
pozitivni kontrola byl pouZit fenitrothion, ktery zptisobuje 100% thyn hmyzu jiz
v davce 0,008 pg/hmyziho jedince.
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Krom¢ aminorhodaninu (20), byly testovani podrobeny N-acetyl- (21) a
N-benzoyl- (22) derivaty a rhodanin. Nejsilnéjsi G¢inek z uvedenych sloucenin
vykézal aminorhodanin, i kdyZ mnohem slabsi nez fenitrothion. Naproti tomu ani
jeden z N-acylovanych derivati aminorhodaninu nebyl G¢inny, a to ani ve vysoké
davce 5,0 pg/hmyziho jedince. Tato skutecnost poukazuje na nezbytnost volné
aminoskupiny pro dany ucinek. Také rhodanin byl v davce 5,0 pg/hmyziho
jedince neucinny, z Cehoz lze usuzovat na to, jak dulezitd je piitomnost

aminoskupiny pro insekticidni ucinek [36].

3.1.7 Antikarcinogenni u¢inek

3.1.7.1 Inhibitory protein:tyrosinfosfatas (PTP)

Protein:tyrosinfosfatasy tvofi rodinu klicovych regulacnich enzymt, které
defosforyluji fosforylované tyrosinové zbytky v proteinovych substratech. Tyto
enzymy reguluji bunécné procesy zahrnujici rust, proliferaci, diferenciaci,
metabolismus, imunitni odpovéd’, mezibunéénou adhezi a komunikaci s matrix.
Porucha jejich funkce je spojena s riznymi onemocnénimi, napiiklad rakovinou,
neurologickymi chorobami, diabetem. Jejich inhibice by proto mohla vyznamné
napomoci 1écbé téchto onemocnéni. Mezi protein:tyrosinfosfatasy fadime jaterni
tyrosinfosfatasy (PRL-1, PRL-2, PRL-3) [44] a fosfatasy s dualni specifitou
(DSP) [45].

a) Inhibitory enzymu PRL-3

Enzym PRL-3 byl identifikovan jako enzym, ktery ma spojitost s tvorbou
metastaz. ZvySena exprese genu pro PRL-3 byla nalezena v transformujici se
lidské zarodecné bunce ledvin a v jaternich metastazach kolorektalniho
karcinomu. Dale bylo zjiSténo, Ze PRL proteiny podporuji pohyblivost buiiky,
invazivitu a vznik metastdz. Enzym PRL-3 tak neni pouze moznym
diagnostickym markerem, ale téz slibnym cilem terapeutického zasahu. Dosud je
znam pouze jediny inhibitor PRL enzyml s antikarcinogennim ucinkem —

pentamidin.
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Mezi rhodaninovymi derivaty vSak byly nalezeny latky schopné enzym PRL-3
inhibovat. Jedna se o arylmethylidenrhodaniny odvozené od salicylaldehydu 32 a
3-hydroxynaftalen-2-karbaldehydu 33.

32: R' = H, benzyl, 2-chlorbenzyl, 4-brombenzyl, 2-brombenzyl
R? = H, Br, fenyl, benzofuran-3-yl, benzo[b]thiofen-3-yl

33: R = benzyl, 4-fenylbenzyl, 2-chlor-6-fluorbenzyl

Ve skupiné salicylidenrhodaninti mé&l zakladni derivat (R* = H a R* = Br) ICso =
9,5 uM. Nahrada fenolické skupiny v poloze 2 benzyloxyskupinou vedla
K vyznamnému zvyseni inhibiéni aktivity (ICso = 3 pM). Chlorace nebo bromace
benzyloxyskupiny vedla k dalsimu zvySeni inhibi¢ni aktivity. Hodnota ICsy pro
2-chlorderivat byla 2,4 uM, v ptipadé analogu s 2-brombenzylem pak dokonce
0,9 uM, coz vypovida o témef 60nasobné silngj§im ucinku v porovnani
s pentamidinem jako referen¢ni latkou (ICso= 53,6 uM). Redukci dvojné vazby se
aktivita jen mir¢ snizila (ICsp = 4 uM). Néhradu bromu v poloze 5 benzofuran-3-
ylem (ICsp = 1,2 uM) a benzo[b]thiofen-3-ylem (ICso =0,9 uM) rovnéz vedla
k silné¢ ucinnym slouc¢enindm. Naopak nahrada bromu v poloze 5 vodikem,
N-methylace rhodaninového kruhu nebo zdména rhodaninového kruhu

thiazolidionem maji za nasledek ztratu ucinku.

27



Naftylidenrhodaniny vykdzaly ucinek srovnatelny se salicylidenrhodaniny.
Hodnoty ICsp derivatt naftylidenové fady se pohybovaly mezi 3,1 - 1,7 uM
Vv zavislosti na lipofilité substituentu R. Se vzrustajici lipofilitou substituentu R se
rovnéz zvysovala ucinnost prislusnych latek.

Ze znalosti struktury proteinu PRL-1 byly vyvozeny urcité obecné predpoklady
pro interakci rhodaninovych derivati s PRL proteiny. Anion vznikly disociaci
sklabé kysel¢ NH-skupiny rhodaninového kruhu napodobuje negativné nabité
substraty téchto enzymu a pravdépodobné tato ¢ast molekuly sméruje slouceninu
K uré¢ittmu mistu aktivniho centra enzymu obklopenému pozitivné nabitymi
skupinami aminokyselin. Proto N-methylace rhodaninového kruhu ma za nasledek
ztratu aktivity. Zjisténi, ze okoli aktivniho centra enzymu ma vysoce hydrofobni
charakter, odpovida poznatku, ze aktivita rhodaninovych derivatl se zvySuje se

vzrustajici hydrofobicitou substituentti v molekule [44].

b) Inhibitory enzymu JSP-1

Enzym JSP-1 se fadi mezi fosfatasy s dudlni specifitou (DSP), jez jsou podtiidou
protein:tyrosinfosfatas (PTP). Jejich nazev vyplyva =z jejich schopnosti
hydrolyzovat esterovou (fosfatovou) vazbu jak na tyrosinovém, tak i serinovém ¢i
threoninovém zbytku. Substratova specifita enzymu JSP-1 =zatim nebyla
objasnéna. Latky schopné inhibovat JSP-1 by vSak mohly poskytnout nové
moznosti 1é¢by riznych zanétlivych a proliferativnich onemocnéni.

