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SEZNAM ZKRATEK

AC Absidia corymbifera

AF Aspergillus fumigatus

B baze

BC bunécny cyklus

CA Candida albicans

Cdk cyklin dependentni kinasa

CG Candida glabrata

CK Candida krusei

CT Candida tropicalis

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

EDF enzymy druhé faze eliminace

EGF epidermalni ristovy faktor

EGFR receptor pro epidermalni ristovy faktor

ER estrogenni receptor

FAP familiarni adenomatézni polypoza

GJIC mezibunééna komunikace zprostiedkovana gap junctions
GRAS vSeobecné shledano jako bezpecné

GSH glutathion

HUVEC endotelidlni bunky lidské umbilikalni zily

ISL isolikviritigenin

KS kortikosteroidy

MABA Microplate Alamar Blue Assay

MDM2 the mouse double minute 2 oncogene

MDR vicenasobna rezistence

MTT 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
NIAID National Institute of Allergy and Infectious Diseases
NIH National Institute of Health

P-gp P-glykoprotein

PPAR peroxisome proliferator-activated receptors

SDA Sabouraudova puda

SERM selektivni modulatory estrogenovych receptori
TAACF Tuberculosis Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility
B Trichosporon beigelii

TLC tenkovrstva chromatografie

™ Trichophyton mentagrophytes



1. UVOD A CIL PRACE

Problematika chalkond a jejich derivati je na Katedie farmaceutické chemie
a kontroly 1éc¢iv Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy dlouhodobé studovana,
0 ¢emz sveédci bohata publikacni &innost™ 22,

Cilem této rigorozni prace byla piiprava dvou sérii derivati chalkonu. Prvni
skupinu sloucenin tvoii pyrazinové analogy 2-methoxychalkonu rtizn¢ alkylované na
kruhu A. Druhou polovinou syntetické ¢asti této prace byla ptiprava polohovych
izomerud nitrochalkonu, pficemz substituce se tykala pouze kruhu B. Slouceniny mély
byt testovany na antifungalni a antimykobakterialni aktivitu.

Prestoze jsou chalkony Siroce zastoupeny v ptfirod€, nejsou jejich terapeutické
a patologické ucinky na lidsky organismus dostatecné prozkoumdny a vysvétleny.
Studuji se antibakterialni, antiprotozodlni, antifungalni, protivirové, protizanétlive,
antioxidacni, cytostatické a dalsi ucinky chalkonii. Zminéné typy biologické aktivity,
které jsou v centru naseho zajmu, byly sumarizovany nedavno®, proto byla pozornost
podrobnéji zaméfena na jeden konkrétni typ ucinku chalkont. V teoretické ¢asti jsou
shrnuty antineoplastické ucinky chalkoni s ptiklady struktur, jsou zde rozebrany
nckteré mechanismy plsobeni a diskutovany dal§i moznosti i tskali studia chalkonti

jako potencialnich cytostatik.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Struktura chalkonu

Chalkony neboli 1,3-difenylprop-2-en-1-ony jsou tvofeny dvéma aromatickymi
kruhy A a B spojenymi tfiuhlikatym a,f-nenasycenym karbonylovym systémem.
Ptirozené se vyskytujici derivaty obvykle zaujimaji termodynamicky vyhodnéjsi trans
uspofadani na dvojné vazbé a jsou polyhydroxylované. Izomerizace, napi. v dusledku
svétla, miize zpiisobit zménu biologické aktivity. Vyskytuji se v riznych konformacich
a jejich vlastnosti vychazi z alkenonového seskupeni a z polohy a typu substituce
aromatickych cykli. Chalkony se mohou diky volné rotaci jednoduché vazby mezi
karbonylovym uhlikem a o-uhlikem vyskytovat jako s-cis nebo s-trans konformery.
Termodynamicky stabiln&jsi je s-cis konformace?. Molekula chalkonu, stejné jako
pyrazinového analogu, je tvofena konjugovanym planarnim systémem, kde substituce
kruhii miiZe zplsobit jejich mirné vytoeni®. Kruhy A a B se vyznaduji riznou
energetickou bariérou rotace, pficemz kruh A ma vyssi rotacni flexibilitu a mize se
odchylovat od planarniho seskupeni do vétsi miry a ochotnéji nez kruh B. Rozmérné

substituenty v poloze 2 (NO,, Cl) zptsobuji prudky narist torzniho thlu a proto tyto

derivaty ztraceji planarni usporadani®.
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2.2. Biologické ucinky chalkonii

Chalkony jsou slouCeniny se slibnou biologickou aktivitou a dobrym
bezpecnostnim profilem. Bylo popsano S$iroké spektrum ucinkd, které jsou
pravdépodobné zprostfedkovany nékolika mechanismy. Na mnoha pracovistich se
studuji antibakteridlni, antivirové, antiprotozoalni, antifungalni, protizdnétlivé,
antioxidac¢ni, antikonvulzivni, antineoplastické a dalsi ucinky chalkond®. Z4dny z nich
ale nemuze byt povazovan za dominantni a charakteristicky pro vSechny derivaty této
skupiny sloucenin. Diky ptsobeni chalkonl na rizné cilové systémy je obtizné stanovit
vztahy mezi strukturou a biologickou aktivitou, ale v ramci uré¢itého typu ucinku je lze
vystopovat. Pro nedostatek znalosti o konkrétnich mechanismech ucinku jednotlivych
slougenin &eli chalkony prozatim malému z4jmu farmaceutického pramyslu’.
Rozmanitost biologického plisobeni muze ¢init potize ve smyslu Sirokého spektra
nezadoucich u¢inkl. Spise nez jako vlastni 1é¢iva uréend pro praxi mohou chalkony

slouzit jako modelové struktury.

2.3. Antineoplasticka aktivita chalkonii

V prubéhu poslednich dvaceti let se vyzkum novych 1é¢iv vyuzitelnych v onkologii
navratil zp&t k pfirodnim zdrojim®. Do klinické praxe byly zafazeny kamptotekany jako
inhibitory topoizomerazy I a antimitoticky uc¢inné taxany. Ve skupiné flavonoidd jsou
pfedmétem studia piedev§im chalkony. Chalkony jako prekurzory flavonoida
a isoflavonoidi bézné piijimame v dieté. Mnohé rostlinné druhy bohaté na rizné

substituované chalkony jsou vyuzivany alternativni medicinou.

Na vzniku nadorového bujeni se mohou podilet fyzikalni pfi¢iny (napf. nékteré
druhy zafeni), chemické vlivy (tzv. kancerogeny) a biologické faktory (napt. onkoviry,
mykotoxiny). K zakladnim charakteristikam nadorové bunky patii nekontrolovana
proliferace, ztrata funkénosti, invazivita a tvorba metastaz. V soucasnosti pouzivana
1é¢iva zasahuji zejména do proliferace, zatimco invazivitu, tvorbu metastaz a ztratu
diferenciace zatim neumime ovlivnit. Lécba vychazi z typu nddoru, solidni nadory bez
metastdz lze 1éCit radioterapii nebo chirurgicky. Systémovy pfistup umoziuje
chemoterapie cytostatiky. Problémem chemoterapie je absence Sirokospektrého
cytostatika, Casto nedostatecna selektivita toxicity vici nddorovym bunkam a postupny

vznik rezistence. Zavaznym nasledkem 1écby cytostatiky je odmitani 1écby v dasledku



nezadoucich ucinkti. Ty jsou zplisobeny praveé neselektivni toxicitou a tykaji se zejména
rychle se délicich tkani (kostni dfen, gastrointestinalni epitel, vlasové folikuly). Pro
zvySeni G¢inku se podavaji kombinace cytostatik s riznymi cilovymi mechanismy,
popf. se nasazuji vysokoddvkové rezimy s pouzitim zachranné 1écby. Mezi pficCiny
vzniku rezistence nadorovych bungk patfi vyuzivani alternativnich metabolickych cest,
zrychleni reparac¢nich a detoxikacnich procesi nebo zvySena exprese Siroce

diskutovaného P-glykoproteinu.

2.3.1. P-glykoprotein

P-glykoprotein® (P-gp) je transmembranovy pienaSed, ktery aktivng vypuzuje
cytostatika a je zodpovédny za vicenasobnou rezistenci (tzv. multiple drug resistance,
MDR). MDR vznika jako odpovéd nadorové bunky na expozici cytostatikem
apostupné se vyviji vi¢i strukturné riznym chemoterapeutikim s odliSnymi
mechanismy u&inku®™. Aktivni eflux zpusobi pokles intracelularni koncentrace 1éCiva
pod cytotoxickou hladinu. V soucasnosti je popsano nékolik inhibitort efluxu 1é¢iv
zpusobeného P-gp. Tzv. MDR modulatory zvysuji citlivost multirezistentnich
nadorovych bunck vici cytostatikiim. Jde o chemicky rozmanitou skupinu léciv
obsahujici nékteré flavonoidy (kvercetin restauruje citlivost vuéi adriamycinu),
blokatory kalciovych kanal (verapamil) a latky ze skupiny imunosupresiv (cyklosporin
A). Mechanismem ucinku imunosupresiv je kompetice o vazebné misto na P-gp.
Halogenované chalkony se vyznacuji vysokou vazebnou afinitou k P-gp. Podle
experimentt, které provedl Bois, je hodnota disocia¢ni konstanty vzniklého komplexu
halogenovany chalkon/P-gp funkci lipofility a velikosti halogenu. Nejvyssi vazebna

afinita byla zjisténa u jodovaného derivatu'®,

OH O
CrrC
HO OH I

3-(4-jodfenyl)-1-(2,4,6-trihydroxyfenyl)prop-2-en-1-on

Také n&které prenylované chalkony maji schopnost inaktivovat P-gp'*. Dé&je se tak

pravdépodobné interakci se dvéma vazebnymi misty proteinu (misto pro navazani ATP



a vazebné misto pro steroidy). Jako potencidlni blokatory P-gp jsou studovany
xanthohumol, coz je nejvice zastoupeny chalkon chmele, a jeho izomeriza¢ni produkt
isoxanthohumol. Ob¢ latky pusobily cytostaticky na maligni buiikky rakoviny prsu,
tlustého stieva a vajecniku, které byly vici testovanym flavonoidim nejcitlivejsi.

