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Anotace 

Inhibitory karboanhydrázy jsou aktuálním cílem výzkumu v mnoha ob-

lastech, zahrnujících léčbu rakoviny, glaukomu, obezity, epilepsie, zá-
nětlivých onemocnění, neurodegenerativních chorob či patogenní in-

fekce. Tato diplomová práce se zabývá syntézou inhibitorů bakteriální 
karboanhydrázy založených na s-triazinovém skeletu. Tříkrokovou syn-

tézou bylo připraveno dvanáct nových potenciálně účinných látek. U 
několika vybraných zástupců byla stanovena jejich antimikrobiotická 

aktivita, jako minimální inhibiční koncentrace zvolených Enterococcus 
spp. Zkoušené látky vykazovaly středně silnou až výraznou aktivitu, 

s velkým potenciálem pro vývoj účinného a bezpečného antimikrobioti-

ka v dalším výzkumu. U všech syntetizovaných látek byla rovněž stano-
vena antioxidační aktivita metodou zhášení radikálu ABTS. 
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Abstract 

Carbonic anhydrase inhibitors are a current research target in 

many areas, including the treatment of cancer, glaucoma, obesity, epi-
lepsy, inflammatory diseases, neurodegenerative diseases, and patho-

genic infections. This thesis deals with the synthesis of bacterial car-
bonic anhydrase inhibitors based on the s-triazine skeleton. Twelve 

new potentially active compounds were prepared by a three-step syn-
thesis. For a few selected representatives, their antimicrobial activity 

was determined as the minimum inhibitory concentration of selected 
Enterococcus f spp.. The tested compounds exhibited moderate to sig-

nificant activity, with great potential for developing effective and safe 

antimicrobiotics in further research. The antioxidant activity of all syn-
thesized compounds was also determined by the ABTS radical quench-

ing assay. 
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Seznam pojmů a zkratek 

ABTS – 2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonát) 

antibiotická rezistence – schopnost bakteriální populace pře-

žít účinek inhibiční koncentrace daného antibio-
tika, daná přirozenou odolností a získanou rezis-

tencí Převzato z (Rozsypal, 2001). 

antimikrobiotikum – antibiotika v užším slova smyslu a chemoterape-
utika Převzato z (Pokludová, Bureš, & Hera, 

2016). 

antioxidanty – látky zabraňující oxidaci, zpomalující oxidační 
reakce, inhibující reakce vyvolané účinkem kyslí-

ku a peroxidů Převzato z (Velký lékařský slovník: 
Antioxidanty). 

CA – karboanhydráza 

CAI – inhibitor karboanhydrázy 

enzym – bílkovina, která je v malém množství schopna 
výrazně urychlit (katalyzovat) průběh určité bio-

chemické reakce nebo děje, které by bez ní pro-
bíhaly jen velmi pomalu či vůbec  Převzato z 

(Velký lékařský slovník: Enzym). 

ESKAPE – Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. 

ESP – enterokokový povrchový protein; faktor virulen-

ce podílející se na adhezi enterokoků ke sliznici 

hostitelské tkáně a na tvorbě biofilmu Převzato z 
(Trojánek, 2006). 

farmakofor – soubor sterických a elektronických vlastností 
nezbytných k zajištění optimálních supramoleku-

lárních interakcí se specifickým biologickým cí-

lem a k ovlivnění jeho biologické odpovědi Pře-
vzato z (Koščová & Provazní, 2016). 
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inhibice – potlačení, útlum, zabránění Převzato z (Velký 

lékařský slovník: Inhibice). 

isoenzym – enzym existující v organismu ve dvou nebo více 

chemicky různých, ale funkčně podobných vari-

antách, které obvykle vznikají v různých orgá-
nech či tkáních Převzato z (Velký lékařský 

slovník: Izoenzym). 

MIC – minimální inhibiční koncentrace; nejnižší kon-

centrace antimikrobiální látky, při které ještě ne-
ní pozorován bakteriální růst Převzato z (Mgr. 

Jana Kopecká & Mgr. Gabriela Rotková, 2017). 

MRSA – methicilin-rezistentní Staphylococcus aureus 

NMR – nukleární magnetická rezonance; absorpční spek-
troskopie detekující absorpci radiofrekvenční zá-

ření jádry atomů v molekulách, přičemž aktivní 
jsou pouze jádra se spinovým kvantovým číslem 

jiným než rovným nule Převzato z (Nukleární 
magnetická rezonance: Úvod do NMR, 2013). 

oxidační stres – porucha rovnováhy mezi produkcí reaktivních 

forem kyslíku a dusíku a antioxidační kapacitou 
organismu Převzato z (Maňasková, 2012). 

patogen – živý původce nemoci (bakterie, vir, hniloba), cho-
roboplodný zárodek schopný poškozovat a vyvo-

lávat onemocnění Převzato z (Kreml) a 

(Zahradníček, 2013). 

potenciace – zesílení účinku Převzato z (Velký lékařský 

slovník: Potenciace). 

spektroskopie IR – infračervená spektroskopie; absorpční spektros-
kopie detekující absorpci infračerveného záření 

(různé vlnové délky) při průchodu vzorkem, při 
níž dochází ke změnám rotačně vibračních ener-

getických stavů molekuly v závislosti na změnách 
dipólového momentu molekuly Převzato z 

(Infračervená spektrometrie: Infračervená 
Spektroskopie, 2013). 
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spektroskopie UV-VIS – absorpční spektrometrie v oblasti ultrafia-

lového a viditelného záření; absorpční spektros-
kopie detekující absorpci elektromagnetického 

záření při průchodu vzorkem, při níž dochází ke 
změně energetického stavu molekuly (elektrono-

vý, vibrační a rotační stav) v závislosti na vlnové 
délce absorbovaného záření Převzato z 

(Molekulová absorpční spektrometrie: Teorie UV-
VIS spektrometrie). 

vazba iontová – typ chemické vazby, ve které jeden atom získá 

jeden nebo více elektronů na úkor druhého ato-
mu; vzniká při velkém rozdílu elektronegativit 

vázaných atomů Převzato z (Cídlová & Mokrá, 
Obecná chemie: Iontová vazba, 2018). 

vazba koordinační – typ chemické vazby, ve které jeden atom (donor – 

atom ligandu) poskytne celý elektronový pár a 
druhý atom (akceptor – centrální atom) ho při-

jme Převzato z (Cídlová, Mokrá, & Valová, 2018). 

vazba kovalentní – typ chemické vazby založený na společném sdíle-
ní dvojic elektronů (vazebných elektronových pá-

rů) mezi vázanými atomy; oba elektrony jsou 
společné oběma atomům a mají navzájem opačný 

spin Převzato z (doc. Mgr. Hana Cídlová, Mokrá, & 
Valová, Obecná chemie: Chemická vazba, 2018). 

vodíkové můstky – typ chemické vazby vznikající u molekul, které 

obsahují atom vodíku vázaný k silně elektronega-
tivnímu prvku a obsahují atomy s volným elek-

tronovým párem Převzato z (doc. Mgr. Hana 
Cídlová, Mokrá, & Valová, Obecná chemie: Slabé 

vazebné interakce, 2018). 

VRE – vankomycin-rezistentní enterokoky 
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1 Úvod 

Protimikrobní rezistence a hledání nových efektivních antibiotik je stále 
diskutovanějším tématem, které zasahuje celý svět. Ačkoliv je šíření 

rezistence proti antiinfektivům přirozeně se vyskytujícím jevem, 
v dnešní době je značně urychlováno nesprávným používáním antibio-

tik, nadbytečnou preskripcí a nevhodnou prevencí infekcí u lidí i u zví-
řat. Na druhé straně stojí země s nízkým HDP, jejichž obyvatelé žijí pře-

vážně v chudobě, bez dostatku zdrojů vč. medikace a bez správných 
hygienických návyků, což vytváří ideální podmínky pro šíření a mutaci 

patogenů. Kombinací těchto jevů dochází ke vzniku nových odolných 
kmenů, proti kterým jsou momentálně dostupná antiinfektiva neúčinná 

nebo jejich účinnost rapidně klesá. 

Každoročně jsou vyvíjeny desítky nových antiinfektiv, pouze mi-
nimum z nich však prokáže dostatečnou aktivitu v průběhu klinických 

zkoušek, aby bylo registrováno a vstoupilo na trh. S postupem času tak 
klesá šance na úspěšnou léčbu závažných infekcí, navíc dochází k re-

introdukci dříve potlačených infekčních onemocnění. Stále častěji se 
dnes vyskytují případy tuberkulózy, pseudomembranózní kolitidy, čer-

ného kašle, malárie a zápalu plic různé etiologie. (Ventola, 2015) 
(Lindmeier, 2018) (Uchil, Murali, & Nayak, 2021) 

V popředí problémů s rezistencí stojí tzv. multirezistentní kmeny 
odolné proti celé řadě antiinfektiv, a to i přes jejich odlišnou chemickou 

strukturu či mechanismus účinku. Nalézt novou účinnou látku k léčbě 
těchto infekcí je velmi obtížné a většinou nerentabilní. Výzkum v této 

oblasti proto není farmaceutickými firmami moc podporován, a to i 

přes snahu Světové zdravotnické organizace (WHO) a podobných zdra-
votnických iniciativ. (Cumberland, Chaib, Bagozzi, & Dias, 2017) 

(Capasso & Supuran, 2017) (Uchil, Murali, & Nayak, 2021) 
Působení na mikroby ovlivněním činnosti jejich karboanhydrázy se 

ukazuje jako dobrý směr výzkumu se solidními výsledky. Dosavadní 
výzkumy naznačují, že inhibitory bakteriální karboanhydrázy mohou 

působit selektivně bez výraznějších nežádoucích účinků způsobených 
interakcí s lidskou karboanhydrázou. Je však obtížné takto vysoce se-

lektivní inhibitory nalézt. Unikátní mechanismus účinku, který je roz-
dílný od všech doposud známých antibiotik, by umožnil léčbu rezis-

tentních infekcí a do klinické praxe by se tak mohla dostat nová řada 

efektivních léčiv dostupných pro zdravotnické systémy po celém světě. 
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2 Karboanhydrázy 

Karboanhydrázy (CA, EC 4.2.1.1) jsou označením pro širokou skupinu 
metaloenzymů katalyzujících hydrataci CO2 za vzniku hydrogenuhliči-

tanového aniontu a vodíkového protonu. Tento proces je klíčový pro 
řadu biochemických pochodů, především pro regulaci pH, dýchání, se-

kreci elektrolytů a pro fotosyntézu, sekundárně se podílí na metabolic-
kých drahách zahrnující lipogenezi, glukoneogenezi, močovinový cyk-

lus, kalcifikaci a kostní resorpci. (Supuran, 2018) (Guler, Capasso, & 
Supuran, 2015) (Aggarwal, Boone, Kondeti, & McKenna, 2012) 

Běžně se vyskytuje ve všech známých doménách, tj. Archaea, Bac-
teria i Eukarya. (Supuran, Carbonic anhydrases: novel therapeutic 

applications for inhibitors and activators, 2008) Dle genetického kódu 

lze tyto metaloenzymy rozdělit do několika rodin: α, β, γ, δ, ζ, η, θ, ι. U 
bakterií lze nalézt zástupce z jakékoli rodiny, někdy i více typů 

v jednom mikroorganismu. U živočichů a hub se vyskytují pouze α- a β-
rodiny, protozoa vykazují přítomnost α-, β- i η-rodiny. Mořské rozsivky 

jsou zatím jediným známým organismem s výskytem δ- a ζ-rodiny. Nej-
nověji objevená ι-CA byla nalezena u mořských rozsivek Thalassiosira 

pseudonana, u bakterie druhu Burkholderia territorii a dále u několika 
druhů řas a sinic. (Supuran, 2012) (Vullo, a další, 2014) (Supuran, 

2016) (Del Prete, Nocentini, Supuran, & Capasso, 2020) (Nocentini, 
Supuran, & Capasso, 2021) (Orhan, Senturk, & Genisel, 2022) 

Hydratace CO2 patří k základním biochemickým reakcím nutným 
k přežití většiny živých organismů. Toho lze využít k ovlivnění jejich 

stavu, aktivity a životaschopnosti pomocí inhibice či naopak aktivace 

přítomné karboanhydrázy. Lze toho dosáhnout interakcí s kationtem 
kovu, jenž je základem její enzymatické aktivity, či jinými mechanismy. 