Schopnost inhibovat enzym JSP-1 byla hodnocena u slouéenin obecného vzorce
34 a35.

34: R = fenyl, 2-karboxyfenyl, 3-

35: R = H, CH3;, OCHs, OH, NO,, F
karboxyfenyl, 4-karboxyfenyl
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Studie vztahu struktury a ucinku se soustfedily na modifikaci fenylu na N-3,
benzylidenového substituentu a samotného rhodaninového kruhu. Bylo zjisténo,
ze nezbytnou podminkou ucinku je pfitomnost kyselé funk¢ni skupiny na fenylu
vazaném na dusiku rhodaninového kruhu. V ptipadé nesplnéni tohoto pozadavku
vznikaji inaktivni slougeniny. Uginnost je vSak zna¢né zavisla téZ na poloze
kyselé funkéni skupiny. Slouceniny s karboxylovou skupinou v poloze meta jsou
tiikrat G¢inngjsi nez ty s karboxylovou skupinou v poloze para. Substituci ortho
polohy fenylu dochéazi k vyraznému zeslabeni az ztrat¢ inhibi¢ni aktivity, patrné
Vv dtsledku omezeni otacivosti kolem vazby C-N.

Naopak navazani karboxylové skupiny do jakékoli polohy benzylidenového
substituentu mé4 za nasledek ztratu u¢inku. Slou€eniny, v nichZ je benzyliden
substituovan slabymi elektron-akceptorovymi az elektron-donorovymi funkénimi
skupinami vykazuji jen mirny Géinek (ICso = 157 — 16 uM). Z hodnot ICs je
patrné, ze byly slab$imi inhibitory nez slouceniny obsahujici nesubstituovany
benzyliden (ICsp = 7 uM). Naproti tomu analogy se silnymi elektron-
akceptorovymi skupinami vykdazaly nejsilnéjsi inhibi¢ni ucinek. Ptikladem jsou
4 nitro- (ICsp= 2,6 uM) a 4-fluoranalogy (ICso= 1,3 uM).

Jakakoli obména heteroatomu rhodaninového kruhu vedla k latkam neschopnym

inhibice JSP-1 [45].

3.1.8 Jiné ucinky

Z ostatnich aktivit rthodaninovych derivati je zajimavé inhibi¢ni ptlisobeni na
kathepsin D. Kathepsin D je lysosomalni proteolyticky enzym patfici do rodiny
pepsinu. Je zapojen do mnoha chorobnych procest, napiiklad Alzheimerovy
choroby, nadorovych onemocnéni a destrukce kloubu. Studie ukazuji, ze za
urcitych okolnosti dochdzi plsobenim kathepsinu D k proteolytickému $tépeni
amyloidového prekurzorového proteinu (APP) na fragment, ktery tvofi
vyznamnou soucast senilnich plakii u Alzheimerovy nemoci. Tento poznatek
odpovida ndlezu zna¢né imunoreaktivity katepsinu D v senilnich placich
pfitomnych v mozku pacientd s Alzheimerovou chorobou. Nadprodukce
kathepsinu D nadorovymi buiikami by mohla byt zodpovédna za progresi

maligniho onemocnéni. Kathepsin D déle vykazuje fibrinolytickou aktivitu a
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ovliviiuje ucinky insulin-like growth faktoru (ICF) zménou struktury nebo funkce
insulin-like growth faktor binding proteinu 3.

Inhibi¢ni ucinek viici kathepsinu D byl objeven u rhodaninovych derivati 36 a 37.

2 3
R R o
o)
X
1 CH, NH
R S\\<

S
36: R'=CHjs, C¢Hs; R>=H, OH; R®*=H, C3H-

2 3
R R o
0
X
1 OCH, NH
R S«

S
37: R'=CHjs, C¢Hs; R*= H, OH; R*= H, C3H;

Nejucinngjsi inhibitory byly nalezeny ve skupin€ benzofenonovych derivati. Pro
ucinek je dale nezbytna pfitomnost hydroxylové skupiny, propylu a
rhodaninového kruhu. Pfevraceni spojovaciho fetézce mezi obéma benzenovymi
kruhy ma jen maly vliv na schopnost téchto slou¢enin inhibovat kathepsin D.

Rhodaniny byly studovany také jako potencialni 1é¢iva pro terapii a prevenci
poruch kostniho metabolismu. U zdravého Cclovéka jsou anabolické a
katabolické procesy probihajici v kostech v rovnovaze, tzn. aktivita osteoblastll a
osteoklasti je vyrovnand. Pokud vSak dojde k naruSeni této rovnovahy ve
prospéch osteoklastl ¢i neprospeéch osteoblastli, dochazi k redukci kostni hmoty a
nasledné k negativnim zménam struktury a funkce kosti. V soucasné dobé
pouzivané inhibitory resorpce kosti — estrogeny, kalcitonin, bifosfondty —
se pouzivaji pfedevsim v 1é¢bé poruch kostniho metabolismu. UZivani téchto latek

je vSak omezeno a navic nevykazuji pozadovany efekt u vSech pacientd.

30



Zjistilo se, ze derivaty rhodanin-3-karboxylové kyseliny 38 stimuluji
prostfednictvim receptoru pro parathormon syntézu cAMP a spoustéji tak kaskadu
déji vedouci k syntéze kostni hmoty. Mohly by se proto pouzivat zejména
K terapii onemocnéni, jejichz pfi¢inou je naruSena osteosyntéza, napiiklad
osteopordza nebo osteogenesis imperfekta. Lze je vSak podat téz lokalné
k podpofie regenerace kosti pii hojeni zlomenin a vhojovani kostnich implantatt ¢i
pseudoartroze. S ohledem na zminéné vlastnosti by mohly nalézt uplatnéni téz
Vv profylaxi osteoporozy. Dale by mohly byt indikovany k terapii revmatoidni

artritidy, osteoartritidy a degenerativni artrozy [47].