Podstatou antiproliferativni aktivity je na davce zavislé inhibice syntézy DNA a indukce

apoptozy.
OH O
YrUC
HO OMe OH
OMe O
xanthohumol isoxanthohumol

2.3.2. Bunécny cyklus

Bunéény cyklus (BC) je sled procest, které zacinaji rozd€lenim matetské bunky
a kongi rozdslenim dcefiné buiiky'?. BC ma &tyfi navazujici faze: Gi-, S-, Go- a M-fazi
(obr. 1), pti¢emz u dané¢ho druhu buriky je trvani S+G,+M konstantni, trvani G; faze

zavisi na vngjSich podminkach a regulaci cyklu.
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Gi-faze (first gap phase, prvni piipravna faze) tvofi u pravidelné¢ se délicich
zivocisnych bun¢k 30 — 40 % casového trvani BC. Lezi zde hlavni kontrolni uzel (R)
a proto je ¢asove nejvariabilnéjsi. Prostfednictvim syntézy RNA a proteini dochazi ke
zdvojeni bunééné hmoty.

S-faze (synteticka faze) trva 30 — 50 % délky cyklu a dochazi zde k replikaci
jaderné DNA a k syntéze histontl.

Gy-faze (second gap phase, druhd ptipravna faze) je relativné kratkd, zahrnuje
pouze 10 — 20 % trvani cyklu a je charakteristickd pokracovanim mohutnych
syntetickych procest a tvorbou bunécnych struktur. Lezi zde druhy kontrolni uzel, ktery
rozhoduje, zda burka vstoupi do mitdzy.

Jako varianty pro terapii nddord se nabizi blokada syntézy nukleovych kyselin
pomoci tzv. antimetabolitii (methotrexat, merkaptopurin, fluoruracil) nebo poskozeni
struktury jiz hotovych nukleovych kyselin. Jako alkylaéni ¢inidla se vyuzivaji dusikaté
yperity (napf. estramustin-fosfat), derivaty nitrosomocoviny (fotemustin), komplexni
slouceniny platiny (cisplatina, lobaplatina) a jiné struktury (busulfan, dakarbazin).
Z interkala¢nich latek urcité stoji za zminku doxorubicin. Inhibitory topoizomeraz
zpusobuji poruchy replikace. Jde o 1é¢iva ptirodniho ptivodu a ke klinicky vyznamnym

zastupcum patii derivaty podofylotoxinu (inhibitory topoizomerazy Il) a jiz zminéné
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kamptotekany (inhibitory topoizomerazy I). Bleomycin je glykopeptid, ktery vyvolava
zlomy fetézcl DNA a n€kdy je fazen mezi tzv. radiomimetika.

Polyhydroxylovany chalkon butein blokuje syntézu DNA, RNA a proteinti inhibici
inkorporace tymidinu, uridinu a leucinu do bunék kolorektalniho karcinomu®®.

Inhibitory proteosyntézy se v praxi prozatim neuplatiiuji'®,

OH O
@ > -
HO OH
butein

M-faze (mitotickd) trva 5 — 10 % délky cyklu, tvofi ji 5 stadii (profaze,
prometafaze, metafaze, anafaze a telofaze) a obvykle je zakoncena cytokinezi, tedy
rozdélenim bunky.

Diulezitym prvkem této faze jsou mikrotubuly. Stavebni bilkovinou je tubulin, ktery
je tvofen a a B podjednotkou. Na B podjednotce se nachazi vazebné misto pro kolchicin
a jiné specifické ligandy. Asociaci tubulinu pomoci nevazebnych interakci mezi
jednotlivymi podjednotkami vznikaji tzv. protofilamenta. Ta se tadi vedle sebe za
vzniku mikrotubulu. V jednom mikrotubulu je zpravidla 13 protofilament a jeho primér
je 25 nm. Z farmakologického hlediska jsou dulezité mikrotubularni toxiny uvedené

v tabulce 1%,

Tabulka 1

Toxin Mechanismus aéinku

kolchicin | inhibice polymerace nebo depolymerace mikrotubulti

vinblastin,

o indukce tvorby parakrystalickych agregatli z nepolymerizovaného tubulinu
vinkristin
taxany stabilizace mikrotubuldl, inhibice depolymerace

Podminkou reverzibilni vazby kolchicinu k B podjednotce tubulinu je pfitomnost

methoxyskupin na kruhu A a karbonylu v konjugaci na kruhu C*. ProtoZe byla
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prokdzana pfitomnost SH-skupiny ve vazebném misté
pro  kolchicin,
mikrotubul se zaméfil na struktury obsahujici
trimethoxyfenylovy zbytek a skupinu schopnou
interakce s thiolem. Struktura chalkonu preferenéné
reaguje se slabym nukleofilem, napf. s thiolovou

skupinou, méné ochotné vstupuje do reakce s aminem

vyzkum

inhibitord  polymerace

|
BD
o
0

kolchicin

0]

N

N

H
@ 0]

@)
/

nebo hydroxylem, tedy se silnymi nukleofilnimi ¢inidly. Vyhodou této vlastnosti mutize

byt niz$i riziko mutagenity a kancerogenity kvilli méné pravdépodobnym interakcim

s nukleovymi kyselinami®. Nanomolarnich antimitotickych koncentraci dosahly latky

z tabulky 2.
Tabulka 2
R R’ R”
2,5-(OCHy3); H N(CHs) o
2,5-(OCHy3); CHs | N(CHa): _
2,5-(0CHy), Br | N(CHy), R O R O
R
3,4,5-(OCH3)3 CH3 N(CZHS)Z
3,4,5-(OCH3)3 Br N(CH3)2

Modelovou latkou pro antimitoticky U¢inné chalkony byl tetramethoxylovany

stilboen combretastatin A-4. Mikromolarni inhibi¢ni koncentrace byla dosazena napf.

nize uvedenym fluorovanym derivatem (testovano na H460 buflkéch)7. Antimitoticky

potencial zvySuje pfitomnost substituce a-uhliku methylem. Tato methylace méni

konformaci na s-trans a zpisobuje ztratu planarity systému. Obecné lze shrnout, Ze

a-methyl derivaty patii mezi chalkony s nejvyssi cytotoxicitou. Nahradou atomu fluoru

nize uvedeného chalkonu hydroxylovou skupinou vznika derivat s 1Cso 0.21 nM
(testovano na K562 buiikach)®.
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3-(3-fluor-4-methoxyfenyl)-2-methyl-1-
(3,4,5-trimethoxyfenyl)prop-2-en-1-on

combretastatin A-4

Je znamo, ze inhibice syntézy DNA, RNA a proteind a inhibice mitdozy jsou
mechanismy platné na rychle rostouci nadory, naopak jde o malo efektivni postupy vici
pomalu rostoucim nadorim, jako je napt. kolorektalni karcinom. Lécba je navic
doprovazena ¢etnymi nezadoucimi G¢inky zptisobenymi toxicitou vici rychle se délicim

tkanim’.

2.3.3. Regulace bunécného cyklu

Podminkou integrity mnohobunééného organismu je udrzovat pocet tkanovych
bunék na urcité vysi, hovoiime o regulaci BC'2. O pozitivni (indukce reprodukce) &i
negativni regulaci (zastava cyklu) rozhoduje hlavni kontrolni uzel. Druhy kontrolni uzel
rozhoduje, zda bunka vstoupi do mitdzy.

Primarni roli pfi regulaci cyklu maji regulacni proteiny cykliny a na nich zavislé
proteinkinasy, tzv. cyklin dependentni kinasy (Cdk). Tvorbou komplexu cyklin-Cdk se
kinasa aktivuje a spousi fosforylacni kaskadu. Vysledkem této kaskady muze byt
spusténi replikace (vstup do S-faze) nebo zahéjeni mitdzy (vstup do M-faze).

V mnohobunééném organismu je déleni bunek kontrolovano mistnimi
a centralizovanymi mechanismy, které zajist'uji integritu organismu. Nadorové buiiky se
této kontrole vymykaji. Homeostaza je udrzovana regulovanym pfirtistkem poctu bunék
a programovanou smrti bunék, tedy apoptdzou. Nejvice zastoupenymi regula¢nimi
prvky jsou rastové faktory (napt. destiCkovy rastovy faktor, epidermalni ristovy faktor,
interleukin-2, erytropoetin) a hormony (zejména somatotropin a steroidni hormony).

OdlisSnym mechanismem regulace BC je tzv. kontaktni inhibice, kdy buiiky pfi
vzajemném dotyku zastavuji sviij BC. Nadorové buiiky tento efekt nevykazuji, coz

muze byt piicinou anarchického riistu nadoru™. Potencialni 1é¢iva, kterd by zvySovala
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adhezi mezi nddorovymi buiikami aktivaci adhezivnich molekul, jsou také predmétem

vyzkumu cytostatik.

2.3.4. Nadorova transformace buriky

V organismu mohou vznikat bunky, které nereaguji na regulacni mechanismy
a nekontrolovatelné se rozmnozuji, tzn. Ze se chovaji jako pravé reproduk¢ni
automaty™?. Takto transformované buiiky jsou charakteristické poruchami diferenciace,
ploidie a zménami migra¢nich vlastnosti. Podstatou takového procesu je zména aktivity
nekterych gentll, zejména protoonkogentl a tumor supresorovych gent.

Produkty protoonkogenii se za normalnich okolnosti podili na kontrole dé¢leni
a diferenciace bunky. Mutaci nebo aktivaci protoonkogenu, popt. vnesenim informace
onkoviru, vznikaji onkogeny. Produkty onkogenii maji nejcastéji funkci rdstovych
faktori nebo jejich receptorti, membranovych pienasect signalu, proteinkinas,
inhibitorit supresorovych genl, blokatori apoptdézy nebo transkripcnich faktort
(regulatorii genetické exprese). Receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR) je
zmnozen u mnoha typd nadord. Protoze pfijaty signdl piedava dale do bunky
prostfednictvnim enzymatické tyrozinkinasové aktivity, je inhibice tyrozinkinasy dal§im
potencidlnim mechanismem Uc¢inku cytostatik. Nékteré derivaty chalkonu takto inhibuji
funkci receptoru pro EGF (napf. vySe zminény butein).