(Supuran, 2008) (Supuran, 2013) (Supuran, 2018) (Del Prete, 
Nocentini, Supuran, & Capasso, 2020) 

Katalytická aktivita karboanhydrázy probíhá následujícím způso-
bem: 

1. hydroxidový aniont koordinovaný na zinečnatý kationt a vodu 

ve struktuře karboanhydrázy atakuje CO2 za vzniku hydrogenuhli-
čitanu, který je uvolněn do okolního média (vody); 

2. protonový transfer H+ (označen jako „W“ ve Schéma 1) z nově 
vznikající koordinační vazby vody a zinečnatého kationtu na hyd-

rogenuhličitanový aniont, čímž dochází k regeneraci nukleofilního 
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centra karboanhydrázy; zároveň je tento krok rychlost určujícím 

krokem. (Nocentini, Angeli, Carta, Winum, Zalubovskis, & 
Carradori, 2021) 

Průběh hydratace CO2 je názorně představen na katalytické aktivi-
tě α-CA ve Schéma 1. 

 
Schéma 1: Schématické znázornění katalytické aktivity karboanhydrázy. Pře-

vzato z (Kim, a další, 2020). 

Proton H+ (označen jako „W“) je při transferu přenášen z aktivního místa při zinečna-

tém kationtu („WZn“) pomocí sítě vodíkových můstků mezi aminokyselinovými zbytky 

přítomnými v kavitě („W1“, „W2“) až k histidinovému zbytku His 64. Do interakce skr-

ze vodíkové můstky vstupuje rovněž přítomné médium, tj. voda („WDW“). 

Nejvíce se klinicky využívá potlačení aktivity karboanhydráz. Inhi-
bice vybraných isoforem lidské karboanhydrázy vykazuje diuretický, 

antiglaukomatický, antikonvulzivní a antiflogistický účinek, působí rov-
něž proti obezitě, v léčbě rakoviny a dalších indikacích. Inhibice karbo-

anhydráz u patogenů lze využít v léčbě infekcí bakteriálního, mykotic-
kého či protozoárního původu. (Supuran, 2016) (Supuran, 2018) 

(Supuran, 2021) 
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Naopak aktivace karboanhydrázy se dostává do popředí zájmu 

v péči o životní prostředí. Jeví potenciál pro redukci atmosférického CO2 
biogenní precipitací uhličitanu vápenatého, a to činností extracelulární 

karboanhydrázy kultivované pomocí Bacillus cereus. Bakterie nejprve 
hydratuje CO2 za vzniku hydrogenuhličitanového aniontu, který násled-

ně vysráží ve formě CaCO3. Kombinací této mikrobiální aktivity 
s vodovodními systémy by mohlo dojít k významnému snížení obsahu 

CO2 v atmosféře a minerální produkt by byl ukládán jako součást zem-
ského podloží, jak je znázorněno na Obr. 1. Za tímto účelem jsou vyvíje-

na nová CA-mimetika. (Shen, Li, Pan, Lin, Zhu, & Yu, 2017) (Jin, Zhang, 

Zhang, & Chen, 2018) (Huang, a další, 2019) (Verma, Bhaduri, Kumar, & 
Deshpande, 2021) 

 
Obr. 1: Princip vychytávání CO2 z atmosféry. Převzato z (Huang, a další, 2019). 

Tato chemická přeměna je zároveň principem tvorby pevné 

schránky některých druhů mlžů a plžů a také je hlavním faktorem kalci-
fikace korálů. Ve výzkumu jsou dnes sledovány různé možnosti využití 

pro lidský průmysl a životní prostředí. (Li, Chen, Zhou, Zhu, & Yu, 2013) 
(Nocentini, Supuran, & Capasso, 2021) 
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Nově se výzkum zaměřil na aktivátory karboanhydrázy i 

v klinickém prostředí při léčbě Alzheimerovy choroby a jiných neuro-
degenerativních poruch souvisejících se ztrátou paměti. (Supuran, 

Carbonic anhydrases: novel therapeutic applications for inhibitors and 
activators, 2008) (Nocentini & Supuran, 2019) 

2.1 Lidské karboanhydrázy 

Doposud bylo v lidském organismu identifikováno 15 isoenzymů, při-
čemž přesný výskyt a funkce v organismu byla objasněna jen u někte-

rých z nich. Obecně se karboanhydrázy účastní glukoneogeneze, lipoge-
neze a ureogeneze. Řadí se do α-rodiny, v jejich aktivním místě je tudíž 

navázán zinečnatý kation. (Supuran, 2018) (Supuran, 2018) 
hCA I a II jsou přítomné v cytoplazmě, hCA IV navázaná na mem-

bránu, hCA VA a VB v mitochondriích, hCA IV se nachází v některých 

slizničních sekretech (slzy, sliny) a transmembránové hCA IX, XII a XIV 
(v neaktivní formě hCA VIII, X a XI) jsou přítomné v organismu ubikvi-

tárně. (Mikuš, Krajčiová, & Mikulová, 2018) (Provensi, Nocentini, 
Passani, Blandina, & Supuran, 2021) Neaktivní formy karboanhydrázy 

neobsahují zinečnatý kation a jsou označovány jako CA-příbuzné pro-
teiny. (Aggarwal, Boone, Kondeti, & McKenna, 2012) 

Další isoformy se nachází v centrální nervové soustavě a 
v choroidním plexu, jejich funkce zde však zatím nebyla podrobně o b-

jasněna, pouze že se podílí na nervových pochodech souvisejících 
s pamětí a negativními emocemi, především strachem. (Provensi, 

Nocentini, Passani, Blandina, & Supuran, 2021)  

2.2 Bakteriální karboanhydrázy 

Patogenní bakterie, proti kterým by mohla být nová antibakteriální 
léčba zaměřena, lze rozdělit na základě struktury karboanhydráz. α-CA 

byly nalezeny u Neisseria spp., Helicobacter pylori a Vibrio cholerae, β-
CA u Escherichia coli, Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis, 

Brucella spp., Streptococcus pneumoniae, Salmonella enterica a Haemo-
philus influenzae. β-Isoenzymy jsou produkovány i patogenními hou-

bami, resp. plísněmi. Inhibitory β-CA tudíž často vykazují kromě bakte-
riostatické aktivity také fungistatický účinek. Jejich spektrum účinku se 

tak rozšiřuje o mykózy vyvolané např. Candida albicans, Candida 
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glabrata, Cryptococcus neoformans či Malassezia globosa. (Supuran, 

2013) (Capasso & Supuran, 2014) (Supuran & Capasso, 2017) 
(Supuran, 2018) 

γ-CA jsou u bakterií rozšířené jen minimálně, genetická informace 
pro jejich expresi byla nalezena např. u druhů Staphylococcus aureus a 

Enterococcus faecalis. β a γ-CA se nachází v cytoplazmě a podílí se na 

distribuci a metabolizaci HCO3
-, např. pomocí karboxyláz. (Capasso & 

Supuran, 2014) (Ferraroni, 2019) 
V bakteriálních mikroorganismech se α-CA podílí na udržování pH 

a výměně elektrolytů (HCO3
-, H+) podobně jako u eukaryotních orga-

nismů. Je zakotvena v membráně jako transmembránový protein, jehož 
aktivní místo se nachází vně buňky. To z něj činí vhodný cíl pro zamě-

ření účinku antimikrobiotika. α-CA přivádí CO2 z vnějšího prostředí ve 

formě HCO3
- jako substrát jedné z metabolických cest, které zajišťují 

výživu mikroorganismu. (Capasso & Supuran, 2014) 
Spolu s β-CA se podílí i na typicky mikrobiálních pochodech zajiš-

ťujících přežití mikroorganismu v nevhodných podmínkách. Dosavadní 
výsledky naznačují, že transmembránové karboanhydrázy obecně pod-

porují růst za aerobních podmínek. Produkují endogenní HCO3
- jako 

kompenzaci nízkého parciálního tlaku CO2 a extrémních hodnot pH 
v okolním prostředí buňky. (Nishimori, Onishi, Hiroaki, & Supuran, 

2008) (Aggarwal, Boone, Kondeti, & McKenna, 2012)  
U patogenních bakterií jsou tak CA obecně důležité pro napadení a 

kolonizaci hostitelského organismu. Esenciální role CA byla prokázána 
u Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum, Saccharomyces cerevi-

siae a Helicobacter pylori a je zkoumána u druhu Pseudomonas aeru-
ginosa. (Supuran, 2008) (Capasso & Supuran, 2014) (Aggarwal, Chua, 

Pinard, Szebenyi, & McKenna, 2015) 

Mezi jednotlivými rodinami karboanhydráz je rozdíl i v lokalizaci 
aktivního místa. To je vnořeno do vnitřní struktury enzymu v různé 

hloubce, může být i téměř celé odhalené. Také je různě tvarované a do-
sahuje odlišné šířky. Největší kavitu lze nalézt u γ-CA, menší u α-CA, 

přičemž nejmenších rozměrů dosahuje u zástupců β rodiny. Jejich srov-
nání je zobrazeno pomocí trojrozměrné struktury v Obr. 2. (Supuran, 

2012) (Capasso & Supuran, 2014) 
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Obr. 2: Struktura nejběžněji se vyskytujících bakteriálních karboanhydráz se 

zobrazením kavit s aktivními místy. Převzato z (Capasso & Supuran, 2014). 
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Rozdílná je i koordinační vazba na zinečnatý kation, kterou nemusí 

zaujímat pouze molekula vody, resp. OH
-
, ale i aminokyselinové zbytky 

(Asp u Mycobacterium tuberculosis), které reagují na okolní pH – při pH 

˃ 8 se Asp odkloní od aktivního místa a vytvoří vazbu s Arg poblíž. Tím 
uvolní místo pro koordinaci H2O. (Supuran, 2012) 

Je-li hydroxidový aniont v molekule obsažen, je stabilizován buď 
amidovou skupinou Thr-199 nebo karboxylovou skupinou z Asp-37. 

Sekundární strukturou bakteriální karboanhydrázy je α- nebo β-
skládaný list, který je doplněn jednou či více šroubovicemi, a tvoří zá-

klad monomerní jednotky spojující se dále do homodimerů. 