0 /(tz)a—Y
o

X
A S
W—(CHZ)q—(CR2:CR-1)m4< , S
R

38:m=0-8;,9g=0-8;a=0-4; A=jednoducha nebo dvojna vazba; R! = H,
alkyl; R? = H, alkyl; R® = H, alkyl; X = H, -(CH,),-COR* kdeb=0—-4; Y = H, -
COR?*, fenyl, indolyl; R4 = hydroxyl, alkoxy, dialkylamino; W = heterocyklicky
zbytek

Neopomenutelnym U¢inkem rhodaninovych derivati je jejich vliv na Zivotni
pochody rostlin. Jiz v roce 1973 byl patentovan 5-(5-barbituryliden)rhodanin (39)
jako algicidni latka [48].

e} S

39

Vyrazny inhibi¢ni vliv na tvorbu chlorofylu, kliceni a rist kofeni byl zaznamenan
i udalsich derivati rhodaninu, pfedev§im u rhodanin-3-octové kyseliny (40) a

aminorhodaninu (20). Podobné jako u antifungalniho a insekticidniho u¢inku doslo pfi
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substituci aminoskupiny acylem (21, 22) k vyraznému snizeni inhibi¢ni aktivity
[49, 50, 51].

Rhodaninové derivaty byly vyuzity i pfi studiu nyktinastie u rostlin celedi

Fabaceae [52].

3.2. Soucasné vyuziti rhodaninovych derivati
Z nepieberného mnozstvi testovanych rhodanin dosahl terapeutického uplatnéni

pouze jeden jediny — epalrestat (41).

COOH

Uziva se v prevenci chronickych komplikaci diabetu (perifernich neuropatii a
retinopatie), nebot’ je schopen inhibovat aldosareduktasu. Aldosareduktasa je
enzym, ktery pfeménuje aldosy na alditoly (glukosu na sorbitol). Pfi
hyperglykemii se tvorba sorbitolu zvysuje, jeho koncentrace uvniti bun¢k vzrista
a vede Kk jejich edému. Zadrzovani vody v o¢ni ¢o¢ce omezuje jeji transparentnost
a vznikd katarakta. Stejné postizeni Schwanovych bunék a neuronii ma za
nasledek nervové poruchy. Ptipravky obsahujici epalrestat jsou vSak registrovany
pouze v Japonsku [2, 53].

Schopnosti rhodaninil vytvaret komplexy s riznymi kovy se vyuZiva v analytické
chemii. Z této vlastnosti se vychazelo rovnéz pii konstrukci membranového
sensoru potenciometrické elektrody. Piimés 3-[(2-furylmethyliden)amino]-

rhodaninu (42) znacné zvysila selektivitu a citlivost k zine¢natym iontdm.
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Elektroda byla tspésné pouzita pro dikaz zine¢natych ionti v odpadnich vodach a

jako indikaéni elektroda pfi titracich s EDTA [54].

42

Azobarviva obsahujici rhodaninovou slozku (43) se pouzivaji jako antioxidaéni

prisada do oceli [55] a nékteré rhodaninové derivaty jsou v literatufe zminovany

jako vulkanizaéni €¢inidla pro rtizné druhy gum [22].

O

1 [ 2
R—N:N@S—N—R
I H
O
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4. METODICKA CAST

4.1. Vlastnosti rhodaninu

Rhodanin (42) 1ze ptipravit riznymi postupy:

reakci kyseliny chloroctové s amonium-thiokyanatem

e reakci ethyl-chloracetatu a amonium-dithiokarbamatem v ethanolu za
pritomnosti HCI

e sycenim roztoku ethanolického roztoku thioglykolové kyseliny a kalium-
thiokyanatu plynnym chlorovodikem

e cyklizaci thiokarbamoylthioglykolové kyseliny za riznych reakénich

podminek

v

Podrobng&jsi tidaje 1ze nalézt v literatute [3].

Tos

42
Databaze Beilstein [51] uvadi pro rhodanin tyto vlastnosti :
M.h. = 133,18
Nazev: 2-thioxothiazolidin-4-on
Sumarni vzorec: C3HsNOS,
Pomoci programu CS ChemOffice 7.0 (Cambridge Soft, USA) byly vypocteny
nasledujici charakteristiky:
Elementarni analyza: C 27,05; H 2,27; N 10,52; O 12,01; S 48,15
Log P: 0,26; Clog P: -0,431
Dalsi experimentaln¢ stanovené 1 vypocitané fyzikdlnéchemické hodnoty a
spektralni Udaje s odkazy na pivodni zdroj je mozné najit v Chemical Abstracts
s vyuzitim programu SciFinder Scholar™ 2006, napf.
Teplota tani: 170 °C
pKa: 5,20 £ 0,10
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4.2. Reaktivita rhodaninu
Rhodanin je velmi reaktivni a poskytuje celou tadu reakci. Diky pfitomnosti
aktivni CH, skupiny v poloze 5 podstupuji rhodaniny a jejich N-substituované

derivaty kondenza¢ni reakce se vSemi typy aromatickych, alifatickych a

vvvvv

Schéma I: Kondenzace rhodaninu a N-3-substiutovanych rhodanina

S karbonylovymi slou¢eninami:

R = H, alkyl, aryl, amino, hydroxyalkyl, karboxyalkyl, aminoalkyl aj.; R*, R* = H, alkyI

Tyto reakce se uskutecniuji dvéma postupy. Bud’ v kyselém prostiedi, kdy se
aldehyd a rhodanin rozpusti v kyseliné¢ octové a smés se nckolik hodin vaii
s ekvivalentnim mnoZstvim octanu sodného a acetanhydridu, nebo alkalickém,
kdy se kondenzace katalyzuje smési chloridu amonného a amoniaku ve vodné-
alkoholickém roztoku. Druhy zpisob je Setrnéj$i a pro kondenzaci ketona
s rhodaninem se dokonce zadny jiny nedoporucuje.