Inhibice exprese onkogenu je jednim Z moZnych ter¢d chemoterapie
a chemoprevence (viz dale). Bylo prokazano, Ze nize uvedena kyselina inhibuje expresi
onkogenu c-myc, indukuje terminalni diferenciaci leukemickych bunék a blokuje

angiogenezi v embryonalni tkani*3.

O
T
COOH

4-[3-(3,5-diisopropylfenyl)-3-oxo]prop-2-en-1-ylbenzoova kyselina

Tumor supresorové geny, nebo také antionkogeny, mohou interagovat s riistovymi

faktory, inhibovat transkripci nebo napt. spoustét apoptdzu. Mezi nejznaméjsi zastupce
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patii geny Rb a p53. Produkt genu p53 hlidd DNA, n¢kdy je trefn€ nazyvan strdzce
genomu. Je-li DNA poskozena, zablokuje BC az do doby, kdy dojde k reparaci.

V opacném piipad¢ spousti protein p53 apoptdzu.

2.3.5. Apoptoza — programovand smrt buiiky

Soucasti genomu kazdé bunky jsou geny, jejichz indukci se spousti kaskada
procest vedoucich ke smrti. Jde o aktivni proces vyzadujici syntézu proteind, tzn. ze
inhibice proteosyntézy tento sebevrazedny program blokuje. Programova smrt bunky
zaCina aktivaci specifickych proteas (kaspas), které pusobi rozstépeni kliCovych
bunéénych proteind. Latky schopné aktivovat kaspasy jsou povazovany za potenciani
cytostatika. Takové vlastnosti byly popsany napf. u série 2,2,2-trifluorethoxychalkon’.
Z pohledu apoptoézy je dulezity produkt protoonkogenu bcl-2, ktery potlacuje jeji
navozeni. Protein p53 sniZzuje mnozstvi bcl-2 proteinu, ¢imZ apoptdézu spousti.
U néekterych typti nddort byl popsan amplifikovany MDM?2 onkogen (the mouse double
minute 2 oncogene), jehoz funkei je inhibice proteinu p53*°. Antionkoprotein p53 mize
byt inaktivovan mutaci nebo navazanim onkoproteinu. Bylo prokazano, ze rozpojeni
komplexu MDM2/p53 muze zvysit G¢innost protinadorové terapie.

Chalkony maji potencial indukovat apoptézu riznych typl buncék pravé
mechanismem rozstdpeni komplexu onkoprotein/p53 protein. V jedné ze studii'® bylo
zkoumano, zda borité derivaty chalkonti vyvolavaji apoptdzu pouze transformovanych
bun¢k nadoru prsu, nebo zasahuji i do buné¢ného cyklu elementl zdravé tkané. Ze
zavérl studie vyplynulo, ze uvedené derivaty maji nejvice vyjadienou specifitu

toxického pasobeni vi¢i nadorovym bunkdm v porovnani s ostatnimi zndmymi

chalkony.
O
R =
(7 o
¥ ?
OH
R=H,CI, F,Br
R'=Cl, F, |

derivaty 4-(3-fenyl-3-oxo)prop-2-en-1-ylfenylborité kyseliny
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Také dfive studované karboxymethoxychalkony rusi interakci proteinu p53
s MDM2 onkoproteinem’. Uvedena struktura sniZila aktivitu MDM2 o vice nez 70 %.

0]
= Cl
o T
\[ﬁo cl
@)
kyselina 4-[3-(3,4-dichlorfenyl)-1-oxo-prop-2-en-1-yl]fenoxyoctova

Apoptoza muze byt tedy spusténa aktivaci kaspas, amplifikaci uc¢inku proteinu p53

nebo inhibici u¢inku proteinu bel-2.

2.3.6. Hormon-dependentni nadory

Existuji dikazy, ze rust nékterych nadort je podporovan endogennimi hormony.
Nékteré chalkony vykazuji protinadorovou aktivitu zavislou na vazbé na estrogenni
receptor. Extrakt kotfene lékofice a jeho slozky jsou pfedmétem zdjmu mnoha
védeckych skupin. Pti¢inou fytoestrogennich G¢inka isolikviritigeninu (ISL) je vhodna

vzdalenost hydroxylovych skupin a pfitomnost aromatického cyklu A.

O
SOA®
HO OH OH

isolikviritigenin

ISL piisobi stejné jako estradiol prostfednictvim jadernych estrogennich receptorti
(ER). Konforma¢ni zména receptoru po navazani hormonu vede k regulaci transkripce
cilovych genll. Vysledkem je fyziologickd proliferace a diferenciace prsni tkané, nebo
také vyvoj a progrese nadoru prsu”. Paradox je vysledkem na dévce zavislého tc¢inku.
Fytoestrogeny jsou povaZovany za piirodni chemoprotektiva a koten lékofice byl
v USA schvélen jako GRAS (Generally Regarded As Safe). Nizké hladiny ISL (<1
uM) vsak stimuluji proliferaci hormonalné-zavislého nadoru prsu, zatimco relativné

vy$$i hladiny ISL (= 10 uM) pisobi na tytéZz bunky cytotoxicky. Mechanismus
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cytotoxického ucinku nezavisi na ER. Dlouhodobé vystaveni nizkym hladinam ISL by
mohlo stimulovat progresi hormonalné-zavislych zenskych karcinomii. Zatim chybi
data o sérovych koncentracich ISL u Zen konzumujicich potraviny, 1é¢ivé pripravky,
nebo potravni doplnky obsahujici ISL. Z vySe uvedenych poznatkti vyplyva, ze
podavani suplementli obsahujicich fytoestrogeny by mélo byt vzdy na individualnim

zvazeni.

Srovnani prostorového uspofadani estradiolu a ptirodniho fytoestrogenu ISL.

OH O OH

[
O OH
HO HO

estradiol isolikviritigenin

V jiné praci je popsan Géinek isolikviritigeninu na buniky nemalobunééného nadoru
plic, ktery se v dusledku nizké odpovéedi na radio- a chemoterapii vyznacuje vysokou
mortalitou®. Byla prokazana blokace BC, zvySeni exprese proteinu p53, indukce
apoptozy a inhibice proliferace jako vysledek mnohocetnych uc¢inki ISL na nadorovou
tkan. Odlisnym popsanym ucinkem isolikviritigeninu je aktivace makrofagg.

Dals§i intenzivné studovanou strukturou obsazenou v kotfeni Iékofice je
likochalkon A, Jeho antitumorovéa aktivita byla prokézana na nékolika bun&énych
liniich. Pfi zkoumani mechanismu u¢inku u rakoviny prostaty byla zjisténa indukce
apoptozy ablokdda bunétného cyklu v G, fazi doprovdzend inhibici transkripce
prislusnych cyklini a Cdk. SniZzend mira exprese byla prokazana také u genu pro
androgenni receptor a genu pro prostaticky specificky antigen. Signifikantni klinicky
efekt byl popsan u hormon-dependentni i u refrakterni formy karcinomu prostaty.
Likochalkon A je nadale studovan jako potencialni chemoprotektivum
a imunosupresivum. V soucasnosti neexistuje t¢inna terapie pro rezistentni karcinom

prostaty s metastdzami, kde primérna doba preziti ¢ini 18 mésici.
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likochalkon A

Hydroxylované chalkony jsou studovany pro cytostaticky ucinek vici Sirokému
spektru nadorovych bunck, véetné karcinomu prsu. Nizkych inhibi¢nich koncentraci
dosahovaly obecn¢ 3-fenyl-1-(2-hydroxyfenyl)prop-2-enony a konkrétn¢ 1-(2,4-
dihydroxyfenyl)-3-fenylprop-2-enon. Uvedené chalkony zpomaluji nebo zastavuji
proliferaci nadorové tkané, inhibuji aromatasovou aktivitu a vazi se na estrogenovy

receptor’.

2.3.7. Charakteristika nadorové tkané

Samotna aktivace jednoho onkogenu nestaci ke vzniku nddoru. Ve spojeni
s poruchou reparace DNA a poruchami imunologického rozpoznani transformovanych
bun¢k mohou zmeénéné protoonkogeny ¢i tumor supresorové geny iniciovat vznik
nadoru.

Dulezitym faktorem kancerogeneze je novotvorba krevnich cév, tzv.
angiogeneze?. Tento proces se vyskytuje jednak fyziologicky, napt. pii vyvoji plodu
nebo jako repara¢ni proces pti revaskularizaci rany, jednak patologicky. Rust cév miize
byt stimulovan zanétlivym procesem (psoridza, rosacea, artritida) nebo nadorem. Do
urcité velikosti je nador dostate¢né okyslicovan a vyzivovan difuzi z okolnich kapilar,
ale po dosazeni kritickych rozméra zaéne vnitini ¢ast nddoru nekrotizovat. Pokud nador
produkuje angiogenetické faktory, mize v disledku neorevaskularizace nadale rust
a metastazovat. Mezi nasledKy cévni novotvorby patii také dalsi snizeni diferenciace
nadorovych bun¢k. Jako faktory podporujici angiogenezi se uplatiuji napf.
interleukin-8, vaskularni endotelialni ristovy faktor a fibroblastovy rtstovy faktor.
Struktury se schopnosti inhibice angiogeneze jsou pfedmétem vyzkumu, protoze mohou
zastavit rast nadoru. Byly popsany inhibi¢ni vlastnosti interferonu-a, retinoidu,

kurkuminu, thalidomidu a derivati chalkonu. Protoze novotvorba cév se odviji od
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bun¢k endotelu, byla testovana selektivni toxicita skupiny chalkond vii¢i endotelovym
bunkam lidské umbilikalni zily (tzv. HUVEC — human umbilical venous endothelial
cells)®>. HUVEC Vv tomto piipadé reprezentuji linii bundk endotelu. Chalkony ptisobici
toxicky selektivné na bunky endotelu mohou slouzit jako vzorové struktury pro syntézu
potencidlnich inhibitord angiogeneze. Ze studia struktury a ucinku vyplynuly dvé
podminky inhibice HUVEC: struktura hydrochinonu na kruhu A a pfitomnost elektron-
akceptorového substituentu na kruhu B, ktery zvysuje elektrofilitu na B-uhliku. Tim
roste ochota kalkylaci nukleofilem, naptf. vySe zminénym thiolem. Nejslibn&jsi

vysledky poskytl 1-(2,5-dihydroxyfenyl)-3-(2-chlorfenyl)prop-2-en-1-on.