(Covarrubias, Larsson, Högbom, Mowbray, & Unge, 2005) 

2.3 Struktura enzymu 

Podrobná rentgenová měření přesně popsala strukturu této skupiny 

metaloenzymů s unikátním charakterem aktivního místa. To je zanoře-
né ve vnitřní části enzymu v různé hloubce za vstupem. Tvoří jej hydro-

filní a hydrofobní část skládající se z několika aminokyselin (Val, Leu, 
Trp, Tyr, Asn, His, Thr). K tomu se pojí kation kovu v koordinační vazbě 

s molekulou vody, resp. jejím hydroxidovým aniontem, který se chová 
jako nukleofil. (Supuran, 2008) (Supuran, 2016) 

Nejběžněji se u karboanhydráz vyskytuje jako kation kovu zinečna-
tý kation, typický pro α, β, δ, η a nejspíše i θ rodiny. γ-CA váží nejčastěji 

železnatý kation, jsou však aktivní i při vazbě zinečnatého či kobaltna-

tého kationtu. Karboanhydrázy z ζ rodiny mají ve svém aktivním místě 
zinečnatý či kademnatý kation. (Supuran, 2011) (Capasso & Supuran, 

2014) 
ι-karboanhydrázy mají na svém aktivním místě nejčastěji manga-

natý kation, aktivní jsou však i se zinečnatým kationtem. Mohou být 
aktivní dokonce i bez přítomnosti kationtu kovu, kdy je katalytická ak-

tivita pravděpodobně zprostředkována aminokyselinovými zbytky 
(Thr-106, Tyr-124, Ser-199). Protonový transfer H+ je pak zprostředko-

ván His-197, popř. zbytkem tyrosinu nacházejícím se u vstupu kavity. 
(Del Prete, Nocentini, Supuran, & Capasso, 2020) (Nocentini, Supuran, & 

Capasso, 2021) (Petreni, De Luca, Scaloni, Nocentini, Capasso, & 
Supuran, 2021) 

Kation kovu je v enzymu navázán na tři aminokyselinové zbytky, u 

α, γ, δ a nejspíše i u θ-CA jsou jimi tři histidinové zbytky (His-94, -96 a -



KARBOANHYDRÁZY 

29 

119), znázorněno strukturou A v Obr. 3. U β a ζ-CA je kation koordino-

ván dvěma cysteinovými a jedním histidinovým zbytkem, znázorněno 
strukturou B v Obr. 3. U η-CA dvěma histidinovými a jedním glutamino-

vým zbytkem. V případě ι-CA nebyla stabilizační struktura aktivního 
místa jednoznačně potvrzena, nejspíše se na ní podílí dva histidinové 

zbytky, jeden zbytek kyseliny asparagové a kyseliny glutamové. (Del 
Prete, Nocentini, Supuran, & Capasso, 2020) 

 
Obr. 3: Obecná struktura aktivního místa karboanhydráz. Převzato z (Ghiasi, 

Hemati, & Zahedi, 2017). 

Čtvrtým ligandem je H2O, resp. 
-
OH, a koordinace zinku tak získává 

podobu tetraedru. Molekula vody je ve své poloze dále stabilizována 

atomem dusíku z amidové skupiny blízkého Thr-199, na něž je napoje-
na Glu-106 a takto vytváří ochrannou formaci v kavitálním vstupu. 

(Domsic, Avvaru, Kim, & Agbandje-McKenna, 2008) (Supuran, 2012) 
(Capasso & Supuran, 2014) (Ferraroni, 2019) 

Při katalytické aktivitě probíhá transfer protonu H+ přes přilehlý 
aminokyselinový zbytek His-64, který umožňuje jeho přesun z vazby 

v molekule vody do okolního vodního prostředí, jež v těsné blízkosti 
karboanhydrázy a jejího aktivního místa vytváří síť vodíkových můstků. 

(Domsic, Avvaru, Kim, & Agbandje-McKenna, 2008) 

Mezi jednotlivými rodinami se liší i hloubka zanoření aktivního 
místa – kation kovu je umístěn hlouběji ve struktuře enzymu u α-CA než 

u β-CA. Šířka kavity je srovnatelná u α a γ-CA, kavita β-CA je užší. U ne-
aktivních forem karboanhydráz je aktivní místo, resp. jeho vstup zablo-

kován aminokyselinovými zbytky, např. dvojicí Asp-Arg. (Aggarwal, 
Chua, Pinard, Szebenyi, & McKenna, 2015) (Bonardi, a další, 2021) 

Důležitá je rovněž sekundární struktura, kterou karboanhydrázy 
mohou zaujmout. α-CA většinou setrvávají v monomerním stavu (zná-

zorněn jako struktura A na Obr. 4), ačkoliv jsou známy i jejich dimery 
(znázorněn jako struktura B na Obr. 4), např. hCA IX a XII. Obě formy 
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jsou katalyticky aktivní. Základem monomeru je β-skládaný list, který je 

obklopený několika α-šroubovicemi. 

 
Obr. 4: Sekundární struktura α-CA. Převzato z (Supuran & Capasso, 2017). 

β-CA jsou funkční pouze jako dimery či vyšší oligomery, např. tet-

ramer znázorněný v Obr. 5 (struktura B). Základem jedné monomerní 
jednotky je β-skládaný list spolu s α-šroubovicemi (struktura A v Obr. 

5) a samostatně je neaktivní. Podobně jsou složeny i θ-CA. (Aggarwal, 
Chua, Pinard, Szebenyi, & McKenna, 2015) (Del Prete, Nocentini, 

Supuran, & Capasso, 2020) 

 
Obr. 5: Sekundární struktura β-CA. Převzato z (Supuran & Capasso, 2017). 
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γ-CA vytváří homotrimery (struktura B v Obr. 6), jejichž mono-

merní jednotky se skládají z paralelních vláken β-šroubovic (struktura 
A v Obr. 6). (Ferraroni, 2019) U δ, η a ι-CA zatím nebylo možné jedno-

značně určit přesnou strukturu enzymů, a to ani za použití krystalové 
rentgenografie. (Del Prete, Nocentini, Supuran, & Capasso, 2020) 

 
Obr. 6: Sekundární struktura γ-CA. Převzato z (Supuran & Capasso, 2017). 
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3 Inhibice karboanhydráz a mechanismus 

účinku 

S pokrokem výzkumných metod je neustále rozšiřován seznam účin-

ných inhibitorů karboanhydrázy. Věda přichází na stále nové funkční 
skupiny, potažmo sloučeniny, které jsou této inhibice schopné na dosta-

tečnou míru, aby o nich mohlo být uvažováno ve vývoji léčivých pří-

pravků. Zdokonalení rentgenové krystalografie a zvýšení její dostup-
nosti umožnilo zobrazení těchto inhibitorů přímo v komplexu 

s karboanhydrázou. Lze tedy zcela přesně určit mechanismus účinku, 
je-li komplex dostatečně stabilní pro extrakci a zobrazení. (Supuran, 

How many carbonic anhydrase inhibition mechanisms exist?, 2015) 
Doposud byly rozeznány čtyři mechanismy inhibice karboanhyd-

rázy, a to: 

1. koordinace inhibitoru se zinečnatým kationtem v aktivním místě 
(sulfonamidy, aniontové inhibitory, dithiokarbamáty, karboxyláty, 

hydroxamáty), viz Obr. 7; 
2. interakce s molekulou vody, resp. OH- koordinovaného se zinečna-

tým kationtem v aktivním místě, za vzniku vodíkových můstků 
(fenoly, karboxyláty, polyaminy, sulfokumariny), viz Obr. 8; 

3. blokace kavity s aktivním místem interakcí inhibitoru se vstupem 
do kavity (kumariny), viz Obr. 9; 

4. vazba mimo kavitu s aktivním místem (benzylsulfonyl-benzoová 
kyselina), viz Obr. 10. 
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Obr. 7: Inhibice CA koordinací na Zn2+ kationt. Převzato z (Supuran, 2015). 

(ZBG = Zinc-binding group, tj. funkční skupina vstupující do interakce se zinečnatým 

kationtem; Scaffold = skelet účinné látky; Tail = ocasní část molekuly účinné látky) 

 
Obr. 8: Inhibice CA interakcí s OH- aniontem. Převzato z (Supuran, 2015). 

(AG = Anchoring Group; tj. funkční skupina vstupující do interakce s koordinovanou 

molekulou vody; Scaffold = skelet účinné látky; Tail = ocasní část molekuly účinné 

látky) 
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Obr. 9: Inhibice CA interakcí se vstupem kavity. Převzato z (Supuran, 2015). 

(SG = Sticky Group, tj. funkční skupina okludující kavitální vstup spolu se skeletem; 

Scaffold = skelet účinné látky; Tail = ocasní část molekuly účinné látky) 

 
Obr. 10: Inhibice CA interakcí mimo kavitu. Převzato z (Supuran, 2015). 
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Zvláštní kategorií jsou inhibitory s neznámým mechanismem účin-

ku. Tato skupina zahrnuje například sekundární a terciární sulfonami-
dy, imatinib a nilotinib. (Supuran, 2015) 

Některé inhibitory se při kontaktu s molekulou vody, vázanou ko-
ordinační vazbou na zinečnatý kation, deprotonizují za vzniku aniontu, 

který teprve vstupuje do kontaktu přímo se zinečnatým kationtem. Na-
hrazuje tak molekulu vody v koordinační vazbě (viz Obr. 11), která je 

součástí stabilního tetraedru. Působí tak sulfonamidy, polyaminy, ně-
které karboxyláty a sulfokumariny. (Supuran, 2013) 

 
Obr. 11: Inhibice katalytické aktivity α-CA. Převzato z (Supuran, 2012). 

(Inh = inhibitor CA, v neutrálním stavu (InhH) či ve stavu aniontu (Inh
-
)) 
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Kumariny a některé laktony se chovají jako proléčiva a před vaz-

bou do vstupu aktivního místa enzymu podléhají hydrolýze, která je 
aktivuje. Příklad hydrolýzy dvou kumarinových derivátů je uveden na 

Obr. 12. (Maresca, a další, 2009) (Supuran, 2013) 

 
Obr. 12: Hydrolýza derivátů kumarinu. Převzato z (Maresca, a další, 2009). 

Na zcela odlišné místo se váží CA aktivátory, a to do vstupu kavity 
obsahující aktivní místo, kde potencují transfer protonu H+ mezi koor-

dinovanou molekulou vody a vodním prostředí v okolí karboanhydrázy. 
(Supuran, 2012) 

3.1 Inhibitory karboanhydrázy jako antiinfektiva 

Karboanhydráza představuje pro patogeny vhodný nástroj k překonání 

obranných mechanismů hostitelského organismu, mezi něž patří i ex-
trémní hodnoty pH (HCl v žaludku, vysoký parciální tlak CO2 v plicích). 

Primárně mění hodnoty pH na ty výhodnější pro daný patogen (Pseu-
domonas aeruginosa) a v důsledku funguje jako sekundární podpora 

hlavního mechanismu kolonizace (Helicobacter pylori). (Marcus, 
Moshfegh, Sachs, & Scott, 2005) (Nishimori, a další, 2007) (Supuran & 

Capasso, 2020) (Campestre, a další, 2021) 
Blokace karboanhydrázové aktivity vede k omezení růstu a zne-

možnění kolonizace hostitelského organismu či přímo k narušení přiro-
zeného vnitřního prostředí mikrobu.  Důsledkem jsou změny pH a me-

tabolismu, což vede k odchylkám v biosyntetických pochodech či 

k jejich úplnému přerušení. V určitém případě může dokonce inhibice 
CA přímo potlačit virulenci původce onemocnění (Vibrio cholerae). 