Znaény synteticky vyznam maji pfemény kondenzaénich produktt, které v roce
1922 popsal Grénacher. Tyto reakce se oznacuji jako Grinacherova syntéza. Dnes
je vSak obvyklé takto nazyvat i vlastni kondenzaci rhodaninu s karbonylovymi
slouceninami. Preparativni moznosti Granacherova syntézy jsou znazornény na
schématu II.

Jak je patrné ze schématu II, lze Gridnacherovu syntézu vyuzit k pfipravé
homologickych aldehydi, nitrili, aminokyselin a ketokyselin [18].

V poslednich letech byla publikovana fada modifikaci zakladnich postupid pro
kondenzaci rhodaninu s karbonylovymi slouCeninami, napf. metodami
kombinatorialni chemie [52], S vyuzitim mikrovinného zafeni [53] nebo pomoci

katalyzatorti fazového pienosu [24].
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5. EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Chemicka cCast

Pro kondenzaci byly pouzity komercéné dostupné vychozi slouceniny:
e vanilin BP 80 (Zdravotnické zasobovani)
e benzaldehyd, ¢isty (VEB Laborchemie)
e salicylaldehyd, p. a. (Reachim)
e 3-hydroxybenzaldehyd pro syntézu (Merck)
e 4-hydroxybenzaldehyd pro syntézu (Merck)

e rhodanin, puriss. p. a. (Fluka)

Sloupcové chromatografie byly provadény ,flash” technikou za pouziti

akvarijniho motorku jako ptetlaku.

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

mobilni faze byla pouzivana smés benzin + ethyl-acetat 60:40 (v/v).

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

fosfore¢nym pii tlaku 1,33 kPa.

Teploty tani byly stanoveny na mikrovyhfevném bloku Bodetia a nebyly

korigovany.

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

Cistota produktii byla ovéfena pomoci HPLC za téchto podminek:

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

Kolona: Symmetry® C15 5 um, 4.6 x 250 mm

Mobilni faze: methanol + voda 70:30 (v/v), pratok 0,9 ml/min, nastiik 30 pl
Detekce: Waters Photodiode Array Detector 2996, 210 nm
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IC spektra byla méfena na spektrofotometru NICOLET IMPACT 400. Vlnoéty

jsou uvadény v em™.

'H-NMR a B®C-NMR spektra byla méfena na piistroji VARIAN Mercury-V,BB
300. Chemické posuny jsou uvadény v d, ppm a interakéni konstanty J v Hz.

5.1.1 Priprava 5-(4-hydroxy-3-methoxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-

4-onu

@) H O

S
H+ i %S NHOHNH,CI X NH
N
o) H
Me

EtOH S

HO HO

o OMe

Smés 2,28 g (0,015 mol) vanilinu, 2,00 g (0,015 mol) rhodaninu, 1,1 ml
koncentrovaného roztoku amoniaku a 15 ml ethanolu bylo zahtato k varu pod
zpétnym chladi¢em. K ¢iré smési byl ptidan roztok 1,00 g chloridu amonného ve
2 ml destilované vody zahtaty na 80 °C a reak¢ni smés byla zahiivana do varu
5 hodin. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty nejprve 50 ml
destilované vody a potom 50 ml vodného ethanolu (1:1, v/v ). Po vysuseni bylo
ziskano 3,01 g (75 %) surového produktu. Pro analyzu byla sloucenina

piekrystalovana z bezvodého ethanolu.

Molekulova hmotnost: 267,32
Vzhled: Zluta, jemné krystalickd latka
Teplota tani: 233 — 234 °C

Teploty tani uvedené v literatute:

e 227228 °C /konfigurace neuvedena, aceton/ [59]
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Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 49,42 3,39 5,24 23,99
Nalezeno: 49,46 3,17 5,24 22,56

Cistota: 99,87 %

IC spektrum (KBr): 3340(OH); 3269 (NH); 1714 (C=0); 1240 (C=S)

'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO-ds): 6 10,09 (1H, bs, OH); 7,56 (1H, s,
CH); 7,14 (1H, d, J = 2,1, H-2); 7,07 (1H, dd, J = 8,4 a 2,1, H-6); 6,92 (1H, d, J =
8,4, H-5); 3,82 (3H, s, OCHj3)

BC-NMR spektrum (75 MHz, DMSO-dg): 6 195,7; 169,7; 150,2; 148,3; 133,0;
125,3; 124,6; 121,3; 116,6; 114,5; 55,8

5.1.2 Priprava 5-benzyliden-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu

r

EtOH S

O
S S
H+ S NHOHNHC XY NH
;N
oF H

Smés 1,59 g (0,015 mol) benzaldehydu, 2,00 g (0,015 mol) rhodaninu, 1,1 ml
koncentrovaného roztoku amoniaku a 15 ml ethanolu bylo zahiato k varu pod
zpétnym chladicem. K ¢iré smési byl pfidan roztok 1,00 g chloridu amonného ve
2 ml destilované vody zahtaty na 80 °C a reak¢ni smés byla zahfivana do varu
5 hodin. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty nejprve 50 ml
destilované vody a potom 50 ml vodného ethanolu (1:1, v/v ). Po vysuSeni bylo
ziskano 2,16 g (65 %) surového produktu. Pro analyzu byla slou€enina

ptekrystalovana z bezvodého ethanolu.

Molekulova hmotnost: 221,30
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Vzhled: Zluta, krystalicka latka
Teplota tani: 206 — 207 °C
Teploty tani uvedené v literatuie:

208 — 210 °C /Z-izomer, ethanol/ [60]

Elementarni analyza:

% C % H
Vypoéteno: 54,27 3,19
Nalezeno: 54,03 3,13

Cistota: 99,90 %

IC spektrum (KBr): 3154 (NH); 1700 (C=0);

199 — 200 °C /konfigurace neuvedena, ethanol-voda/ [61]
204 — 205 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/ [62]
204 — 205 °C /konfigurace neuvedena, methanol/ [63]

% N % S
6,33 28,98
6,35 26,42

1236 (C=S)

'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO-dg): & 7,63 (1H, s, CH); 7,61 — 7,45 (5H,

m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6)

BC-NMR spektrum (75 MHz, DMSO-d): ¢ 195,9; 169,6; 133,2; 131,9; 131,0;

130,7; 129,7; 125,7

5.1.3 Priprava 5-(2-hydroxybenzyliden)-2-

thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu

Pti této reakci dochazelo k tvorbé vedlejsiho produktu:

H @]
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OH
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g NH,OH/NH,CI
+ r 4 4 o +
EtOH
OH o H
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Pro ziskani cistého 5-(2-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu bylo
nutné reakci nékolikrat opakovat a produkt oddélit zreakéni smési

chromatograficky.