OH O Cl
T
OH

1-(2,5-dihydroxyfenyl)-3-(2-chlorfenyl)prop-2-en-1-on

Zasadni podminkou $ifeni nadoru je jeho invazivita a S ni souvisejici tvorba
metastdz, které jsou hlavni priinou Gmrti onkologickych pacientd®®. Invazivita je
schopnost nadorovych bun¢k migrovat za pfirozené hranice tkané a pusobit jeji
destrukci. C-prenylované a O-allylované derivaty chalkonu byly podrobeny testu
inhibice invazivity?. Histologickou metodou byla hodnocena mira invaze nadorovych
bunék do zdravé tkané po inkubaci S konkrétnim derivatem chalkonu. Nejlepsi profil
mél prenylovy derivat s bromem v poloze 3 na kruhu B, ktery reverzibilné inhiboval

invazi nadorovych bunc¢k a pfitom v danych koncentracich nebyl cytotoxicky.

19



3-(3-bromfenyl)-1-[2-hydroxy-3-(3-methylbut-2-en-1-yl)-4,5,6-trimethoxyfenyl]prop-
2-en-1-on

Prenylace je jednou z posttransla¢nich uprav cytoplasmatickych proteint
a pravdépodobné slouzi k tvorbé kotvicich mist pro signdlni molekuly. Pfedpokladanym
mechanismem ucinku prenylovanych chalkoni mutze byt interference s nékterymi
signalnimi drdhami v bunkach. Pokud je prenylova skupina v ortho-pozici vici
hydroxylové skuping, mize vtéle za urlitych podminek cyklizovat za vzniku
peticlenného  furanu  nebo  Sesti¢lenného pyranuG. Antitumorova  aktivita
u prenylovanych derivati muze byt zvySena nahradou kruhu B 3-pyridylem nebo 4-
pyridylem®.

Role oxida¢niho stresu Vv rozvoji kancerogeneze je neustale upiesnovana.
Organické peroxidy a volné radikaly poskozuji membrany, DNA 1 proteiny a tim se
podili na procesu starnuti a propagace nadoru. Antioxidanty a scavengery inhibuji
biochemické a biologické efekty nadoru. U vétSiny chalkontl jsou popsany antioxidaéni
vlastnosti a snimi souvisejici potencialni schopnost inhibice kancerogeneze.
Nejsiln€jSimi antioxidanty ze skupiny chalkonti jsou hydroxylované a prenylované

derivaty.

2.3.8. Chemoprevence

Chemoprevence spociva ve vyuziti pfirodnich nebo syntetickych latek (tzv.
chemoprotektiv) za Ucelem sniZzeni rizika vzniku nebo rozvoje nadorového nebo

degenerativniho onemocnéni®’,
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Mechanismy uc¢inku chemoprotektiv:

% Inhibice enzymt prvni faze eliminace xenobiotik podilejicich se na aktivaci
prokancerogenti (zejména izoenzymy 1A a 3A jaterniho mikrozomalniho
systému cytochromu P450)

¢ Indukce enzymii druhé faze eliminace xenobiotik, které konjugacnimi reakcemi

s kyselinou glukuronovou, sirovou, octovou, popi. s glutathionem zabranuji

akumulaci xenobiotik v organismu

« Indukce apoptozy

Dal§imi cestami k chemoprevenci muze byt inhibice cyklooxygenasy-2 nebo
reakce s PPAR v (nitrojaderné receptory ovliviiujici transkripci a expresi genﬁ)6.

Indukce transkripce enzymu druhé faze (EDF) a glutathionu (GSH) je vysoce
Gi¢innou metodou obrany proti toxickym a kancerogennim vlivim?®. GSH piedstavuje
nejcastéj$i bunécny neproteinovy thiol. Bylo popsano nékolik typl struktur (tzv.
induktory), které zvySuji transkripci EDF a GSH prostfednictvim chemické modifikace
bunécného senzoru. Pfitomnost hydroxylové skupiny v ortho-pozici aromatického
kruhu induktoru zvySuje indukéni potencial. Mezi popsané induktory patii akceptory
Michaelovych reakci véetné chalkont, vicinalni thioly, karotenoidy, difenoly,
isothiokyanaty a dalsi. VSechny maji potencial reagovat s thiolovou skupinou (alkylace,
oxidace, redukce).

Také inhibitory EDF lze vyuzit v chemoterapii. Zpomalenim eliminace cytostatika
roste jeho koncentrace a uc¢inek Vv cilovych tkanich, problémem muze byt soucasny rust
nezadoucich ucinkd.

Bylo vyvinuto né¢kolik modelovych systémli na testovdni potencidlnich
chemoprotektiv. Zakladem jsou bunééné a enzymové soustavy zaméfené na odhaleni
antioxidacnich, protizdnétlivych, kancerostatickych a metabolismus modulujicich
uc¢inka?’. Rada pfirodnich latek vykazuje chemoprotektivni u¢inky. Nadéje se vkladaji
do flavonoidd, chalkonii, kumarint, terpenti, indolt, fenold, organosirovych sloucenin
a n¢kterych alkaloid. Jejich pifijem v potravé miize ovliviiovat déje souvisejici
s biotransformaci xenobiotik a aktivaci prokancerogeni®”. Nékolika

chemopreventivnimi mechanismy ptisobi napt. kurkumin, Kvercetin, resveratrol nebo
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diive zminény xanthohumol. Testovany byly také produkty fermentace vlakniny, napf.

kyselina maselna, resp. jeji sodna stl.

OH
HO OH
O HO o
P “ O | OH
MeO OMe

OH O

kurkumin kvercetin

OH
oS (
OH

resveratrol

Mezi strukturami studovanymi jako potencialni chemoprotektiva ma dulezité misto
skupina latek obsahujici alkenonové seskupeni jako integralni soucast molekulyzg.
Zakladem je tedy keton konjugovany s nenasycenou dvojnou vazbou, coz ¢ini chalkony
slibnymi strukturami v managementu terapie a prevence rakoviny.

Ze syntetickych 1é¢iv je studovan potencidlni chemopreventivni ucinek
nesteroidnich antiflogistik, kortikosteroidil, retinoidii, tamoxifenu nebo finasteridu.

Kyselina acetylsalicylovd, piroxikam, celekoxib a sulindak byly testovany
samostatné nebo v kombinaci sjinymi potencialnimi chemopreventivy. Celekoxib
snizoval pocet kolorektalnich polypl u pacientl s familiarni adenomat6zni polypdzou
(FAP). FAP je autozomdlné dominantné¢ dédicné onemocnéni tlustého stieva
s vyskytem mnohocetnych polypit v tlustém stieveé, které pozdéeji malignizujizg.
Ptedmétem dalSiho vyzkumu bude otazka, zda sniZzeni poc¢tu polypt ovlivni pocet umrti
na kolorektalni karcinom u pacietnti s FAP¥.

Kortikoidy (KS) jsou ucinnymi inhibitory kancerogeneze. V souvislosti
srakovinou plic byl sledovan preventivni u¢inek inhala¢niho budesonidu nebo

beklomethasonu v kombinaci s peroralnim podavanim myo-inositolu®. Rist nadoru byl
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inhibovan v zavislosti na davce o 60 — 80 %. Myo-inositol je pfirozené se vyskytujici
netoxické chemoprotektivum, které je vysoce ucinné zejména v kombinaci s KS
jako astma dlouhodobé inhala¢ni podévani nizkych davek KS.

Tamoxifen, obdobn¢ jako raloxifen, patfi mezi selektivni modulatory
estrogenovych receptort (SERM). V reprodukénich organech piasobi antagonisticky
(vyuziti v prevenci a terapii karcinomu prsu) a Vv jinych organech ptisobi agonisticky
(1écba osteoporozy).

Finasterid inhibici 5a-reduktasy snizuje mnozstvi dihydrotestosteronu ve tkanich
a pouziva se jako prevence a 1é¢ba benigni hyperplazie prostaty. Zkouma se také jeho
vliv na karcinom prostaty. Finasterid redukuje velikost prostaty az o 25 %, snizuje
riziko chirurgického zakroku az o 50 % a snizuje riziko vzniku rakoviny o 25 %%,
Nekteré ptirozené se vyskytujici prenylované chalkony jsou ucinnymi inhibitory So-
reduktasy.

Dobte prostudované spektrum ucinkit ma methylovany hydroxyderivat uvedeny
nize. Tento jednoduSe substituovany derivat pisobi siln€ cytotoxicky na bunky rakoviny
zaludku. Dalsi citlivé nadorové bunky pochazely z pankreatu, neuoroblastomu

a d&lozniho &ipku®.
@)
O : O

CH, OH

3-(3-hydroxyfenyl)-1-(3-methylfenyl)prop-2-en-1-on

1% studovala nejen potencialni chemopreventivni, ale také

Forejtnikova a ko
nepiiznivé Gcinky série hydroxy- a methoxychalkond. Studie vychazela z predpokladu,
ze inhibice intercelularni komunikace prostiednictvim gap junctions (GJIC, gap
junction intercellular communication) je samostatnym rizikovym faktorem rozvoje
kancerogeneze. Inhibice GJIC piasobi jako tzv. epigeneticky kancerogen, ktery
neovlivni vznik nadorové buiiky, ale muze podpofit jeji progresi. VIiv chemoprotektiva

na GJIC je zatim nedocenénou a malo studovanou vlastnosti. Vyznamna cCast
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testovanych chalkonli inhibovala GJIC. Slouceniny inhibujici GJIC maji potencial
chovat se jako promotory kancerogeneze a mély by byt vyfazeny z dal§iho screeningu
chemoprotektiv. Blokace promoce nadoru mechanismem indukce intercelularni
komunikace nebo znemoznénim inhibice GJIC se nabizi jako dal$§i mozny mechanismus
ucinku chemoprotektiv. Vliv slou¢eniny na GJIC by mél byt zafazen do modelovych
systémi na testovani potenciadlnich chemoprotektiv. Studie bezesporu upozornila na

zajimavou skute¢nost, ktera by neméla byt dale pichlizena.

Naésledujici tabulka shrnuje zékladni mechanismy prevence a terapie nddorového

bujeni.