(Capasso & Supuran, 2015) (Capasso & Supuran, 2015) (Supuran & 
Capasso, 2020) (Urbanski, Vullo, Parkkila, & Supuran, 2021) 
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Výrazné inhibice α-CA bylo dosaženo v testech in vivo na bakteriích 

Neisseria spp., Helicobacter pylori, Brucella suis, Streptococcus pneumo-
niae, Enterobacter spp. a Enterococcus spp., a to včetně rezistentních 

kmenů VRE a Neisseria gonorrhoeae. Hodnoty minimální inhibiční kon-
centrace (MIC) byly stanoveny u registrovaných CAI (acetazolamid, et-

hoxzolamid na Obr. 13) i u nově syntetizovaných látek z řad sulfonami-
dových či fenolických derivátů. Výsledky byly porovnány se současně 

klinicky používanými antimikrobiotiky v daných indikacích, přičemž 
CAI opakovaně vykazovaly vyšší mikrobiostatický efekt. (Supuran, 

2011) (Abutaleb, Elhassanny, Nocentini, Hewitt, Elkashif, & Cooper, 

2021) (Giovannuzzi, a další, 2022) 

 
Obr. 13: Příklad registrovaných CAI s antimikrobiotickou aktivitiou.  Převzato z 

(Abutaleb, Elhassanny, Nocentini, Hewitt, Elkashif, & Cooper, 2021) . 

U některých patogenů lze zacílit účinek léčiva současně na cyto-

plazmatickou β-CA i transmembránovou α-CA, například u Helicobacter 
pylori. Selektivní inhibice β-CA je pozorována poměrně omezeně (větši-

nou dochází i k menšímu ovlivnění α-CA). Pozorována je u druhů 
Clostridium perfringens a Staphylococcus aureus, včetně methicilin-

rezistentních kmenů (MRSA). Inhibice je však selektivní vůči bakteriální 
CA bez významnějšího ovlivnění lidské CA. (Nishimori, a další, 2007) 

(Nishimori, Onishi, Takeuchi, & Supuran, 2008) (Annunziato, a další, 
2016) (Modak, Tikhomirova, Gorrell, Rahman, Kotsanas, & Korman, 

2019) (Rahman, Tikhomirova, Modak, Hutton, Supuran, & Roujeinikova, 
2020) (Vullo, Kumar, Scozzafava, Ferry, & Supuran, 2017) (Urbanski, 

Vullo, Parkkila, & Supuran, 2021) 
Vysoká efektivita a selektivita jsou obzvláště důležité v případě 

ovlivnění gramnegativních bakterií, které mají oproti grampozitivním 

bakteriím druhou vnější membránu navíc (podrobné morfologické 
srovnání membrán těchto dvou typů bakterií je uvedeno na Obr. 14). Je 

proto těžší efektivně potlačit jejich růst a léčit závažné nosokomiální 
infekce, které přenáší. Navíc se u nich snadno vyvíjí rezistence na kli-

nicky podávaná antibiotika, resp. antimikrobiotika, v posledních něko-
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lik letech stále rychleji. Příklady rezistentních gramnegativních bakterií 

jsou Enterobacter sp. B13, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumonia, 
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae. Ze zkoušených látek 

vykazovaly nejsilnější inhibiční aktivitu vůči α-CA deriváty 
s prodlouženou molekulou na bázi 4-aminoalkyl-benzensulfonamidu, 

deriváty fenolu a deriváty kyseliny benzoové. (Annunziato, a další, 
2016) (Eminoglu, a další, 2016) (Supuran & Capasso, 2020) (Abutaleb, 

Elhassanny, Nocentini, Hewitt, Elkashif, & Cooper, 2021) (Giovannuzzi, 
a další, 2022) 

 
Obr. 14: Srovnání struktury gram-negativních a gram-pozitivních bakterií. Pře-

vzato z (Latham, 2021). 

3.1.1 Vankomycin-rezistentní enterokoky 

Bakteriální rod Enterococcus je přirozenou součástí mikroflóry lidských 

i zvířecích organismů. Disponuje mnoha různými mechanismy vho d-
nými pro překonání nehostinných podmínek životního prostředí, mezi 

něž patří i efektivní předávání genetické informace. U patogenních dr u-
hů se tudíž rychle rozvinula antibiotická rezistence a byly zařazeny me-

zi tzv. ESKAPE (ESKAPE = Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aerugino-

sa, Enterobacter spp.) patogeny. Enterococcus faecium spolu s druhem 
Enterococcus faecalis jsou souhrnně označovány jako VRE, tj. vankomy-

cin-rezistentní enterokoky. Kromě vankomycinu jsou rezistentní i vůči 
dalším běžně klinicky užívaným antibiotikům jako jsou erythromycin, 
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tetracyklin, rifampicin, ciprofloxacin, penicilinová antibiotika a ampici-

lin. (Maleki, a další, 2021) (Uchil, Murali, & Nayak, 2021) 
Virulenci patogenních druhů napomáhá několik faktorů, a to en-

zymatická výbava (gelatináza, cytolysin, hyaluronidáza, karboanhydrá-
za), agregační substance a specifický povrchový protein ESP (enteroko-

kový povrchový protein), který se podílí na kolonizaci cílových tkání. 
(Maleki, a další, 2021) Ve výzkumu je již delší dobu projevována snaha 

o vývoj antibiotika účinného proti VRE, pokud možno s minimálním 
rizikem vzniku rezistence. Zkoumané látky zahrnují mj. heterocyklické 

struktury (triaziny, oxadiazoly, pyrazoly, indoly, benzimidazoly), chal-

kony a sulfonamidové deriváty. (Uchil, Murali, & Nayak, 2021) (Supuran 
& Capasso, 2020) 

Cílem účinku těchto látek je právě bakteriální karboanhydráza, 
konkrétně α-CA přítomná u obou rezistentních druhů. U druhu Entero-

coccus faecium se lze zaměřit i na γ-CA, která není u druhu Enterococcus 
faecalis exprimována.  

Biologickou aktivitu výrazně ovlivňuje lipofilita molekuly a substi-
tuce objemnějšími alkylovými substituenty zesiluje inhibiční potenciál 

až několikanásobně. Zároveň zůstává zachována nízká toxicita vůči lid-
skému organismu. (Capasso & Supuran, 2014) (Kaur, a další, 2020) 

3.1.2 Protozoa 

α-, β- a η-karboanhydrázy jsou přítomné rovněž v říši protozoa (Trypa-

nosoma crusi, Leishmania donovani chagasi, Plasmodium falciparum), lze 
tedy předpokládat širokospektrý efekt CAI antimikrobiotik zahrnující i 

jiné infekční patogeny než bakterie. (Capasso & Supuran, Bacterial, 

fungal and protozoan carbonic anhydrases as drug targets, 2015) 
Na protozoa nejspíše CAI účinkují podobným mechanismem jako 

na bakterie. Ovlivňují činnost α i η-CA, tj. karboanhydráz s nejvyšší pří-
buzností ze všech dalších rodin CA. V terapii by mohly být CAI použity 

v případě infekcí způsobených Plasmodium falciparum (intracelulární 
patogen z řad prokaryotických organismů), Trypanosoma spp. (přede-

vším druh Trypanosoma cruzi). I zde je pozorováno selektivní potlačení 
činnosti mikrobiální CA bez ovlivnění lidské CA. (Annunziato, a další, 

2016) (Del Prete, De Luca, De Simone, Supuran, & Capasso, 2016) 
(Vermelho, Cardoso, Ricci Junior, dos Santos, & Supuran, 2017) 
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3.1.3 Zvýšení selektivity 

Jedním z možných přístupů pro zvýšení selektivity CA inhibitorů je za-
měřit se na vstup a stěny kavity aktivního místa a na aminokyseliny, 

které je tvoří a s nimiž mohou CAI interagovat. Interakce lze dosáhnout 

připojením funkčních skupin schopných vytvářet vodíkové či solné 
můstky (jmenovitě amino-, imino- a hydroxy-skupiny) a jejich deriváty 

vytvořené alkylací, acylací, arylsulfonací, kondenzací a dalšími reakce-
mi. Příklad ukotvení CAI v kavitě na základě interakce 

s aminokyselinovými zbytky je uveden na Obr. 15. (Supuran, 2012) 
(Bonardi, a další, 2021) 

 
Obr. 15: Stabilizace benzensulfonamidu v kavitě α-CA u Vibrio cholerae. Převzato 

z (Bonardi, a další, 2021). 

Výše zmíněné funkční skupiny vytvářejí tzv. „ocas“ molekuly, který 

dosahuje dle své délky do různých částí kavity, někdy až po její vstup. 

Zároveň ovlivňují celkovou hydrofilitu/lipofilitu molekuly, stejně tak i 
její polaritu, což je potřeba zvážit ve vztahu k zamýšlené lékové formě 

(např. vodné kapky v léčbě glaukomu). (Supuran, 2012) 
Na účinnost CAI má výrazný vliv i flexibilita celého skeletu slouče-

niny. Mohou-li se natáčet a napínat vazby v molekule inhibitoru, může 
celá sloučenina zaujmout co nejlepší konformaci pro dosažení aktivního 

místa. Skelet a ocas inhibitoru se pak mohou přizpůsobit tvaru kavity a 
stabilizovat svoji pozici interakcí s aminokyselinovými zbytky v okolí. 

Vcelku vysoký stupeň flexibility umožňují aminové linkery mezi skele-
tem, hlavní funkční skupinou a ostatními částmi molekuly, popř. delší 
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alkylové linkery. (Bozdag, a další, 2014) (Supuran, 2018) (Supuran, 

2021) (Bonardi, a další, 2021) 

3.2 Inhibitory karboanhydrázy jako antioxidanty 

Oxidační stres je hluboce zkoumaným fenoménem, definovaným jako 

nerovnováha mezi prooxidanty a antioxidanty v organismu, kdy lze za-
znamenat narůstající převahu na straně prooxidantů. (Sies H. , 

Oxidative Stress: Introductory Remarks, 1985) To vede k narušení re-
doxní signalizace a regulace organismu, což má za následek poškození 

endogenních molekul až buněčnou smrt. (Sies & Jones, 2007) 
Oxidace a redukce jsou jedněmi z mnoha reakcí, které se odehráva-

jí v organismu zcela přirozeně a mají důležitou úlohu, pokud nad nimi 
organismus neztratí kontrolu. Účastní se buněčné signalizace, zahrnují-

cí např. elektronový transfer či fosforylaci/defosforylaci. Podílí se i na 

metabolických pochodech, např. odbourávání prooxidačních metabolitů 
(superoxidový anion, peroxid vodíku, hydroxylový radikál), a dalších 

procesech, které jsou uvedené na Obr. 16. (Gagné, 2014) (Sies H. , 2015) 
(Sies H. , 2019) (Jaganjac, Milkovic, Zarkovic, & Zarkovic, 2022) 

 
Obr. 16: Přínos endogenní produkce ROS. Převzato z (Juránek, Nikitovic, 

Kouretas, Hayes, & Tsatsakis, 2013). 
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Při deregulaci těchto pochodů dochází k nadměrné produkci vyso-

ce reaktivních forem kyslíku (ROS) a dusíku (RNS). Na konci řetězce 
reakcí stojí lipoperoxidace, oxidační poškození genetické informace a 

oxidační poškození tkání, jak je znázorněno na Obr. 17. To může být 
projevem stárnutí, přítomností toxického xenobiotika či nemoci. Potla-

čení nadměrné produkce těchto reaktivních chemických entit se proto 
dostává do popředí zájmu medicíny a s ní souvisejícího výzkumu. 