5.1.3.1 Priprava 5-(2-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu I.

Smés 1,83 g (0,015 mol) 2-hydroxybenzaldehydu, 2,00 g (0,015 mol) rhodaninu,
1,1 ml koncentrované¢ho roztoku amoniaku a 15 ml ethanolu bylo zahtéato k varu
pod zpétnym chladicem. K ¢iré smési byl piidan roztok 1,00 g chloridu amonného
ve 2 ml destilované vody zahiaty na 80 °C a reak¢ni smés byla zahtfivana do varu
5 hodin. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty nejprve 50 ml
destilované vody a potom 50 ml vodného ethanolu (1:1, v/v ). Po vysuSeni bylo
ziskano 1,58 g smési zlutych (T. t. = 207 — 219 °C) a oranzovych (T. t. = 218 —
229 °C) krystali. Smés byla prekrystalovana z bezvodého ethanolu bylo ziskano
0,11 g oranzového prasku (T. t. = 208 — 216 °C). Podle NMR spekter nebyl takto

ziskany vzorek Cisty.

5.1.3.2 Priprava 5-(2-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu I1.
Smés 1,83 g (0,015 mol) 2-hydroxybenzaldehydu, 2,00 g (0,015 mol) rhodaninu,
1,1 ml koncentrovaného roztoku amoniaku a 10 ml ethanolu bylo zahtato k varu
pod zpétnym chladi¢em. K ¢iré smési byl pfidan roztok 1,00 g chloridu amonného
ve 2 ml destilované vody zahiaty na 80 °C a reakéni smés byla zahtivana do varu
5 hodin. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty nejprve 50 ml
destilované vody a potom 50 ml vodného ethanolu (1:1, v/v ). Po vysuSeni bylo
ziskano 1,43 g smési zlutych (T. t. = 205 — 218 °C) a oranzovych (T. t. = 218 —
223 °C) krystali. Smés byla ptrekrystalovana z bezvodého ethanolu bylo ziskano
0,24 g (5 %) nazloutlych krystali. Po zméfeni fyzikalnéchemickych charakteristik
byl produkt na zakladé srovnani s literaturou [64, 65] identifikovan jako 3-[(2-
0X0-2H-1-benzopyran-3-yl)dithio]-2H-1-benzopyran-2-on.

Molekulova hmotnost: 354,40

Vzhled: naZloutld, jemné krystalicka latka
Teplota tani: 249 — 250 °C
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Teploty tani uvedené v literatufe:

e 225226 °C /methanol/ [64, 65]

Elementarni analyza:

% C % H % S
Vypocteno: 61,00 2,84 18,10
Nalezeno: 60,93 2,65 16,98

IC spektrum (KBr): 1716 (C=0)

'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO-ds): d 8,13 (2H, s, H-4 a H-4"); 7,73 (2H,
d,J=78,H5aH-5); 7,57 (2H,t,J=7,8,H-7aH-7"); 7,44 (2H, d, J = 7,8, H-8
aH-8"); 7,32 (2H,t,J=7.8,H-6 aH-6")

BC-NMR spektrum (75 MHz, DMSO-dg): 6 158,8; 152,1; 137,2; 131,8; 128,2;
125,1; 123,5; 119,4; 116,3

5.1.3.3 Priprava 5-(2-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu I11.
Smés 1,83 g (0,015 mol) 2-hydroxybenzaldehydu, 2,00 g (0,015 mol) rhodaninu,
1,1 ml koncentrovaného roztoku amoniaku a 15 ml ethanolu bylo zahtéato k varu
pod zpétnym chladi¢em. K ¢iré smési byl ptidan roztok 1,00 g chloridu amonného
ve 2 ml destilované vody zahtaty na 80 °C a reak¢ni smés byla zahtivana do varu
5 hodin. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty nejprve 50 ml
destilované vody a potom 50 ml vodného ethanolu (1:1, v/v ). Po vysuSeni bylo
ziskano 3,20 g smési zlutooranzové latky (T. t. = 207 — 230 °C). Pii krystalizaci
Z bezvodého ethanolu bylo ziskdno 0,69 g naZloutlych krystall, jejichz teplota
tani (248 — 250 °C) odpovida vyse popsanému 3-[(2-0x0-2H-1-benzopyran-3-
yl)dithio]-2H-1-benzopyran-2-onu.

Odpatenim mate¢nych louhti pak bylo ziskano 2,03 g (57 %) Zzlutooranzového
odparku (T. t. = 215 — 223 °C). Tento odparek byl spojen se vzorkem ziskanym
postupem 3.3.3/I a mate€nymi louhy zbylymi po ptipravé 3.3.3/II a vznikl4d smés

byly podrobena chromatografickému déleni na sloupci.
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Chromatografické podminky:

Adsorbent: Silikagel 60 (0,040 — 0,063 mm) — 200 g

Objem frakce: 25 ml

Soustava:

frakce 1 — 22: benzin; frakce 23 — 60: benzin + diethylether 20:80

Pozadovany produkt (Rf= 0,52) byl obsazen pievazné ve frakcich 41 — 55 a byl
doprovazen malym mnozstvim 3-[(2-0x0-2H-1-benzopyran-3-yl)dithio]-2H-1-
benzopyran-2-onu  (Ry = 0,67). Tyto frakce byly znovu podrobeny

chromatografickému délent:

Chromatografické podminky:
Adsorbent: Silikagel 60 (0,040 — 0,063 mm) — 300 g
Objem frakce: 25 ml

Soustava: benzin + ethyl-acetat 60:40

Pozadovany produkt (Rf= 0,50) byl obsazen ve frakcich 35 — 73, jejichZ odparek
byl piekrystalizovan zbezvodého ethanolu a byl ziskan 1 g 5-(2-
hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu.