Tabulka 3

Kancerogeneze Chemoprevence a chemoterapie

Aktivace o o ) ) )
Inhibice uptake, inhibice aktivace, indukce deaktivace

prokancerogenu

Poskozeni DNA Inhibice interakce kancerogen-DNA, oprava DNA

. Indukce apoptdzy, aktivace kaspas, aktivace supresorovych
Iniciace a promoce L .
gent, inaktivace protonkogent

5 Zasahy do BC, inhibice angiogeneze, inhibice tvorby metastaz,
rogrese o ] .
inhibice P-glykoproteinu, indukce GJIC

2.3.9. Promutagenni vlastnosti chalkonii

Ochota chalkoni vstupovat do vazebnych i nevazebnych interakci s sebou nese
riziko mutagenniho a kancerogenniho puisobeni'®. Chalkony navic mohou podléhat
metabolizaci na odpovidajici epoxidy, které v tomto smyslu predstavuji jesté vetsi
riziko. Vysoky mutagenni potencidl maji nitrované derivaty. Jako nejsiln€j$i mutagenni
¢inidlo byl vyhodnocen 1-fenyl-3-(4-nitrofenyl)prop-2-en-1-on a jeho epoxid. Posun
nitroskupiny do poloh 2 a3 vedl ke snizeni mutagenity. VSechny molekuly nesouci
nitrofenylovou skupinu testované jako potencialni 1é¢iva by mély byt podrobeny také

zkouskam mutagenity.
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2.4. MoZnosti syntézy chalkonii

Dosud byly syntetizovany nejriznéjsi modifikace struktury chalkonu. Dtraz byl
kladen zejména na substituce kruhli A i1 B, heterocyklické analogy, dale byla zkouména
moznost hydrogenace dvojné vazby spojovaciho fetézce nebo substituce a-uhliku,
a v neposledni fadé byla vyuzita cyklizace za vzniku konformaéné omezenych analogﬁe.

Nejcastéji pouzivanou metodou pro syntézu chalkoni a jejich derivata je Claisen-
Schmidtova kondenzace. Claisen-Schmidtova kondenzace, neboli zkiizena aldolova
kondenzace, probiha mezi aldehydem a ketonem (schéma 1). Reakce je zahajena
atakem silné baze (B), ktera vyvaze proton z a-uhliku acetofenonu nebo jeho
pyrazinového analogu. Vznikly karbanion napada karbonylovou skupinu
substituovaného benzaldehydu. Kone¢ny produkt (a,B-nenasyceny keton) vznika

dehydrataci aldoxidového aniontu.®*

0
i H
H R 2\ R
T, T LA
=
H R/ R’ BH* H R R’

o )
0 H\ ) o 0
R
H “IC | ~ . N
R + | P =—— R | P
H R™ 'R R~ R
OH O 0
BH: R N Ry
> R,, | —_— R,, | P
-B R/ R - HZO R R’
Schéma 1
R = CH,N R” = H,alkyl R = OCH;, NO,

V této praci byla pro pfipravu cilovych struktur pouzita pravé Claisen-Schmidtova

kondenzace. Pyrazinové analogy byly syntetizovany v prostfedi pyridinu
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s diethylaminem® a nitrované chalkony byly vétsinou piipraveny Vv prostiedni methanolu
spevnym hydroxidem sodnym modifikaci postupti Rojase®® a Troebergové®. P
selhani této metody byla pouzita varianta s pyridinem. Podrobnosti jsou uvedeny
V experimentalni ¢asti.

Diky velkému zajmu o chalkony a jejich derivaty bylo publikovano nékolik dalSich
metod piipravy. Kromé jiz zminéného NaOH v methanolu miize byt pro vytvoteni
bazickych podminek reakce pouzit KOH®'. Mukherjee®* piipravoval diarylpropenony za
katalyzy Ba(OH), v ethanolu, pficemz ostatni podminky reakce a nasledujici kroky byly
identické s nize popsanou methanolovou metodou. Offenhauer® syntetizoval 1-fenyl-3-
(4-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on a jeho nitrovany analog V prostiedi m-xylenu za
pfitomnosti kyseliny borité. Reakce bézela 65 hodin pii pokojové teploté. Dalsi
moznosti  kondenzace v kyselém prostiedi je reakce 2-nitrobenzaldehydu
s acetofenonem a octanem amonnym v kyselin€ octové pod inertni atmosférou dusiku.
Po 3 hodinach byla soustava ochlazena za vylougeni Zlutych krystala®.

Dobrych vytézkii dosahuji aldolové kondenzace katalyzované kovovymi
komplexy®. Podle zdrojové literatury patiily K nejefektivngj§im zejména komplexy
dvojmocného kobaltu, niklu, médi a zinku s 2,2"-bipyridinem. Reakce probihaly
v aprotickém prostfedi dimethylformamidu (DMF). Nejprve byl piipraven komplex
(zde zinec¢naty) reakci octanu zinecnatého v DMF s bipyridinem. Po zméné zbarveni
indikujici tvorbu katalyzatoru byl pfidan benzaldehyd a acetofenon. Soustava byla
michana 18 hodin pii 80 °C. Ptedpoklad pro katalyticky tcinek kovovych komplexii
vychazel ze znalosti obdobného mechanismu v biologickych systémech. V Zivych
organismech jsou aldolové kondenzace umoznény ptitomnosti aldolas, pficemz nékteré
zZ nich patii mezi metaloenzymy obsahujici zine¢naté ionty.

Z pohledu zivotniho prostfedi se jako nejvhodnéjsi jevi syntézy bez pouziti
organickych rozpoustédel. Existuji publikace o syntéze chalkonl tfenim surovin
s pevnym NaOH v tfence. Reakce probihaly rychle, s dobrymi vytézky a s minoritnimi
vedlejsimi produkty (ketol a Michaeliv adi¢ni produkt)*.

Pro tvorbu C=C jsou vyuzivany Wittigovy reakce®? (schéma 2). Reakce
stabilizovaného fenylacetylidenu, zde trifenyl-(2-fenyl-2-oxoethyliden)fosforanu, se

substituovanym benzaldehydem poskytuje chalkon.
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Schéma 2

Je znamo, ze rychlost této reakce roste s pouzitim polarniho rozpoustédla,
konkrétné vody, coz Cini tento zpiisob ekonomicky vyhodnym a soucasné pfijatelnym
z pohledu ,,zelené chemie®. Voda patrné stabilizuje polarni ptechodny stav nebo se
svym protickym charakterem pfimo podili na reakci. Do reakce nevstupuje vysSe
uvedena forma fosforanu, ale jeho mezomerni forma s kladnym ndbojem na fosforu

a zapornym na uhliku (schéma 3).

Schéma 3

Karbanion  fosforanu  reaguje s karbkationtem  karbonylové  skupiny
substituovaného benzaldehydu za vzniku dvojné vazby mezi uhliky. Jako vedlejsi

produkt miize vznikat mén¢ stabilni a vysoce reaktivni epoxid (schéma 4).

}/Pi }/\ et >_<
~ T K
Schéma 4

Méné je znamo o vyuziti arsorant. Johnson*® popsal reakci trifenyl-(2-fenyl-2-

oxoethyliden)arsoranu s 4-nitrobenzaldehydem v prostedi benzenu, ktera do 24 hodin
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poskytla zluty 1-fenyl-3-(4-nitrofenyl)prop-2-en-1-on. Obdobné vyuziti maji analogy se
sirou, selenem a tellurem*,

Chalkony mohou byt syntetizovany pomoci Suzukiho reakce* (schéma 5), kde
reaguje kyselina fenylborita s chloridem kyseliny skoficové, nebo kyselina

fenylvinylborita s chloridem kyseliny benzoové za katalyzy komplexem palladia (0).
‘ i ‘

Reakce probihaji v bezvodém toluenu za katalyzy tetrakis(trifenylfosfin)palladia(0)

Schéma 5

(PPh3)sPd® v bazickém prostiedi uhli¢itanu cesného (tzv. McCarthyovy podminky).
Timto zplisobem byly pfipraveny methoxylované i nitrované derivaty.

Chlorid kyseliny skoficové vystupuje také v tzv. Friedel-Craftsovych acylacich®
(schéma 6). Acylace aromatickych systémt poskytuje arylalkylketony. Jako acylaéni
¢inidla se pouzivaji kromé halogenidi kyselin také jejich anhydridy a reakce je zahajena
tvorbou komplexu s Lewisovou kyselinou (katalyzator). Tato elektrofilni substituce

neprobiha na aromatickych jadrech se silné desaktivujicimi substituenty (NO, apod.).

AlCI,
R + CI N . O O
o)

Schéma 6
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Syntéza a analyza

3.1.1. PouZité metody a jejich zakladni charakteristiky

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na Silufolu UV 254 (Kavalier
Votice). Sloupcova chromatografie byla provadéna ,flash“ technikou za pouZiti
vzduchovaciho akvarijniho motorku jako zdroje pietlaku. Jako stacionarni faze
u sloupcové chromatografie byl pouzivan Silpearl pro TLC (Kavalier Votice), sloZeni
mobilni faze je 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 fosfore¢nym pii tlaku 1,33
kPa.

Bezvody pyridin pro syntézu byl ziskan stanim nad hydroxidem draselnym,
pfedestilovanim a uchovavdnim nad molekulovymi sity. Bezvody ethanol byl ziskan
vysusenim molekulovymi sity a ptredestilovanim. Ostatni rozpoustédla byla pouzita v kvalite
dodané vyrobcem.

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

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

IC spektra byla méfena na spektrofotometru NICOLET IMPACT 400 a vinodty
jsou uvedeny v cm™.

'H-NMR a *C-NMR spektra byla méfena na pfistroji VARIAN Mercury-Vx
BB 300. Chemické posuny ¢ uvedené v ppm jsou vztazeny k tetramethylsilanu (TMS)
pies signal rozpoustédla (7,26 pro *H, 77,0 pro 3C v CDCL) a interakéni konstanty J

jsou uvedeny v Hz.
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3.1.2. Piiprava 1-(5-alkylpyrazin-2-yl)-3-(2-methoxyfenyl)propenonii Claisen-

Schmidtovou kondenzaci

Obecnvy postup kondenzace v pyridinu za katalyzy diethylaminem:

0 -CH,
H 0] -
N (C,Hs),NH, pyridin N\ P
| ~ CH, + O |
_ 80 - 120 °C, 1 hod _
R N R N

Jako vychozi surovina byl pouzivan komeréné dostupny 2-methoxybenzaldehyd

(Fluka), prislusné alkylované 1-pyrazin-2-ylethanony (acetylpyraziny) byly dtive
nasyntetizovany na Katedie farmaceutické chemie a kontroly Ié¢iv.