(Shankar & Mehendale, 2014) (Chatterjee, 2016) (Jaganjac, Milkovic, 
Zarkovic, & Zarkovic, 2022) 

 
Obr. 17: Patofyziologická endogenní produkce ROS. Převzato z (Arfin, a další, 

2021). 

Vývoj účinných antioxidantů je klíčový především v prevenci a te-

rapii neurodegenerativních chorob, které kombinují stárnutí a patofy-
ziologické podněty zároveň. Bylo by možné zastavit rozvoj Alzheimero-

vy choroby, Parkinsonovy choroby či roztroušené sklerózy a zmírnit 
následky cerebrální ischemie. (Chatterjee, 2016) (Ortiz, a další, 2017) 

(Jaganjac, Milkovic, Zarkovic, & Zarkovic, 2022) 
Dle dosavadních výsledků by antioxidanty mohly být efektivní i 

v boji proti rakovině. Nadměrná produkce ROS propaguje šíření rakovi-
ny, na druhou stranu se endogenní ROS účastní ochranných mechanis-

mů vedoucích ke zničení nádoru. (Feinendegen, 2002) (Halliwell, 2007) 
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(Juránek, Nikitovic, Kouretas, Hayes, & Tsatsakis, 2013) (Milkovic, 

Gasparovic, Cindric, Mouthury, & Zarkovic, 2019) 
Jako účinné antioxidanty se prokazují právě inhibitory karboa-

nhydráz, zejména ty založené na s-triazinovém skeletu. Jejich antioxi-
dační působení jde zároveň v synergii s antimikrobiotickým účinkem. 

Infekce způsobené vnějšími patogeny vždy doprovází oxidační stres, a 
to jako ochranný prvek imunitního systému. Nadprodukce ROS a RNS 

však vyvolává zánět, snižuje reaktivitu tkáně na léčbu a vede k trvalému 
poškození buněk a buněčných struktur. (Palanisamy, Kirk, Ackart, 

Shanley, Orme, & Basaraba, 2011) (Zaro, Bortolotti, Riafrecha, 

Concellón, Morbidoni, & Colinas, 2016) 
Z s-triazinových derivátů byla výrazná antioxidační aktivita proká-

zána u struktur obsahujících benzensulfonamidový motiv a další substi-
tuenty tvořené aromátem s hydroxylovou či jinou kyslíkatou funkční 

skupinou. Ty jsou zřejmě zodpovědné za antioxidační efekt celé struk-
tury. Hydroxylová skupina se pravděpodobně účastní elektronového 

transferu s prooxidantem za vzniku kationtového radikálu, který je sta-
bilizován delokalizací elektronu v aromatickém systému. (Lolak, Boga, 

Tuneg, Karakoc, Akocak, & Supuran, 2020) (Havránková, Čalkovská, 
Padrtová, Csöllei, Opatřilová, & Pazdera, 2020) (Havránková, a další, 

2021) 
Ještě větší stabilizaci poskytuje chalkonový motiv, kde se delokali-

zace účastní také keto-skupina a dvojitá vazba mezi benzenovými jádry. 

Tento efekt je navíc potencován elektron-akceptorním charakterem 
keto-skupiny. Kromě vychytávání radikálů chalkonový motiv potlačuje 

lipoperoxidaci erythrocytů a zastavuje řetězovou reakci způsobující 
zlomy ve vláknech DNA. (Singh, Anand, & Kumar, 2014) (Havránková, 

Čalkovská, Padrtová, Csöllei, Opatřilová, & Pazdera, 2020) 
 Kromě s-triazinových derivátů vykazují vysokou antioxidační akti-

vitu i další dusíkaté heterocykly (deriváty pyridinu a chinoxalinu) a lát-
ky obsahující chalkonový či fenolový motiv (C-cinnamoyl-glykosidy, viz 

Obr. 18). (Bekircan, Küxük, Kahveci, & Kolayili, 2005) (Zaro, Bortolotti, 
Riafrecha, Concellón, Morbidoni, & Colinas, 2016) (Reddy, a další, 2021) 

(Singh, a další, 2021) 
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Obr. 18: Glykosidické deriváty chalkonu, resp. fenolu. Převzato z (Zaro, 

Bortolotti, Riafrecha, Concellón, Morbidoni, & Colinas, 2016). 
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4 Chemická struktura inhibitorů 

mikrobiálních karboanhydráz 

Dobré inhibiční vlastnosti vůči CA vykazuje celá škála sloučenin obsa-

hujících nejčastěji aminové a amidové funkční skupiny  navázané 
na aromatický či heterocyklický motive. Nejvíce osvědčenou skupinou 

látek pro inhibici CA však stále zůstávají, již od svého objevu, sulfona-

midy a jejich deriváty, sulfamidy a sulfamáty. Několik příkladů klinicky 
používaných CAI z řad sulfonamidů a sulfamátů je uvedeno na Obr. 19. 

(Supuran, 2012) (Kumar, Rulhania, Jaswal, & Monga, 2020) (Cuffaro, 
Nuti, & Rossello, 2020) 

 
Obr. 19: Klinicky používané sulfonamidy a sulfamáty. Převzato z (Cuffaro, Nuti, & 

Rossello, 2020). 

Ty lze navázat na různé nosné části, ideálně podporující účinek 
těchto funkčních skupin či zlepšující farmakokinetické vlastnosti nové 

molekuly. Dohromady vytváří tzv. farmakofor, charakterizovaný jako 
specifická geometrická struktura s přesnými sterickými a elektronový-

mi vlastnostmi. Ty jsou dány přítomností konkrétních funkčních skupin 

na určitém skeletu, které společně farmakofor vymezují. (Wermuth, 
Ganellin, Lindberg, & Mitscher, 1998) (Langer & Hoffmann, 2006) 

(Yang, 2010) (Cuffaro, Nuti, & Rossello, 2020) 
Farmakofor inhibující karboanhydrázovou aktivitu tvoří tři zá-

kladní části – hlavní funkční skupina, vázající se většinou na kation ko-
vu (nejčastěji zinečnatý kation), skelet a „ocasní“ část. Ta se skládá 

z hydrofobní a hydrofilní části, které interagují s aminokyselinovými 
zbytky v kavitě enzymu. Obecný charakter farmakoforu je znázorněn v 

Obr. 20, v tomto případě se jedná o inhibitor působící přímo na kation 
kovu, zde zinečnatý kation α-CA. (Bozdag, a další, 2014) (Supuran, 

2015) (Cuffaro, Nuti, & Rossello, 2020) (Supuran, 2020) 
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Obr. 20: Obecná struktura inhibitorů karboanhydráz. Převzato z (Cuffaro, Nuti, & 

Rossello, 2020). 

(ZBG = Zinc-binding Group, tj. funkční skupina vstupující do interakce se zinečnatým 

kationtem, potažmo ostatními kationty kovu přítomný v aktivním místě CA) 

V první až druhé generaci inhibitorů karboanhydrázy tvoří skelet 
obvykle benzenové jádro. V dalších generacích je benzen zaměněn za 

jiné aromatické/heterocyklické prvky, jež výrazněji potencují CA-

inhibiční aktivitu (pyrimidin, pyrazolin, indol a jeho derivát isatin, popř. 
acyklické prvky typu selenourea použitelné dále jako prekurzor hetero-

cyklu). Z heterocyklů se do popředí zájmu dostaly inhibitory založené 
na triazinovém skeletu, charakteristické vysokou účinností i selektivi-

tou. (Kumar, Rulhania, Jaswal, & Monga, 2020) 
V jiných indikacích, než je antimikrobiotické použití se jako skelet 

osvědčil také glykosidický motiv, např. u klinicky podávaného antikon-
vulziva topiramátu a jeho analogů. Současně je zkoumáno využití glyko-

sidických CAI v léčbě rakoviny, příklad několika takových struktur je 
uveden na Obr. 21. (Winum, Poulsen, & Supuran, 2008) (Cuffaro, Nuti, & 

Rossello, 2020) 
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Obr. 21: Glykosidické CAI. Převzato z (Cuffaro, Nuti, & Rossello, 2020). 

4.1 Inhibitory založené na triazinovém skeletu 

Mezi jedny z nejlepších farmakoforů se silnou CA inhibiční aktivi-
tou patří sulfonamidové deriváty navázané na triazinu. Triazin je hete-

rocyklickou sloučeninou obsahující tři molekuly dusíku v různých polo-
hách, čímž vytváří 1,2,3-triazin, 1,2,4-triazin a 1,3,5-triazin (viz Obr. 

22). Ve vývoji léčiv si získal triazin pozornost pro své výhodné vlastnos-

ti, především vysoký stupeň stability a rozsáhlou biologickou aktivitu. 
Pomocí vhodné substituce lze sloučeniny obsahující triazinový motiv 

zacílit na široké spektrum biologických struktur, a tím získat léčivé lát-
ky v různých indikacích. Ty zahrnují léčbu rakoviny, HIV, epilepsie, Al-

zheimerovy choroby, malárie a různých zánětlivých onemocnění vč. 
infekcí způsobených vnějšími patogeny. (Ravi, Nirupam, Srabanti, & 

Aparoop, 2012) (Shah, Modh, & Chikhalia, 2014) (Singla, Luxami, & 
Paul, 2015) (Cascioferro S. , a další, 2017) (Singh, a další, 2021) (Gharat, 

Prabhu, & Khambete, 2022) 

 
Obr. 22: Struktura triazinu. Převzato z (Gharat, Prabhu, & Khambete, 2022). 
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Výhodou triazinu je také jeho komerční dostupnost jako výchozí 

suroviny pro další substituce. Nejčastěji je ve výzkumu používán 1,3,5-
triazinový skelet se symetrickým rozmístěním atomů dusíku (označo-

ván proto jako s-triazin) – výchozí látkou je tedy především kyanurch-
lorid, tj. 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazin. (Singla, Luxami, & Paul, 2015) 

(Cascioferro S. , a další, 2017) (Bahar, Liu, Garafalo, Kallenbach, & Ren, 
2015) (Gharat, Prabhu, & Khambete, 2022) 

Antimikrobiotická aktivita derivátů s-triazinu narůstá se zvyšující 
se lipofilitou a zároveň se snižující se bazicitou substituentů. Toto pů-

sobení potencuje také přítomnost dalšího aromatického, popř. hetero-

cyklického jádra kromě samotného s-triazinu, a zároveň rozšiřuje spek-
trum působení o fungální patogeny. (Mooibroek & Gamez, 2007) 

(Mewada, Shah, Lakum, & Chikhalia, 2018) (Liu, Long, Rakesh, & Zha, 
2020) 

Podstatnou biologickou aktivitu projevují i deriváty 1,2,4-triazinu, 
a to proti rakovině, HIV, zánětu i mikrobiálním patogenům. Některé 

sloučeniny založené na tomto motivu jsou dokonce i schváleny pro kli-
nické použití (antivirotikum azaribin, antikonvulzivum lamotrigin) či 

jako experimentální léčba (tirapazamin v léčbě rakoviny, viz Obr. 23). 
Největší potenciál prokázaly 1,2,4-triaziny kondenzované s dalším 

aromatickým či heterocyklickým jádrem, a to jako inhibitory cyklin-
dependentní kinázy 2, tyrosin-kinázy, glutaminázy 1 a dalších enzymů. 