Molekulova hmotnost: 237,30
Vzhled: zlutooranzova, krystalickd latka
Teplota tani: 219 — 226 °C
Teploty tani uvedené v literatufe:
o 245246 °C /Z-izomer; methanol/ [64, 65]
o 224 225 °C /E-izomer; chloroform/ [64, 65]
e 200 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/ [4]
e 220 °C /E-izomer, rozpoustédlo neuvedeno/ [66]
e 197 - 198 °C /konfigurace neuvedena, methanol/ [63]

e 218 °C/ konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/ [67]

43



Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocteno: 50,61 2,97 5,90 27,03
Nalezeno: 50,81 2,94 5,83 26,93

Cistota: 98,55 %

IC spektrum (KBr): 3153 (NH); 1700 (C=0); 1238 (C=S)

IH-NMR spektrum (300 MHz, DMSO-ds): 6 13,73 (1H, bs, NH); 10,66 (1H, bs,
OH): 7,84 (1H, s, CH): 7,37 — 7,26 (2H, m, H-4 a H-6); 6,99 — 6,90 (2H, m, H-3 a
H-5)

BC-NMR spektrum (75 MHz, DMSO-dg): ¢ 196,2; 169,8; 157,8; 133,0; 129,5;
127,5;124,0; 120,2; 120,1; 116,4

5.1.4 Priprava 5-(3-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu

EtOH S

O
S S
H+ j % NH,OHNH,Cl X NH
N
o) H
H

o OH

Smés 1,83 g (0,015mol) 3-hydroxybenzaldehydu, 2,00 g (0,015mol) rhodaninu,
1,1 ml koncentrované¢ho roztoku amoniaku a 15 ml ethanolu bylo zahtato k varu
pod zpétnym chladi¢em. K ¢iré smési byl pridan roztok 1,00 g chloridu amonného
ve 2 ml destilované vody zahtaty na 80 °C a reak¢éni smés byla zahiivana do varu
5 hodin. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty nejprve 50 ml
destilované vody a potom 50 ml vodného ethanolu (1:1, v/v ). Po vysuSeni bylo
ziskdno 2,27 g (64 %) surového produktu. Pro analyzu byla sloucenina

ptekrystalovana z bezvodého ethanolu.
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Molekulova hmotnost: 237,30

Vzhled: zlutooranzova, krystalicka latka

Teplota tani: 244 — 251 °C

Teploty tani uvedené v literatuie:
o 253 - 255 °C /E-izomer, rozpoustédlo neuvedeno/ [66]
e 240 — 245 °C /konfigurace neuvedena, methanol/ [63]

e 244 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/ [67]

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypoéteno: 50,61 2,97 5,90 27,03
Nalezeno: 50,45 2,80 5,93 25,39

Cistota: 99,60 %

IC spektrum (KBr): 3343 (OH); 3169 (NH); 1699 (C=0); 1211 (C=S)

'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO-ds): 6 9,86 (1H, bs, OH); 7,53 (1H, s, CH);
7,32 (1H, t, J = 8,0, H-5); 7,06 — 7,01 (1H, m, H-6); 6,96 (1H, t, J = 1,9, H-2);
6,91 - 6,86 (1H, m, H-4)

B3C-NMR spektrum (75 MHz, DMSO-dg): § 196,0; 169,6; 158,2; 134,3; 132,1;
130,8; 125,5; 122,1; 118,3; 116,4

5.1.5 Priprava 5-(4-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu

EtOH S
HO

@)
H g S\ =S A
N r NHOHINH,CI NH
HO o’ H

Smés 1,83 g (0,015mol) 4-hydroxybenzaldehydu, 2,00 g (0,015mol) rhodaninu,

1,1 ml koncentrovaného roztoku amoniaku a 15 ml ethanolu bylo zahtato k varu
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pod zpétnym chladi¢em. K ¢iré smési byl ptidan roztok 1,00 g chloridu amonného
ve 2 ml destilované vody zahtaty na 80 °C a reakéni smés byla zahiivana do varu
5 hodin. Po zchladnuti byly vyloucené krystaly odsaty, promyty nejprve 50 ml
destilované vody a potom 50 ml vodného ethanolu (1:1, v/v ). Po vysuseni bylo
ziskano 2,76 g (78 %) surového produktu. Pro analyzu byla sloucenina

ptrekrystalovana z bezvodého ethanolu.

Molekulova hmotnost: 237,30
Vzhled: oranzova, krystalicka latka
Teplota tani: 294 — 295 °C
Teploty tani uvedené v literatute:
e 276—278 °C /Z-izomer, ethanol/ [60]
e 293 - 295 °C /E-izomer, rozpoustédlo neuvedeno/ [66]
e 285 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/ [15]
e 275- 285 °C /konfigurace neuvedena, ethanol/ [61]
e 218220 °C /konfigurace neuvedena, methanol/ [63]

e 275 °C /konfigurace neuvedena, rozpoustédlo neuvedeno/ [67]

Elementarni analyza:

% C % H % N % S
Vypocéteno: 50,61 2,97 5,90 27,03
Nalezeno: 50,42 291 5,82 25,94

Cistota: 99,92 %

IC spektrum (KBr): 3393 (OH); 3145 (NH); 1688 (C=0); 1234 (C=S)

'H-NMR spektrum (300 MHz, DMSO-dg): 6 10,42 (1H, bs, OH); 7,55 (1H, s,
CH); 7,50 — 7,41 (2H, m, AA’, BB’, H-2 a H-6); 6,95-6,87 (2H, m, AA’, BB’, H-
3aH-5)

B3C-NMR spektrum (75 MHz, DMSO-dg):  195,7; 169,7; 130,6; 133,3; 132,7;
124,2;121,1; 116,8
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5.2 Hodnoceni antifungalni aktivity