Acetylpyrazin (0,015 mol) a 2-methoxybenzaldehyd (0,015 mol) byly rozpustény
Vv bezvodém pyridinu (6,6 ml). Byl pfidan diethylamin (0,015 mol, Aldrich) a smés byla
zahtivana 1 hodinu na glycerolové lazni pii teplot¢ 80 — 120 °C. Po zchladnuti byla
smés nalita do studené vody (300 ml) okyselené kyselinou octovou na pH 3 a ulozena
na 24 hodin do lednice. Ve vsech piipadech se vyloucila olejova faze, proto byla
reakéni smés vytiepana do etheru a chromatograficky délena na sloupci. Analyticky

Cisty produkt byl ziskan krystalizaci z bezvodého ethanolu.

(E)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-3-(2-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (Ch-1-0)

,CH

Mobilni faze: 1ékatsky benzin — ethyl-acetat 80:20 (v/v)
Popis: svétle zluté krystaly

Sumarni vzorec: C1gHooN>05

Molekulova hmotnost: 296,37

Vytézek: 0,13 g (3 %)

Teplota tani: 111 — 113 °C
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Elementarni analyza % C % H % N
Vypocteno 72,95 6,80 9,45
Nalezeno 72,77 6,38 9,53

IC spektrum (KBr): 3072, 3041, 3028, 3015 (C-H arom., valenéni); 2967, 2941, 2907,
2869, 2840 (C-H alif., valen¢ni); 1671 (C=0, valen¢ni); 1595 (C=C, valen¢ni)

'H NMR spektrum (300 MHz, CDCls): 6 8,19 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,34 (d, 1H, J
= 16,1 Hz, H-3); 9,28 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-3"); 8,73 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-6"); 7,03 —
6,92 (m, 2H, H-3"", H-5""); 7,44 — 7,34 (m, 1H, H-4""); 7,75 (dd, 1H, J = 1,7; 7,7 Hz, H-
67); 3,93 (s, 3H, OCHs); 1,45 (s, 9H, CHy)

3C NMR spektrum (75 MHz, CDCls): 6 189,0; 167,4; 159,0; 146,1;143,3; 140,5; 139,8;
132,1; 129,0; 123,9; 120,7; 120,7; 111,2; 55,5; 37,0; 29,7

(E)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-3-(2-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (Ch-2-0)

,CH,
0] 0]
N =
| AN
e
N
Mobilni faze: 1ékatsky benzin — ethyl-acetat 95:5 (v/v)
Popis: zluté krystaly
Sumarni vzorec: C1gH20N20,
Molekulova hmotnost: 296,37
Vytézek: 0,08 g (2 %)
Teplota tani: 42 — 47 °C
Elementarni analyza % C % H % N
Vypocteno 72,95 6,80 9,45
Nalezeno 73,34 7,01 9,33
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(e spektrum (KBr): 3071, 3013 (C-H arom., valen¢ni); 2954, 2930, 2867, 2839 (C-H
alif., valen¢ni); 1667 (C=0, valencni); 1595 (C=C, valenc¢ni)

'H NMR spektrum (300 MHz, CDCls): 6 8,19 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-2); 8,35 (d, 1H, J
= 16,1 Hz, H-3); 9,29 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,49 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,03 —
6,92 (m, 2H, H-3"", H-5""); 7,44 — 7,36 (m, 1H, H-4""); 7,76 (dd, 1H, J = 1,7; 7,7 Hz, H-
67); 3,93 (s, 3H, OCHa): 2,78 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH,); 2,26 — 2,09 (m, 1H, CH); 0,97
(d, 6H, J = 6,9 Hz, CH3)

B¢ NMR spektrum (75 MHz, CDCl3): ¢ 189,0; 160,2; 159,0; 146,5; 144,1; 143,3;
140,6; 132,2; 129,0; 123,9; 120,7; 120,6; 111,2; 55,6; 44,7; 29,2; 22,4

(E)-1-(5-butylpyrazin-2-yl)-3-(2-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on (Ch-3-0)

,CH,
O 0]
N =
| AN
\/\): =
N
Mobilni faze: 1ékatsky benzin — ethyl-acetat 95:5 (v/v)
Popis: jehlicovité zluté krystaly tvorici chomace
Sumarni vzorec: C1gH2N20-
Molekulova hmotnost: 296,37
Vytézek: 0,06 g (1 %)
Teplota tani: 70 — 73 °C
Elementarni analyza % C % H % N
Vypocteno 72,95 6,80 9,45
Nalezeno 72,80 6,76 9,42

(e spektrum (KBr): 3071, 3036, 3002 (C-H arom., valenc¢ni); 2961, 2930, 2896, 2872,
2860, 2838 (C-H alif., valen¢ni); 1669 (C=0, valencni); 1593 (C=C, valenc¢ni)
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'H NMR spektrum (300 MHz, CDCls): 6 8,18 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,35 (d, 1H, J
= 16,2 Hz, H-3); 9,27 (d, 1H, J = 1,1 Hz, H-3"); 8,53 (d, 1H, J = 1,1 Hz, H-6"); 7,05 —
6,90 (m, 2H, H-3"", H-5""); 7,44 — 7,34 (m, 1H, H-4""); 7,76 (dd, 1H, J = 1,4; 7,7 Hz, H-
6"); 3,93 (s, 3H, OCHa); 2,91 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH,); 1,85 — 1,70 (m, 2H, CH,); 1,51
1,33 (m, 2H, CH,); 0,96 (d, 3H, J = 7,5 Hz, CHy)

B¢ NMR spektrum (75 MHz, CDCl3): ¢ 188,9; 161,0; 159,0; 146,5; 144,0; 1428;
140,5; 132,2; 129,0; 123,9; 120,7; 120,6; 111,2; 55,6; 35,5; 31,4; 22,4; 13,8

(E)-3-(2-methoxyfenyl)-1-(5-propylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on (Ch-4-0)

,CH,
0 @)
N =
A
N »
N
Mobilni faze: 1ékatsky benzin — ethyl-acetat 90:10 (v/v)
Popis: zluté krystaly
Sumarni vzorec: C1gHooN205
Molekulova hmotnost: 282,35
Vytézek: 0,10 g (2 %)
Teplota tani: 68 — 72 °C
Elementarni analyza % C % H % N
Vypocteno 72,32 6,43 9,92
Nalezeno 72,82 6,83 10,06

(e spektrum (KBr): 3081, 3035, 3012 (C-H arom., valen¢ni); 2960, 2931, 2869, 2838
(C-H alif., valenéni); 1667 (C=0, valen¢ni); 1596 (C=C, valen¢ni)
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'H NMR spektrum (300 MHz, CDCls): 6 8,10 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-2); 8,16 (d, 1H, J
= 16,2 Hz, H-3): 9,13 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-3"); 8,72 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6"); 7,13 (d,
1H,J = 7,8 Hz, H-3""); 7,51 — 7,42 (m, 1H, H-4""); 7,03 (¢, 1H, J = 7,8 Hz, H-5""); 7,81
(dd, 1H, J = 1,4; 7,8 Hz, H-6""); 3,90 (s, 3H, OCHa); 2,86 (t, 2H, J = 7,5 Hz, CH,); 1,82
— 1,66 (M, 2H, CH,); 0,91 (d, 3H, J = 7,5 Hz, CHa)

3C NMR spektrum (75 MHz, CDCls): 6 188,4; 161,1; 158,8; 146,1; 143,5; 143/4;
139,5; 133,0; 129,1; 122,9; 121,1; 120,7; 112,1; 56,0; 36,9; 22,1; 13,8
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3.1.3. Piiprava nitrovanych chalkoni Claisen-Schmidtovou kondenzaci

Obecny postup kondenzace v methanolu za katalyvzy hydroxidem sodnym:

O H @]
=
CH, , O NaOH, methanol
NO2 N02
25 °C, 24 hod

vV ow

Jako vychozi latky pro syntézu byly pouzivany bézné dostupny acetofenon (0,010

mol) a v ptislusné poloze nitrovany benzaldehyd (0,010 mol). Nitrovany benzaldehyd
byl smichan s roztokem acetofenonu v 30 ml methanolu. Po rozpusténi benzaldehydu
byla reakéni smés alkalizovana 5 pecickami NaOH a michana 24 hodin pii laboratorni
teploté. Po oddestilovani methanolu byla reak¢éni smés nalita do 100 ml vody, okyselena
kyselinou octovou na pH 5 — 7 a uloZena na 24 hodin do lednice. Vylouc¢ené pevné latky
byly piekrystalizovany z bezvodého ethanolu. V piipadé vylouceni olejové faze byla
reakéni smes po vytiepani do etheru chromatograficky délena na sloupci a analyticky

Cisty produkt byl ziskan rekrystalizaci z bezvodého ethanolu.