(Cascioferro S. , a další, 2017) (Arshad, Bhat, Hoi, Choi, & Athar, 2017) 

 
Obr. 23: Tirapazamin – nové léčivo proti rakovině. Převzato z (Cascioferro S. , a 

další, 2017). 

4.1.1 1,3,5-triazin substituovaný sulfonamidem 

Sulfonamidové deriváty byly prvními známými CA inhibitory a stále 
zůstávají v čele vysoce efektivních inhibitorů, a to i v neustále se rozši-

řujícím poli indikací. Několik léčivých látek se stabilně drží na trhu, 
např. acetazolamid, brinzolamid a dorzolamid zobrazené na Obr. 24, 
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dále ethoxzolamid, diclofenamid, zonisamid, celecoxib, sulpirid a další. 

Klinicky jsou používány v celé řadě indikací zahrnující léčbu některých 
virových onemocnění, malárie, rakoviny, glaukomu či deprese. 

(Supuran, Nicolae, & Popescu, 1996) (Supuran, Carbonic anhydrases: 
novel therapeutic applications for inhibitors and activators, 2008) 

(Carta, Scozzafava, & Supuran, 2012) (Guler, Capasso, & Supuran, 2015) 
(Apaydin & Török, 2019) (Cuffaro, Nuti, & Rossello, 2020) 

 
Obr. 24: Příklad klinicky používaných inhibitorů na bázi sulfonamidu.  Převzato z 

(Cuffaro, Nuti, & Rossello, 2020). 

Základní strukturu inhibitorů na bázi sulfonamidů představuje 
amid kyseliny sulfonové navázaný na aromatické či heterocyklické já-

dro, jak je znázorněno na Obr. 25. Tato funkční skupina je značně po-
lární, a ovlivňuje tedy průchod plazmatickou membránou mikrobů, což 

je důležité při zaměření inhibice na intracelulární karboanhydrázy. 
V tom případě podpoří průchod plazmatickou membránou přítomnost 

dalších elektron-akceptorních skupin na molekule inhibitoru. (Supuran, 
2011) (Guler, Capasso, & Supuran, 2015) (Liu, Long, Rakesh, & Zha, 

2020) 

 
Obr. 25: Základní struktura sulfonamidů. Převzato z (Apaydin & Török, 2019). 

Jako hlavní funkční skupina je sulfonamidový motiv zodpovědný za 
celkový efekt inhibitoru, který vykazuje proti karboanhydrázám 

z většiny známých rodin. Substituce ve dvou zbývajících polohách na s-
triazinu umožňují zaměření inhibice vůči konkrétní isoformě karbo a-

nhydrázy či vůči dalším enzymům, čímž lze výrazně ovlivnit selektivitu 

účinku. (Havránková, Csöllei, Vullo, Garaj, Pazdera, & Supuran, 2018) 
(Havránková, Pena-Méndez, Csöllei, & Havel, 2021) 
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Obecně sulfonamidy inhibují nejsilněji α-CA, s různou intenzitou 

vůči jednotlivým isoformám. Středně silně působí na cytoplazmatické a 
velmi silně na transmembránové isoformy. β-CA je inhibována srovna-

telně s α-CA, dle předpokladů i stejným mechanismem. Inhibiční efekt 
obecně potencuje substituce alifatickým či aromatickým alkylem či al-

kyl-aminem. Substituce polárnějšími kyslíkatými funkčními skupinami 
(např. methoxy-skupinou) může do určité míry efektivitu snížit, pokud 

nejsou na molekule navázány další aminové substituenty, především 
aromatické aminy. Ty zvyšují inhibiční potenciál i ve formě aminokyse-

linových substituentů. (Garaj V. , a další, 2005) (Carta, a další, 2011) 

(Mikuš, Krajčiová, & Mikulová, 2018) (Al Rasheed, Malebari, Dahlous, 
Fayne, & El-Faham, 2020) (Mikulová, Kružlicová, Pecher, Petreni, 

Supuran, & Mikuš, 2021) (Abutaleb, Elhassanny, Nocentini, Hewitt, 
Elkashif, & Cooper, 2021) 

Ve vodném prostředí organismů je sulfonamid přítomný jako ami-
dový anion, který může interagovat s kationtem kovu v aktivním místě 

karboanhydráz. Celá funkční skupina pak vytváří vodíkové můstky 
s aminokyselinovými zbytky v kavitě, což ji v aktivním místě stabilizuje. 

Jelikož je kavita β-CA užší a kratší než kavita α-CA, musí být farmakofor 
dostatečně flexibilní, aby mohl svou konformaci přizpůsobit tvaru kavi-

ty. (Supuran & Capasso, 2020) (Bonardi, a další, 2021) 
Na rozdíl od α-CA se β-CA nevyskytuje u obratlovců a její selektivní 

inhibicí by byla vyloučena většina možných nežádoucích účinků souvi-

sejících s působením na lidskou α-CA. Ve zkouškách in vitro byl takto 
úspěšně inhibován růst druhů Staphylococcus aureus, Helicobacter pylo-

ri, Clostridium perfringens a další. (Nishimori, a další, 2007) (Syrjänen, 
Kuuslahti, Tolvanen, Vullo, Parkkila, & Supuran, 2015) (Vullo, Kumar, 

Scozzafava, Ferry, & Supuran, 2017) (Urbanski, a další, 2020) 
Inhibice γ-CA je silná jak u sulfonamidových derivátů, tak i u deri-

vátů s kyselinou amidosulfonovou a probíhá nejspíše podobným me-
chanismem jako v předchozích případech. Ke stabilizaci inhibitoru 

v kavitě však dochází jen u větších molekul. Kavita γ-CA je na rozdíl od 
předchozích velmi široká, a neumožňuje tedy vznik vazeb mezi objemo-

vě malým inhibitorem a aminokyselinovými zbytky. (Zimmerman, 
Innocenti, Casini, Ferry, Scozzafava, & Supuran, 2004) (Bonardi, a další, 

2021) 

Biologickou aktivitu γ-CAI zvyšuje aromatický či heterocyklický 
farmakofor a přítomnost elektron-akceptorní skupiny (amin, alkyl-

amin). Ta je zde zastoupena samotným s-triazinovým skeletem a ami-
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novými linkery u jednotlivých substituentů. Inhibicí γ-CA lze potlačit 

růst především gramnegativních bakterií, např. Vibrio cholerae, Bur-
kholderia pseudomallei. U mikrobů exprimujících β i γ-CA lze pravděpo-

dobně působit na oba tyto enzymy současně. (Zimmerman, Innocenti, 
Casini, Ferry, Scozzafava, & Supuran, 2004) (Vullo, a další, 2014) (Del 

Prete, a další, 2017) (Vullo, a další, 2017) 
δ-CA inhibují sulfonamidy slaběji než ostatní zmíněné rodiny CA, 

zřejmě z důvodu odlišné struktury kavity. Inhibice je silnější u hetero-
cyklického farmakoforu oproti aromatické či alifatické struktuře. Dále ji 

potencují silně elektron-negativní motivy, např. halogeny. Obecně jsou 

preferovány inhibitory s prodlouženou molekulou, čehož lze dosáhnout 
inkorporací delších spojovacích článků, oproti kompaktním inhibitorům 

s krátkými řetězci nebo zcela bez spojovacích řetězců. (Vullo, a další, 
2014) 

Jen slabě působí sulfonamidy na η-CA, zároveň je zde kladen velký 
důraz na flexibilitu sloučeniny. Výraznější inhibice dosahovaly látky 

s menšími substituenty a delšími linkery mezi aromatickými nebo hete-
rocyklickými jádry. (Vullo, a další, 2015) Ještě slabší inhibice byla za-

znamenána u ι-CA, bez zjevných souvislostí mezi strukturou inhibitoru 
a jeho účinkem. Aby bylo možné cíleně vyvinout ι-CAI, je nutné nejprve 

krystalograficky určit přesnou strukturu enzymu a zjistit, jaké změny 
nastávají při interakci s inhibitorem. (De Luca, Petreni, Nocentini, 

Scaloni, Supuran, & Capasso, 2021) 

Kromě karboanhydráz inhibují sulfonamidové deriváty s-triazinu 
zároveň acetylcholinesterázu, butyrylcholinesterázu a tyrozinázu, při-

čemž síla inhibice je srovnatelná s inhibicí α-CA (hCA-I a hCA-II). 
(Cascioferro S. , a další, 2017) (Apaydin & Török, 2019) (Lolak, a další, 

2020) (Lolak, Boga, Tuneg, Karakoc, Akocak, & Supuran, 2020) 

4.1.2 1,3,5-triazin substituovaný chalkonem 

Chalkony jsou ubikvitární obsahové látky rostlin s vlastními farmakolo-
gickými účinky, a to jako protirakovinné látky, antioxidanty, antiflogis-

tika, antiparazitika, antibiotika a antiprotozoika. Probíhá mnoho studií 
zkoumajících jejich efektivitu při léčbě rakoviny, diabetu, HIV, tuberku-

lózy, malárie, infekcí vyvolaných gram-negativními i gram-pozitivními 
bakteriemi a dalších onemocnění. (Singh, Anand, & Kumar, 2014) 

(Zhuang, Zhang, Sheng, Zhang, Xing, & Miao, 2017) 
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Chemicky jsou chalkony α,β-nenasycené ketony, jejichž karbonylo-

vá skupina je v konjugaci s dvojnou vazbou a benzenovým jádrem, 
strukturálně zobrazeno na Obr. 26. Toto uskupení je zřejmě zodpověd-

né za biologickou aktivitu chalkonů. Přirozeně se vyskytují jako cis- i 
trans-izomery a snadno cyklizují na flavonoidy. (Singh, Anand, & 

Kumar, 2014) 

 
Obr. 26: Základní struktura chalkonu. Převzato z (Uchil, Murali, & Nayak, 2021). 

Substituce sulfonamidových derivátů s-triazinu chalkonem ovliv-

ňuje účinek především vůči α-CA, kdy zvyšuje selektivitu vůči hCA VII. 
Objemnost substituentu vede ke snížení selektivity vůči hCA I a hCA II, 

na druhé straně však potencuje inhibici mikrobiální CA. Výraznější 
inhibice je patrná u gramnegativních bakterií, zahrnující druhy Pseu-

domonas aeruginosa a Escherichia coli a rezistentní kmeny MRSA a VRE. 