Citlivost fungalnich kmena (Candida albicans ATCC 44859 — CA, Candida
tropicalis 156 — CT, Candida krusei E 28 — CK, Candida glabrata 20/I — CG,
Trichosporon beigelii 1188 — TB, Aspergillus fumigatus 231 — AF, Absidia
corymbifera 272 — AC a Trichophyton mentagrophytes 445 — TM) na pftipravené
latky byla hodnocena mikrodilu¢ni bujonovou metodou. Kmeny byly uchovavany
na Sabouraudové dextrosovém agaru (SDA, Difco) pti 4 °C. Pied testovanim byl
kazdy kmen pasazovan na SDA a inokula byla pfipravena suspendovanim
kvasinek, konidii nebo sporangiospor ve sterilnim 0,85% fyziologickém roztoku.
Hustota bunc¢k byla pomoci Biirkerovy komirky upravena tak, aby zdsobni
suspenze obsahovala (1,0 + 0.2) x 10° CFU ml™. Kone¢né inokulum bylo
pfipraveno ziedénim zasobni suspenze testovacim médiem v poméru 1:20.
Testované slouceniny byly rozpustény v DMSO. Jejich antifungalni aktivita pak
byla stanovena v tkanovém kultivaénim mediu RPMI 1640 (Sevapharma), jehoz
pH bylo upraveno na hodnotu 7,0 pomoci 0,165 M  3-(N-
morfolinyl)propansulfonové kyseliny (Sigma). Konefna koncentrace DMSO
Vv testovacim médiu byla max. 1 % (v/v) a neovliviiovala pfirozeny rtst hub.
Minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC), definované jako jako koncentrace
vyvolavajici 80% inhibici ristu ve srovnani s kontrolami, byly odecteny po 24 a
48 hodinach (v ptipad¢ T. mentagrophytes po 72 a 48 hodinach) statické kultivace
pii teploté 35 °C. Flukonazol (Pfizer) byl pouZit jako pozitivni kontrola. Vysledky

jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1. Minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych sloucenin

TESTOVANA LATKA — MIC/ICg (umol.1Y)

KMEN
5.1.1 5.1.2 5.1.3.3 514 5.15 5.1.3.2 FLU
CA 24h 500 125 > 500 > 500 > 250 62,5 0,82
48h | >500 > 250 > 500 > 500 > 250 > 62,5 1,63
CT 24h | >500 > 250 > 500 > 500 > 250 > 62,5 1,63
48h | >500 > 250 > 500 > 500 > 250 > 62,5 > 417,90
CK 24h | >500 > 250 > 500 > 500 > 250 > 62,5 52,24
48h [ >500 > 250 > 500 > 500 > 250 > 62,5 104,47
cG 24h | >500 > 250 > 500 > 500 > 250 > 62,5 13,06
48h | >500 > 250 > 500 > 500 > 250 > 62,5 52,24
B 24h 500 125 > 500 > 500 > 250 > 62,5 3,26
48h | >500 250 > 500 > 500 > 250 > 62,5 6,53
AF 24h 125 62,5 250 > 500 > 250 > 62,5 > 417,90
48h 500 250 > 500 > 500 > 250 > 62,5 > 417,90
AC 24h 500 62,5 500 > 500 > 250 62,5 > 417,90
48h 500 62,5 > 500 > 500 > 250 62,5 > 417,90
™ 72h 125 31,25 125 500 250 62,5 26,12
120h 250 31,25 125 500 250 62,5 52,24

5.1.1 = 5-(4-hydroxy-3-methoxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on
5.1.2 = 5-benzyliden-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on

5.1.3.3 = 5-(2-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on

5.1.4 = 5-(3-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on

5.1.5 = 5-(4-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on

5.1.3.2 = 3-[(2-0x0-2H-1-benzopyran-3-yl)dithio]-2H-1-benzopyran-2-on
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6. DISKUSE

Kondenza¢ni produkty rhodaninu s aldehydy se vétSinou pfipravuji
Knoevenagelovou kondenzaci v ledové kyselin¢é octoveé, v ethanolu nebo
V toluenu za ptitomnosti vhodného katalyzatoru [18]. V posledni dobé byly pro
jejich pripravu publikovany i1 postupy s vyuzitim mikrovinného zafeni, na
pevnych fazich, bez pouziti rozpoustédel nebo ve vodném prostredi s pouzitim
katalyzatori fazové pienosu [24, 52, 53]. Ve své diplomové praci jsem pouzivala
reakéni podminky z diplomové prace J. Dolezela [25, 26]. Ten se zabyval
kondenzaci rhodaninu sketony a pouzival proto Grinacherovu syntézu
katalyzovanou smési amoniaku a amonium-chloridu. S vyjimkou pfipravy
5-(2-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu jsem pii kondenzaci
rhodaninu s aldehydy v alkalickém prostiedi nenarazila na zadné zavazné
problémy. Ve vyse uvedeném piipadé vznikala smés dvou latek:

e 5-(2-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu (5.1.3.3)

e 3-[(2-0x0-2H-1-benzopyran-3-yl)dithio]-2H-1-benzopyran-2-on (5.1.3.2)
Vznik 3-[(2-ox0-2H-1-benzopyran-3-yl)dithio]-2H-1-benzopyran-2-onu (5.1.3.2)
popsal poprvé Kandeel pii kysele katalyzované kondenzaci rhodaninu
s 2-hydroxybenzaldehydem [64, 65]. Je zajimavé, Ze ostatni autofi [4, 63, 66, 67],
kteti se rovnéZz zabyvali touto reakci, vznik dimeru neuvadéji. Experimenty
provedené v této diplomové praci vSak nejsou pln€ v souladu se zavéry Kandeela
[64, 65]. Kandeel uvadi, Ze pfi chromatografickém déleni smési produktl ziskal
dimer pfi pouziti ¢istého benzinu (destilacni rozmezi 60 — 80 °C). V mém piipadé
obvykle vétSina dimeru vykrystalizovala jiz pfi chladnuti reakéni smési. Pfi
chromatografickém déleni smési obou latek se dimer benzinem ze sloupce
neeluoval. Pfi pouziti soustavy benzin + diethylether 80:20, kterou Kandeel [64,
65] doporucuje pro eluci 5-(2-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu,
se latky eluovaly v tomto pofadi:

o 3-[(2-0x0-2H-1-benzopyran-3-yl)dithio]-2H-1-benzopyran-2-on: R¢ = 0,67

e 5-(2-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on: R¢= 0,52
Vzhledem k malému rozdilu mezi Rs hodnotami nedoslo k dokonalému oddéleni a

chromatografii bylo nutné opakovat. Pfi opakovaném chromatografickém déleni
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jsem pouzila soustavu benzin + ethyl-acetat 60:40. Frakce 29 -32 obsahovaly
stopy 3-[(2-0x0-2H-1-benzopyran-3-yl)dithio]-2H-1-benzopyran-2-onu  (Ry =
0,62), frakce 33 — 34 obsahovaly smés obou produkti a frakce 35 — 73 obsahovaly
pozadovany 5-(2-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on (R¢ = 0,50).
Z chromatografického déleni lze vyvodit tyto zavéry :

e (ddéleni obou produktii 1ze provést bud’ v soustavé benzin + diethylether
80:20 nebo benzin + ethyl-acetat 60:40. Ani v jedné soustavé neni rozdil
V Rf hodnotach vyrazny a k dokonalému oddé¢leni je tfeba opakovaného
déleni s naslednou krystalizaci frakci obsahujicich pozadovany 5-(2-
hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on.

e Kandeel dale uvadi, Zze pii chromatografii doSlo krozdéleni 5-(2-
hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu na E a Z izomer. Pii
svych experimentech jsem v8ak v obou soustavach ziskala pouze Z-izomer
(viz spektralni udaje).

Charakterizace produktli a ovéfeni jejich cCistoty bylo provedeno béznymi
metodami (elementarni analyza, HPLC, IC spektra a NMR spektra). Ackoliv
vysledky elementarni analyzy nebyly vzdy v souladu s vypoc¢tenymi hodnotami,
predev§im v ptipad¢ siry, vysledky HPLC analyzy ukazuji, ze produkty byly
ziskany ve vyhovujici Cistoté (98,55 — 99,92 %). Také charakter spekter odpovida
literarnim udajiim [60, 64, 65].

Benzylidenrhodaniny mohou tvofit dvé izomerni formy:

7,42 6,80
H @] H
b (ji
NH >: S
S H
Z-izomer E-izomer

Podle vétSiny literarnich tdajii vznikd pfi syntéze Z-izomer Ob¢ izomerni formy
je mozno rozlisit na zdkladé NMR spekter. "H-NMR signaly vodiku methinové

skupiny Z-izomeru lezi pfi vySSich hodnotach magnetického pole nez v ptipadé
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E-izomert [46, 60, 68 ]. V NMR spektrech kalkulovanych pomoci programu
CS ChemOffice 7.0 (Cambridge Soft, USA) je pro Z-izomery uvadéna hodnota
07,42 a pro E-izomery ¢ 6,80 ppm. Ze srovnani experimentalné ziskanych
'"H-NMR posunéi mnou pfipravenych produktdi s vypo&itanymi hodnotami a
signadly uvadénymi v literatute [46, 60, 68 ] vyplynulo, Zze vSechny mnou
ptipravené benzylidenrhodaniny byly ziskany jako ¢isté Z-izomery.

U produkti ziskanych v mé diplomové praci bylo jiz provedeno hodnoceni
antifungélni aktivity. Testy byly provedeny na Katedfe biologickych a l1ékatskych
véd FaF UK v Hradci Kralové. Z vysledk uvedenych v tabulce 1 vyplyva, ze
kondenza¢ni produkty rhodaninu s aldehydy nevykazuji vyznamné vyssi
antifungalni acinky neZz dfive pftipravené produkty kondenzace rhodaninu
s ketony [25, 26]. Pouze v piipadé 5-benzyliden-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-onu
(5.1.2) a 3-[(2-0x0-2H-1-benzopyran-3-yl)dithio]-2H-1-benzopyran-2-on (5.1.3.2)
byla zaznamenana stfedni antifungalni uginnost, tj. MIC = > 10 — 100 pmol.I™
vaci A. corymbifera a T. mentagrophytes. Zajimava je ptedevSim inhibice rdstu
A. corymbifera, ktera patii mezi kmeny znaéné odolné proti UCinkim
antifungélnich chemoterapeutik. MIC sloucenin 5.1.2 a 5.1.3.2 vic¢i tomuto
patogenu byly podstatné niz§i nez MIC flukonazolu, ktery byl pouzit jako
pozitivni  kontrola. = Hodnoceni mnou  pfipravenych  slouenin na
antimykobakterialni aktivitu a hodnoceni jejich vlivu na fotosyntetické procesy

Vv soucasné dobé probiha a vysledky prozatim nejsou k dispozici.
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7. ZAVER

Ve své diplomové praci jsem ziskala nasledujici produkty:
e 5-(4-hydroxy-3-methoxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on
e 5-benzyliden-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on
e 5-(2-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on
e 5-(3-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on
e 5-(4-hydroxybenzyliden)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on
e 3-[(2-0x0-2H-1-benzopyran-3-yl)dithio]-2H-1-benzopyran-2-on

Vsechny uvedené slouceniny byly jiz dfive pfipraveny kondenzaci rhodaninu
s aldehydy vétSinou za pouziti smési AcOH/AcONa jako katalyzatoru. V této
diplomové praci byla kondenzace provedena s pouzitim smési NH;OH/NH,CI a

bylo zjisténo, Ze i v alkalickém prostiedi vznika vzdy Z-izomer.

Déle experimenty ukazaly, ze reakce s aldehydy probiha podstatné snadnéji nez
kondenzace sketony, a proto doporucuji zkratit pii syntéze dalSich

benzylidenrhodanint reakéni dobu.

V testech antifungalni aktivity nebyla zjiS§t€éna vyznamné vyraznéj$i ucinnost
oproti dfive pfipravenym produktim kondenzace rhodaninu S ketony. Dvé
testované slouceniny — 5-benzyliden-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-on a 3-[(2-oxo-
2H-1-benzopyran-3-yl)dithio]-2H-1-benzopyran-2-on — vykazaly zajimavy

inhibi¢ni efekt viici A. corymbifera.
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