(E)-1-fenyl-3-(2-nitrofenyl)prop-2-en-1-on (Ch-1-n)

Mobilni faze: 1ékatsky benzin — ethyl-acetat 80:20 (v/v)
Popis: jemné zelené krystaly

Vytézek: 0,03 g

Teplota tani: 205 — 210 °C

Tato sloucenina byla pfipravena z divodu neuspéchu syntézy v methanolu

postupem popsanym v kap. 3.1.2 z molarniho mnozstvi 0,010 mol vychozich latek.
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Mobilni faze: 1¢kaisky benzin — ethyl-acetat 80:20 (v/v)
Popis: zluté krystaly

Sumarni vzorec: CisH11NO3

Molekulova hmotnost: 253,26

Vytézek: 0,03 g (1 %)

Teplota tani: 88 — 115 °C (111 — 112 °C*)

Elementarni analyza % C % H % N
Vypocteno 71,14 4,38 5,53
Nalezeno 70,75 4,79 5,56

IC spektrum (KBr): 3052 (C-H arom., valenéni); 1670 (C=0, valenéni); 1604 (C=C
alif., valen¢ni); 1578 (NO; arom., valenc¢ni)

'H NMR spektrum (300 MHz, CDCls): 6 7,32 (d, 1H, J = 15,7 Hz, H-2) 8,13 (d, 1H, J
= 15,7 Hz, H-3); 8,10 — 7,93 (m, 3H, Ar); 7,81 - 7,65 (m, 2H, Ar); 7,65 — 7,41 (m, 4H,
Ar)

B3C NMR spektrum (75 MHz, CDCls): ¢ 190,5; 148,5; 140,2; 137,4; 133,6; 133,1;
130,3; 129,2; 128,8; 128,7; 128,2; 127,3; 125,0

(E)-1-fenyl-3-(3-nitrofenyl)prop-2-en-1-on (Ch-2-n)

OhAcH
Popis: jemné hnédo-zluté krystalky
Sumarni vzorec: CisH11NO3
Molekulova hmotnost: 253,26

Vytszek: 1,36 g (54 %)
Teplota tani: 141 — 144 °C (141 —143 °C*)
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Elementarni analyza % C % H % N
Vypocteno 71,14 4,38 5,53
Nalezeno 70,99 4,54 5,61

IC spektrum (KBr): 3087, 3070 (C-H arom., valenéni); 1662 (C=0, valen¢ni); 1609

(C=C alif., valen¢ni); 1577 (NO, arom., valenéni)

'H NMR spektrum (300 MHz, CDCls): 6 7,65 (d, 1H, prekryty, J = 15,8 Hz, H-2); 7,83
(d, 1H, J = 15,8 Hz, H-3); 8,51 (t, 1H, J = 2.1 Hz, Ar); 8,25 (ddd, 1H, J = 8,2 Hz, J =
2,1 Hz, J = 1,2 Hz, Ar); 8,09 — 8,01 (m, 2H, Ar); 7,95 — 7,90 (m, 1H, Ar); 7,66 — 7,50

(m, 4H, Ar)

B3C NMR spektrum (75 MHz, CDCls): ¢ 189,6; 148,7; 141,6; 137,5; 136,6; 134,3;

133,3; 130,0; 128,8; 128,6; 124,6; 124,6; 122,3

(E)-1-fenyl-3-(4-nitrofenyl)prop-2-en-1-on (Ch-3-n)

O

T
NO

Popis: chomackovité zluto-hnédé krystalky
Sumarni vzorec: C15H11NO3

Molekulova hmotnost: 253,26

Vytezek: 1,69 g (67 %)

Teplota tani: 166 — 168 °C (163 —166 °C*®)

Elementarni analyza % C % H % N
Vypocteno 71,14 4,38 5,53
Nalezeno 70,64 4,43 5,50
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IC spektrum (KBr): 3076 (C-H arom., valenéni); 1658 (C=0, valen¢ni); 1609 (C=C

alif., valen¢ni); 1578 (NO; arom., valen¢ni)

'H NMR spektrum (300 MHz, CDCls): 6 7,65 (d, 1H, prekryty, J = 15,6 Hz, H-2); 7,82
(d, 1H, piekryty, J = 15,6 Hz, H-3); 8,33 — 8,22 (m, 2H, AA’, BB’, Ar); 8,09 — 7,99 (m,
2H, AA’, BB, Ar); 7,82 — 7,75 (m, 1H, Ar); 7,63 — 7,59 (m, 2H, Ar); 7,57 — 7,49 (m,
2H, Ar)

3C NMR spektrum (75 MHz, CDCls): § 189,6; 148,5; 141,5; 141,0; 137,5; 133,4;
128,9; 128,8; 128,6; 125,7; 124,2
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3.2. Biologické hodnoceni

3.2.1. Testovani antimykobakterialni aktivity

Smlouva podepsana roku 1996 mezi Farmaceutickou fakultou Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové a americkou instituci National Institute of Allergy and Infectious
Diseases (NIAID), jez je soucasti National Institute of Health (NIH), umoznila zapojeni
do mezinarodniho vyhleddvaciho programu novych antituberkulotik (Tuberculosis
Antimicrobial Acquisition and Coordinating Facility, TAACF).

Primarni in vitro screening latek je provadén pii koncentraci 6,25 pg x ml™
(ptipadné molarni ekvivalent slouceniny s nejvyssi molekulovou hmotnosti v sérii
ptibuznych latek) proti M. tuberculosis Hz;Rv (ATCC 27294) v mediu BACTEC 12B
za pouziti mikrodiluéniho testu (Microplate Alamar Blue Assay, MABA)*. Slouceniny,
které vykazuji fluorescenci, jsou testovany v radiometrickém systému BACTEC. Latky,
u kterych je v primarnim screeningu nalezena vyssi nez 90 % inhibice, jsou zatazeny do
dal$i faze testovani pii nizSich koncentracich proti M. tuberculosis Hz7Rv za ucelem
vykazujici 90 % redukci fluorescence vzhledem ke kontrole.

Slouceniny, které vykazi slibnou antimykobakterialni aktivitu, jsou pak testovany
na cytotoxicitu (ICsp) na VERO bunkach v desetindsobné nebo niz$i koncentraci
odpovidajici MIC dané latky. Po expozici bun¢k dané latkce po dobu 72 hodin je
zjisténo jejich pteziti na zakladé¢ bunééné konverze 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolia (MTT) na produkt (formazan) za pouziti Promega CellTiter 96 Non-

radioactive Cell Proliferation Assay.

Antimykobakterialni aktivita (E)-3-(2-methoxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ond:

MIC %
Chalkon R wo |l CH,
(ug x mlI™) | inhibice 0 o
Ch-1-0 |  C(CHa)s ~6,25 13 /[N\ =
—
Ch-3-0 | (CH,)sCHs 6,25 67
Ch-4-0 (CH2)2CH3 >6,25 71

39



Vysledky antimykobakterialnich uc¢inka chalkond Ch-2-0, Ch-1-n, Ch-2-n a Ch-3-n
nebyly v dob¢ psani této prace k dispozici.

3.2.2. Testovdni antifungdlni aktivity

Antifungalni hodnoceni chalkoni bylo provadéno na Katedfe biologickych
a Iékatskych véd skupinou doc. RNDr. Vladimira Buchty, CSc.

In vitro antifungélni aktivita pfipravenych sloucenin byla testovana mikrodiluc¢ni
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), Aspergillus fumigatus 231 (AF), Absidia corymbifera
272 (AC) a Trichophyton mentagrophytes 445 (TM). Vsechny kmeny byly kultivovany
na Sabouraudové ptdé (SDA, Difco) a v tomto médiu byly dale udrzovany pii teploté
4 °C. Pfed testovanim byl kazdy kmen naockovan na SDA a houbové inokulum bylo
pfipraveno suspendovanim kvasinek, konidii nebo sporangiospdr ve sterilnim 0,85 %
roztoku NaCl. Hustota bun¢k byla urena pomoci Biirkerovy komirky a byly tak
piipraveny zasobni suspense o 1,0 £ 2,0 x 10° CFU x ml™. Pouzité inokulum bylo
ziskano zfedénim zasobniho roztoku testovacim médiem v poméru 1 : 20.

Vzorky latek byly rozpustény v DMSO 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 nepiesahla 1 % (v/v) a neovliviiovala pfirozeny
rast hub. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) jsou definovany jako 80 % inhibice
ristu hub v porovnani s kontrolnim vzorkem. MIC byly odecitany po 24 a 48 hodinach
statické inkubace pii 35 °C. V ptipadé T. mentagrophytes byly MIC zaznamenany po 72
a 120 hodinach. Ketokonazol (Janssen Pharmaceutica) a flukonazol (Pfizer) byly

pouzity jako porovnavaci antimykotika.
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Antifungalni aktivita (E)-3-(2-methoxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ont vyjadiena
jako MIC/ICg (umol x I'):

Kmen CA CT CK CG B AF AC ™

cas 24h | 24h 24 h 24h |24h |24h 24 h 72h
inkubace 48h |48h 48 h 48h |48h |48h 48 h 120 h

0,061 | 1,95 1,95 0,49 |0,061 | 7,81 15,63 0,49
0,122 | 3,91 3,91 1,95 |0,122 | 7,81 31,25 1,95

ketokonazol

0,82 | 1,63 52,24 | 13,06 | 3,26 |>4179 |>4179 |26,12

flukonazol
1,63 | >4179 | 104,47 | 52,24 | 6,53 | >4179 |>417,9 | 52,24
Cchit >500 | >500 >500 >500 | >500 | >500 >500 500
-1-0
>500 | >500 >500 >500 | >500 | >500 >500 500
Choo >125 | >125 >125 >125 | >125 | >125 >125 125
-2-0
>125 | >125 >125 >125 | >125 | >125 >125 125
Ccha3 >500 | >500 >500 >500 | >500 | >500 >500 500
-3-0
>500 | >500 >500 >500 | >500 | >500 >500 500
500 >500 >500 >500 | >500 | 500 >500 500
Ch-4-0

>500 | >500 >500 |>500 |>500 |>500 >500 500

Vysledky antifungalnich G¢inka nitrovanych chalkonti nebyly v dobé psani této
prace k dispozici.
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4. DISKUSE

Cilem rigorézni prace byla syntéza potencidlnich léciv ze skupiny derivati
chalkonu. Methoxylovana série pyrazinovych analogi chalkonu navazovala na

* a isomerni nitroderivaty difenylpropenonu byly

predchozi diplomovou praci
piipraveny z divodu srovnani biologickych aktivit s dfive ziskanymi pyrazinovymi
analogy’.

Pro syntézu pyrazinovych analogl chalkonu (kap. 3.1.2) byla aplikovana metodika
Claisen-Schmidtovy kondenzace pouzivana dlouhodobé na Katedie farmaceutické
chemie a kontroly 1é¢iv. Podafilo se ziskat derivaty rtizn¢ alkylované v poloze 5 na
kruhu A. Vytézky reakci se pohybovaly v rozmezi 1 — 3 % teoretického vytézku a byly
snizeny z divodu opakovaného chromatografického déleni produktu od vychoziho
2-methoxybenzaldehydu. Alkylované pyrazin-2-ylethanony byly na katedie pfipraveny
diive. Viechny pyrazinové analogy chalkonu byly charakterizovany teplotou tani, IC
a NMR spektry. Jejich Cistota byla ovéfena tenkovrstvou chromatografii a elementarni
analyzou, kde se odchylka pohybovala do 0,5 % vypocteného procentualniho
zastoupeni prvkid. Tyto slouceniny nebyly v literatuie dosud popsany.