Na grampozitivní bakterie působí tyto deriváty v různé síle, lišící se me-
zi jednotlivými druhy bez zjevné souvislosti. (Solankee, Kapadia, Ciric, 

Sokovic, Doytchinova, & Geronikaki, 2010) (Verma, Verma, Xue, Thakur, 
Girish, & Rakesh, 2020) (Uchil, Murali, & Nayak, 2021) (Havránková, a 

další, 2021) 
Antimikrobiotický účinek dále zvyšuje přítomnost methoxy-

skupiny v poloze 3 na kruhu B, popř. více methoxy-skupin v polohách 2, 
3 a 4. Dochází také k rozšíření inhibiční aktivity směrem 

k antiprotozoikům, konkrétně proti patogenům Plasmodium falciparum 
a Leishmania brazilienzis. Methoxy-skupina může být nahrazena jinou 

elektron-donorní funkční skupinou. (Solankee, Kapadia, Ciric, Sokovic, 
Doytchinova, & Geronikaki, 2010) (Singh, Anand, & Kumar, 2014) (Xu, 

Wu, Shen, Ji, & Rakesh, 2019) (Verma, Verma, Xue, Thakur, Girish, & 

Rakesh, 2020) 
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4.1.3 1,3,5-triazin substituovaný alkylaminem 

Substituent typu alkylaminu a jeho derivátů potencuje antimikrobiotic-
ký efekt, zejména proti rezistentním kmenům (MRSA, VRE) i proti mul-

ti-rezistentnímu kmenu Pseudomonas aeruginosa. Zvyšuje lipofilitu celé 

molekuly, což je důležité pro průnik biofilmem tvořeným některými 
kmeny bakterií. Ovlivňuje také průchod plazmatickými membránami. 

(Liu, Long, Rakesh, & Zha, 2020) Zároveň se podílí na interakci s ami-
nokyselinovými zbytky, které tvoří stěnu kavity. (Supuran, 2012) 
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5 Cíl práce 

Hlavním cílem této práce bylo připravit zcela nové, dříve neprozkou-
mané deriváty s-triazinu s potenciálním protimikrobním, případně an-

tioxidačním účinkem, jež by bylo možné získat jednoduchou tříkroko-
vou syntézou, ideálně časově a ekonomicky nenáročnou, založenou na 

komerčně běžně dostupných chemikáliích. Všechny takto připravené 
meziprodukty a konečné produkty plně charakterizovat pomocí do-

stupných metod - 1H-NMR, 13C-NMR, IČ spektroskopie a další. 
Tyto látky by měly rovněž prokazovat dostatečnou biologickou ak-

tivitu, která by z nich učinila potenciální předmět zájmu pro klinické 
zkoušky. Proto bylo jedním z dalších cílů této práce vyhodnocení jejich 

biologické aktivity, respektive předání finálních produktů spolupracují-

címu pracovišti (Ing. Marcela Nejezchlebová, Ústav molekulární farma-
cie, FAF MU), kde bude stanovena jejich anti-VRE aktivita.  Dalším cílem 

bylo stanovení antioxidační aktivity u všech syntetizovaných trisubsti-
tuovaných derivátů. 
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6 Výsledky a diskuze 

Struktura cílových sloučenin s potenciálním účinkem vůči bakteriální 
CA přítomné ve VRE byla navržena na základě literární rešerše. S-

triazin byl zvolen jako univerzální farmakofor. V cílové struktuře v o r-
ganismu může vstupovat do různých interakcí zahrnujících kromě ko-

valentní vazby také koordinační vazbu, vodíkové můstky, iontovou vaz-
bu či interakci volných elektronových párů. Struktura účinné látky je 

navíc stabilizována delokalizovanými elektrony aromatického kruhu a 
volnými elektronovými páry atomů dusíku, které se zároveň podílí na 

donor-akceptorových interakcích. Ty je důležité zvážit při syntéze z 
důvodu ovlivnění reaktivity molekuly, a pak také při snaze o zaměření 

účinku na konkrétní cílové místo. (Mooibroek, & Gamez, 2007) (Sharma 

& El-Faham & de la Torre, & Albericio, 2018) (Gharat & Prabhu, & 
Khambete, 2022)  

Hlavním substituentem s-triazinového skeletu je aminobenzensul-
fonamid obsahující sulfonamidovou funkční skupinu zodpovědnou za 

inhibiční účinek. Jako další strukturní motiv byl zvolen aminochalkon, 
případně jeho derivát obsahující methoxyskupinu v poloze para. Deri-

váty chalkonů zahrnující methoxy skupiny vykazují sami o sobě zajíma-
vou antimikrobiální aktivitu, která by mohla být propojením s s-

triazinovým farmakoforem dále potencována.  Třetím substituentem je 
jednoduchý aminoalkohol, který v předchozích studiích podporoval 

anti-VRE účinek testovaných 1,3,5-triazinyl-
aminobenzensulfonamidových derivátů. (Marques, a další, 2020) 

(Havránková, a další, 2021) 

Základem syntézy cílových sloučenin je nukleofilní substituce 
2,4,6-trichloro-1,3,5-triazinu ve třech samostatných krocích, znázorně-

ných ve Schéma 2. První substituční reakce probíhá exotermně, je tedy 
třeba reakční směs chladit na 0 °C. Substituce druhého atomu chloru již 

probíhá za pokojové teploty, zatímco pro substituci do třetí polohy je 
nutné reakční směs zahřívat pod refluxem, na teplotu vyšší než 60 °C. 

(Singh, Anand, & Kumar, 2014) 
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Schéma 2: Obecné schéma syntézy produktů 3A-K. 

Manipulace s teplotou reakční směsi umožňuje ovládat průběh re-

akce tak, aby substituce probíhala v jednotlivých krocích a nedocházelo 

k substituci ve více polohách současně, či k oxidaci na 1,3,5-triazin-
2,4,6-trion. (Blotny, 2006) (Al-Zaydi, Khalil, El-Faham, & Khattab, 2017) 

(Sharma, Sheyi, de la Torre, El-Faham, & Albericio, 2021) 
 Průběh reakce ovlivňuje také struktura samotného nukleofilu, je-

ho zásaditý či kyselý charakter, přítomnost dalších substituentů a zvo-
lené rozpouštědlo. Mezi dobře reagující nukleofily patří standardně 

aminy, alkoholy, thioly aj. Reakce probíhá úspěšně za přítomnosti ak-
ceptoru vznikajícího chlorovodíku, např. uhličitanu sodného, hydroge-
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nuhličitanu sodného, hydroxidu sodného, popř. terciárního aminu. 

(Blotny, 2006) (Sharma, Sheyi, de la Torre, El-Faham, & Albericio, 2021) 
Pořadí substituce nukleofilů je důležité pro celkovou reaktivitu a 

úspěšné dosažení žádaných produktů. Obecně by jako první by měl do 
reakce vstupovat substituent na bázi alkoholu, následuje thiol a jako 

poslední by měl vstupovat amin, vůči němuž je triazinové jádro chemic-
ky selektivní, reaguje s ním tudíž nejochotněji. (El-Faham, a další, 2020) 

(Sharma, Sheyi, de la Torre, El-Faham, & Albericio, s-Triazine: A 
Privileged Structure for Drug Discovery and Bioconjugation, 2021) 

S každou další substitucí klesá výtěžnost reakcí, zřejmě z důvodu 

postupného snižování reaktivity s-triazinového jádra. To může být způ-
sobeno narůstajícím počtem substituentů navázaných přes amino-

skupiny, které se obecně chovají jako elektron-donory, a tudíž potlačují 
ochotu sloučeniny reagovat v nukleofilní substituční reakci. (Saluja, 

Tiwari, Vullo, & Supuran, 2014) 
Pro syntézu trisubstituovaných derivátů triazinu lze rovněž použít 

tzv. „one-pot“ syntézy katalyzovanou crown-ethery či palladiem umož-
ňující průběh celé reakce v jednom kroku. Dochází tak ke zkrácení re-

akčního času a zjednodušení metodického postupu, významně však 
stoupají vstupní náklady. Zcela jiný přístup představuje počáteční tro j-

násobná substituce jedním nukleofilem za vzniku symetrického mezi-
produktu, jenž dále reaguje na finální produkty. Zvýšení nákladů není 

tak výrazné, komplikuje se však reakční postup a narůstá možnost 

chybné reakce vedoucí k zisku nežádoucích produktů. (Blotny, 2006) 

6.1 Syntéza monosubstituovaného triazinu 

Z literární rešerše vyplývá, že nejvyšší výtěžek, a tedy i nejvhodnější 

podmínky pro substituci prvního atomu chloru výchozího 2,4,6-
trichloro-1,3,5-triazinu, vykazovala reakce v acetonu při 0 °C s vodným 

roztokem hydroxidu sodného jako bází. Reaktanty mohou vstupovat do 
reakce v ekvimolárním množství včetně báze, která může být případně 

dodána v dvojnásobném látkovém množství (v závislosti na charakteru 
nukleofilu). (Krajčiaková, Pecher, Garaj, & Mikuš, 2017) (Senapathi, 

Bommakanti, Vangara, & Kondapi, 2021) (El-Faham, a další, 2020) (Al-
Zaydi, Khalil, El-Faham, & Khattab, 2017) (Garaj V. , a další, 2004) 

Nahrazení hydroxidu sodného uhličitanem draselným poskytuje 
nižší výtěžek, a to i při chlazení reakční směsi pod teplotu 5 °C. 
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(Newton, a další, 2021) Zdvojnásobení látkového množství nukleofilu 

oproti s-triazinu vede k substituci ve více polohách, což může být žá-
doucí v případě snahy o syntézu symetrického derivátu, při vícekrokové 

syntéze asymetrického derivátu se toho však využívá méně, a to při 
sekundární substituci do zbývajících dvou poloh s-triazinu. (Garaj V. , a 

další, 2005) 

6.1.1 Výsledky syntézy monosubstituovaného triazinu 

Látky 1A-C byly syntetizovány za podmínek uvedených ve Schéma 3. 
Jejich struktura je zobrazena na Obr. 27. 

 
Schéma 3: Obecné schéma syntézy meziproduktů 1A-C. 

 
Obr. 27: Struktura produktů 1A-C. 

Substituce aminobenzensulfonamidu bez alkylového linkeru vyka-
zovala nejnižší výtěžnost, a to nejspíše ze dvou důvodů: 

1. sterické pnutí způsobené blízkostí s-triazinového jádra a benzeno-

vého jádra sulfonamidového derivátu; 
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2. konjugovaná vazba amino-skupiny s benzenovým jádrem, a po-

tažmo sulfonamidovou funkční skupinou, výrazně ovlivňující par-
ciální náboj aminu. 

Amino-skupina vykazuje pozitivní mezomerní efekt, který spolu se 
záporným mezomerním efektem a záporným indukčním efektem sulfo-

namidové skupiny způsobuje posun elektronů směrem k sulfonamidu. 

Tím se snižuje elektronová hustota aminu a stává se slabším nukleofi-
lem, který je méně ochotný vstupovat do nukleofilní substituční reakce. 