Isomerni chalkony nitrované na kruhu B (kap. 3.1.3) byly pfipraveny podle
metodiky Rojase®, kterd vyzadovala modifikaci**® z hlediska mnozstvi rozpoustédla
a zpracovani reak¢ni smési. Touto metodou se podatilo pfipravit jen 3- a 4-nitroderivat
chalkonu ve vytézku 54 %, resp. 67 %. Produkty byly ¢istény opakovanou krystalizaci a
byly charakterizovany teplotou tani, IC a NMR spektry. Jejich &istota byla ovéfena
tenkovrstvou chromatografii a elementarni analyzou.

Metoda kondenzace v methanolu s pouzitim pevného hydroxidu sodného jako
bazického katalyzatoru selhala pii ptipravé 2-nitroderivatu. Chromatografickym
¢iSténim majoritniho produktu byly izolovany zelené krystaly v mnoZstvi 30 mg
0 teploté tani 205 — 210 °C. Dle NMR spektra se jednd o smés latek a jejich identifikace
by vyzadovala provedeni dasich NMR experimentt. V '"H NMR spektru neni patrna
nasobna vazba a,B-nenasyceného seskupeni chalkonil a signal karbonylového uhliku je
posunut kK vyssimu poli, takze kondenzace ziejm¢ neprobéhla. Z divodu neuspéchu byl
pro syntézu 2-nitroderivatu zvolen prvni postup kondenzace v pyridinu za ptidavku
diethylaminu (viz kap. 3.1.2). Sloupcovou chromatografii byly izolovany Zluté krystaly
v mnozstvi 0,03 g a ve vytézku 1 %, které byly identifikovany jako 1-fenyl-3-(2-
nitrofenyl)prop-2-en-1-on. Postup byl jedenkrat zopakovan s obdobnym vysledkem. Pro
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zvySeni vytézku reakce a Cistoty produktu by reakce musela byt optimalizovana.
Priprava ortho-substituovanych derivatt probiha z divodu elektronovych a sterickych
efekth obtizné. Uvedené nitrované chalkony jsou v literature popsané slouceniny.

U v8ech ptipravenych chalkonti byl NMR spektrem potvrzen E-isomer.

Série pyrazinovych analogti chalkonu byla hodnocena na antimykobakterialni
a antifungalni aktivitu.

Chalkony inhibovaly M. tuberculosis Hz7Rv (ATCC 27294) v rozmezi 13 — 71 %.
Aktivita latky CH-2-o0 neni zatim zndma. NejucinnéjSim antimykobakteridlnim
derivatem byl 3-(2-methoxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-on alkylovany propylem
Vv poloze 5 kruhu A. Inhibice nealkylovaného derivatu c¢inila 39 % a Vv porovnani
s methoxylovanymi difenylpropenony byly pyrazinové analogy méné u¢inné.*

Pii antifungalnim hodnoceni na 8 kmenech hub uvedenych v kap. 3.2.2 byla
nalezena pouze slaba aktivita.

Vysledky biologické aktivity nitrovanych chalkont zatim nejsou znamy.
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5. ZAVER
Claisen-Schmidtovou kondenzaci byly pfipraveny tyto pyrazinové analogy chalkoni:

X (E)-1-(5-terc-butylpyrazin-2-yl)-3-(2-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on
X (E)-1-(5-isobutylpyrazin-2-yl)-3-(2-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on
<> (E)-1-(5-butylpyrazin-2-yl)-3-(2-methoxyfenyl)prop-2-en-1-on

<> (E)-3-(2-methoxyfenyl)-1-(5-propylpyrazin-2-yl)prop-2-en-1-on

Claisen-Schmidtovou kondenzaci byly pfipraveny tyto nitrované chalkony:

<> (E)-1-fenyl-3-(2-nitrofenyl)prop-2-en-1-on
X (E)-1-fenyl-3-(3-nitrofenyl)prop-2-en-1-on
X (E)-1-fenyl-3-(4-nitrofenyl)prop-2-en-1-on

Methoxylované derivaty pyrazinovych analogi chalkonu nejsou V literatuie
popsany, byly pouze prezentovany formou plakatového sd&leni®, abstrakt viz priloha 1
(kap. 6.1.).

Nitrované derivaty jsou v literatufe popsané a byly pfipraveny z divodu srovnani
biologické aktivity s nitrovanymi pyrazinovymi analogy syntetizovanymi jako soucast

predchozich praci na katedte.
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6. PRILOHY

6.1. Pfiloha 1

SYNTEZA A ANTIFUNGALNi HODNOCENI (E)-3-(2-
METHOXYFENYL)-1-PYRAZIN-2-YLPROP-2-EN-1-ONU

CHLUPACOVA MARTA? OPLETALOVA VERONIKA? DOSEDEL MARTIN?
SVEDOVA LUCIE?, SILVA LUIS® A BUCHTA VLADIMIR"

8Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1éc¢iv, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta
V Hradci Kralové, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové; Marta. Chlupacova@faf.cuni.cz

*Katedra biologickych a lékarskych ved, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci
Kradlové, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové

V ramci studia biologicky aktivnich derivati chalkonu byla na nasem pracovisti
pripravena fada derivati chalkonu a tyto latky byly testovany na Uc¢inky antifungélni,
antimykobakterialni, antiagregacni a na inhibici fotosyntézy [1,2]. V tomto sdéleni je
prezentovana série (E)-3-(2-methoxyfenyl)-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-ona (1, R = H,
alkyl), ktera byla syntetizovana klasickou metodou v pyridinu [1].

(@] OMe
N =
| AN
x f“@
R N
1

Antifungalni u¢inky produkti byly hodnoceny mikrodiluénim bujonovym testem
na 8 kmenech patogennich hub: Candida albicans ATCC 44859, Candida tropicalis
156, Candida krusei E 28, Candida glabrata 20/I, Trichosporon beigelii 1188,
Aspergillus fumigatus 231, Absidia corymbifera 272 a Trichophyton mentagrophytes
445. Latky vykazaly stfedni az slaby ucinek v porovnani s flukonazolem. V soucasné
dobé probihd hodnoceni antimykobakterialni aktivity pfipravenych sloucenin.

Tato prace byla fesena s podporou vyzkumného zaméru MSM 0021620822.

[1] Opletalova, V., Hartl, J., Patel, A., Palat, K., Buchta, V.: Ring substituted 3-phenyl-
1-(2-pyrazinyl)-2-propen-1-ones as potential photosynthesis-inhibiting, antifungal and
antimycobacterial agents. Farmaco 2002, 57, 135-144.
[2] Jun, J., Chlupacova, M., Opletalovd, V., Hronek, M., Opletal, L.: Platelet
Antiaggregating Activity of 2',5'-Diazachalcones. 3rd International Symposium on
Natural Drugs, Naples, Italy, October 2-4, 2003, p. 152.

45



6.2. Pitloha 2

CHALKONY A JEJICH ANALOGY JAKO POTENCIALNI
LECIVA VII

Lucie Svédova

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Univerzita Karlova v Praze,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Krdlové, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové

Abstrakt rigorozni prdace:

Tato prace syntetického charakteru je zaméfena na hledani potencidlnich 1&¢iv ze
skupiny derivati chalkonu a navazuje na problematiku dlouhodobé studovanou na
katedfe. Zkoumanou biologickou aktivitou je pfedevSim antimykobakteridlni

a antifungalni uc¢inek.

V teoretické Casti prace jsou aktudln¢ a prehledné zpracovany jednotlivé
mechanismy antineoplastického pulsobeni piirozené se vyskytujicich i syntetickych
derivati chalkonu. Tato reSerSe zahrnuje ptevazné podklady z posledni dekady. Byly
shrnuty mozné zasahy do regulacnich d&jii, proteosyntézy a tvorby nukleovych kyselin,
vlivy na mitdzu, apoptdzu a P-glykoprotein a potencidlni inhibi¢ni plisobeni na procesy
angiogeneze a invazivity. Vedle chemoterapeutickych moZznosti byla uvedena také
antioxidacni aktivita a dal$i mechanismy chemoprevence. Soucasti byl popis nékolika

metod syntézy derivatt chalkonu.

V ramci experimentalni ¢asti prace byly kondenzacni reakci piipraveny
substituované derivaty chalkonu a dale heterocyklické analogy chalkonu. VSechny
produkty byly charakterizovany teplotou tani, IC a NMR spektry. Jejich &istota byla

ovétena tenkovrstvou chromatografii a elementarni analyzou.

V dil¢ich vysledcich hodnoceni biologické aktivity byla zaznamenana inhibi¢ni
aktivita proti Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv (ATCC 27294) v rozmezi 13 — 71 %

a slaba antifungalni aktivita na 8 kmenech testovanych hub.
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6.3. Piiloha 3

CHALCONES AND THEIR ANALOGS
AS POTENTIAL DRUGS VII

Lucie Svédova

Department of pharmaceutical chemistry and drug control, Charles University in Prague,
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové, Czech
Republic

Abstract of the rigorous thesis:

This synthetic thesis is focused on searching of potential drugs from the group of
chalcone derivatives and links up to the long-term studied topic at our department.

Antibacterial and antifungal effects are the main examined biological activities.

In the theoretical part of this thesis there were arranged various antineoplastic
effects of naturally occuring or synthetic chalcones. The bibliographic searches involve
items from the last decade. Possible interventions on the level of control processes,
proteosynthesis and nucleic acid synthesis, influence on mitosis, apoptosis and the
P-glycoprotein and the action on angiogenesis and cancer invasivity were summarized.
In addition antioxidant activity and other mechanisms of chemoprevention were
introduced as well. Different methods of chalcone synthesis were summed up in

conclusion.

In the frame of the experimental part substituted derivatives and heterocyclic
analogs of chalcones were synthetized by means of condensation reaction. All the
synthetic products were characterized by melting points, IR and NMR spectra. Their
purity was checked by thin-layer chromatography and elemental analysis.

Inhibition effect against Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv (ATCC 27294) in the
range of 13 — 71 % and weak antifungal activity on 8 strains of tested fungi were

recorded in partial results of biological activity evaluation.
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