Tab. 1: Přehled monosubstituovaných produktů 1A-C 

Název n 
Mr 

[g/mol] 

Reakční 

čas [hod] 

Výtěžnost 

reakce 

[%] 

1A 0 320,16 4-5 17,89 

1B 1 334,18 4-5 44,86 

1C 2 348.20 4-5 83,33 

6.2 Syntéza disubstituovaného triazinu 

Vyhledávání vhodných reakčních podmínek pro substituci druhého 
atomu chloru na s-triazinovém skeletu v literatuře poskytovalo užší 

spektrum možností, dané přítomností konkrétního primárního substi-
tuentu a jeho derivátů. Reaktanty je vhodné dodat v ekvimolárním 

množství, aby nedošlo k vícenásobné substituci ve více polohách najed-
nou, podobně jako i u ostatních substitučních reakcí; báze může být 

dodána ve větším látkovém množství. (Carta, a další, 2011) 
Nejčastěji voleným rozpouštědlem je dimethylformamid (DMF), u 

báze je to N,N-diisopropylethylaminem (DIPEA) nebo uhličitan drasel-
ný. Reakce probíhá za laboratorní teploty nebo je jen mírně zahřívána, 

přičemž celkový reakční čas se pohybuje ideálně mezi 24-72 hod. 
(Havránková, Csöllei, & Pazdera, 2019). Výsledný produkt je zfiltrován 

za současného promytí čištěnou vodou, s použitím vakua, a následně 

rekrystalizován z acetonu, v němž je rozpuštěn a následně vysrážen 
isopropylalkoholem. (Carta, a další, 2011) (Havránková, Csöllei, Vullo, 

Garaj, Pazdera, & Supuran, 2018) 
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6.2.1 Výsledky syntézy disubstituovaného triazinu 

Látky 2A-F byly připraveny za podmínek uvedených ve Schéma 4. Jejich 
struktura je znázorněna na Obr. 28. 

 
Schéma 4: Obecné schéma syntézy produktů 2A-F. 

 
Obr. 28: Struktura produktů 2A-F. 

Vyšší výtěžky vykazuje substituce aminoethanolem oproti amino-

propanolu, přičemž výtěžnost reakcí klesá v řadě derivátů aminoben-
zensulfonamid – 4-aminomethylbenzensulfonamid – 4-

aminoethylbenzensulfonamid. 
Tab. 2: Přehled disubstituovaných produktů 2A-F 

Název n R1 Mr 

[g/mol] 

Reakční 

čas 

[hod] 

Výtěžnost 

reakce 

[%] 

2A 0 NH(CH2)2OH 344,78 72 85,85 

2B 1 NH(CH2)2OH 358,80 72 65,77 

2C 2 NH(CH2)2OH 372,83 72 76,72 

2D 0 NH(CH2)3OH 358,81 72 79,71 

2E 1 NH(CH2)3OH 372,83 72 91,74 
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2F 2 NH(CH2)3OH 386,86 72 87,38 

 
Prodlužující se alkylový řetězec mezi benzensulfonamidem a ami-

no-skupinou navázanou na triazinové jádro potlačuje elektron-
akceptorní vlastnosti sulfonamidové skupiny. To způsobuje zvýšení 

parciálního elektronegativního náboje triazinového jádra, který je dále 
zvýšen elektron-donorními vlastnostmi amino-skupiny prvního substi-

tuentu. Výsledkem je snížení reaktivity triazinového jádra v nukleofilní 
substituční reakci. 

Tab. 3: Vliv změny reakčního času na výtěžnost reakce 

Název n R1 Reakční 

čas [hod] 

Výtěžnost 

reakce [%] 

2A 0 NH(CH2)2OH 
72 85,85 

48 80,63 

2B 1 NH(CH2)2OH 
72 65,77 

48 54,29 

2C 2 NH(CH2)2OH 
72 76,72 

48 69,23 

2D 0 NH(CH2)3OH 
72 79,71 

48 46,93 

2E 1 NH(CH2)3OH 
72 91,74 

48 46,67 

2F 2 NH(CH2)3OH 
72 87,38 

48 61,53 

 

V průběhu přípravy disubstituovaných triazinových derivátů byl 
studován vliv prodloužení reakčního času na výtěžnost reakce, případ-

ně čistotu produktu. Důvodem pro změnu postupu byly nižší výtěžky 
původních reakcí, způsobené zřejmě nedostatkem času pro vyčerpání 

poskytnutého množství reaktantů (přestože dle TLC vypadala konverze 
výchozích látek úplná). Každá další substituce na triazinovém skeletu je 

stericky náročnější, navíc klesá ochota triazinového jádra vstupovat do 
substituční reakce. Prodloužení reakčního času však mělo v některých 

případech za následek poměrně výrazné zvýšení výtěžnosti reakce (až 
40 %), zatímco vznik nežádoucích produktů nebyl pozorován (analýza 

produktů pomocí 1H a 13C-NMR). 
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6.3 Příprava chalkonových substituentů 

Syntéza chalkonů obecně probíhá Claisen-Schmidtovou neboli aldolo-

vou kondenzací za přítomnosti báze (KOH, NaOH) nebo kyseliny (PTSA, 
AlCl3, BF3, bezvodý HCl). (Gupta, Pradhan, Bhatia, & Monga, 2021) Do 

reakce vstupuje aldehyd navázaný na aromatickém jádře a keton, 
v tomto případě taktéž navázaný na aromatickém jádře, což obecně 

zvyšuje reaktivitu obou látek. Obecný průběh reakce je znázorněn ve 

Schéma 5. V prvním kroku se váže nukleofilní benzaldehyd na elektro-
filní karbonylovou skupinu za vzniku aldolu, tj. β-hydroxyaldehydu. Ten 

dále reaguje v aldolové kondenzaci, kdy dochází k dehydrataci aldolu za 
odštěpení jedné molekuly vody a vzniku konjugované en-on sloučeniny, 

tj. β-nenasyceného ketonu. Jeho obecná struktura je znázorněna na Obr. 
29. (Ouellette & Rawn, 2015) (Zhuang, Zhang, Sheng, Zhang, Xing, & 

Miao, 2017) 

 
Schéma 5: Obecný průběh aldolové kondenzace. 

 
Obr. 29: Struktura chalkonů. 

6.3.1 Příprava chalkonových substituentů v zásaditém 

prostředí 

Na základě literární rešerše se jako vhodnější jevila syntéza bazic-

kou cestou v prostředí etanolu či metanolu. Jako báze je nejčastěji zvo-

len NaOH 60 %, méně NaOH 10 % či KOH. Reaktanty reagovaly 
v ekvimolárním množství, případně s mírným nadbytkem aldehydu. 

(Tristao, Campos-Buzzi, Correa, Cruz, Filho, & Cruz, 2012) (Ferreira, 
Kobelnik, Regasini, Dutra, Bolzani, & Ribeiro, 2017) (Ahmed, El-Hafeez, 

Abbas, Abdelhamid, & Abdel-Aziz, 2018) (Chintakrindi, Gohil, Kothari, 
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Chowdhary, & Kanyalkar, 2018) (Fathi, El-Hafeez, Abdelhamid, Abbas, 

Montano, & Abdel-Aziz, 2019) (Chaudhari, Bali, & Balaini, 2020) 
Reakční teplota může být různá. Pohybuje se od 0 °C, kdy je směs 

míchána v ledové lázni, až po 15-25 °C. Reakční čas bývá 2-4 hod, při-
čemž jeho prodloužení nevede k výraznějšímu nárůstu výtěžnosti reak-

ce. (Ahmed, El-Hafeez, Abbas, Abdelhamid, & Abdel-Aziz, 2018) (Fathi, 
El-Hafeez, Abdelhamid, Abbas, Montano, & Abdel-Aziz, 2019) (Malbari, 

a další, 2019) (Chaudhari, Bali, & Balaini, 2020) (Ganji, Gandhi, Musturi, 
& Kanyalkar, 2021) 

Produkt je získán vysrážením chlazenou čištěnou vodou, popř. 

chlazeným etanolem či metanolem, a následnou filtrací. Nakonec je 
produkt rekrystalizován z etanolu. (Ahmed, El-Hafeez, Abbas, 

Abdelhamid, & Abdel-Aziz, 2018) (Fathi, El-Hafeez, Abdelhamid, Abbas, 
Montano, & Abdel-Aziz, 2019) (Chaudhari, Bali, & Balaini, 2020) 

Rozhodli jsme se provést modelovou reakci aminoacetofenonu s 4-
methoxybenzaldehydem a ověřit výhodnost bazické vs. kyselé katalýzy 

(viz následující kapitolu) za různých podmínek.  Získané výtěžky (Tab. 
4) modelové reakce potvrzují, že bazická katalýza je pro syntézu chal-

konů vhodnější.  
U bazicky katalyzované reakce, přehledně ve Schéma 6, vzniká 

nejdříve enolátový aniont, který jako karbanion atakuje aldehyd. Vznik-
lý β-hydroxyl přesmykuje na stabilnější konjugovaný en-on a odštěpuje 

se hydroxidový aniont. 
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Schéma 6: Bazicky katalyzovaná aldolová kondenzace 

Vznikající enolátový aniont je umocňován elektrony z přítomné 

elektron-donorní amino-skupiny, čímž se pravděpodobně zvyšuje jeho 
reaktivita. Při kyselé syntéze je oxoniový kation vznikající z aldehydu 

stabilizován elektron-donorní methoxy-skupinou. Ta je navíc charakte-
ristická svým pozitivním mezomerním efektem, čímž snižuje reaktivitu 

kationtu (viz níže). (Santos, a další, 2017) (Zhuang, Zhang, Sheng, 
Zhang, Xing, & Miao, 2017) 

Zároveň toto může být důvodem rozdílu ve výtěžnosti reakcí dvou 
syntetizovaných chalkonů, kdy syntéza chalkonu s methoxy-skupinou 

poskytovala opakovaně nižší výtěžky – reaktivitu aldehydu snižovala 

přítomná methoxy-skupina. Jako elektron-akceptorní skupina snižovala 
elektronovou hustotu aldehydu, čímž oslabovala jeho nukleofilní cha-

rakter. Tím byla nejspíše snížena ochota aldehydu vstupovat do reakce 
s elektrofilním ketonem. 

Ke ztrátě docházelo i při separaci a následné purifikaci produktu, 
zřejmě kvůli interakci s rozpouštědlem a tvorbě vodíkových můstků. 

Chalkon se proto vysrážel ve formě vysoce viskózní hmoty namísto 
pevné krystalické látky, s níž se velmi obtížně pracovalo při filtraci, su-
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šení i rozpouštění při rekrystalizaci. Rekrystalizací z ethanolu však byl 

získán čistý, krystalický produkt. 
Tab. 4: Přehled reakčních podmínek 

Katalyzá-

tor 

Poměr látkového 

množství 

Rozpouštědlo Výtěžnost 

reakce [%] 

H2SO4 

ekv. 
metanol 47,37 

etanol 25,66 

1,15 ekv. 
metanol 63,11 

etanol 23,69 

NaOH 

ekv. 
metanol 57,25 

etanol 49,35 

1,15 ekv. 
metanol 71,06 

etanol 49,35 

Byl zkoumán i vliv volby rozpouštědla na průběh modelové reakce. 

Reakce byla provedena v metanolu a etanolu. Vyšších výtěžků bylo do-
saženo za použití metanolu, zřejmě díky jeho vyšší polaritě ve srovnání 

s etanolem. 
Rovněž byl zkoumán vliv poměru výchozích látek v reakční směsi, 

kdy reaktanty reagovaly v poměru 1:1 nebo 1:1,15 s přebytkem benzal-
dehydu (poměry nejčastěji uváděné v literatuře). Dle výsledků uvede-

ných v Tab. 4 je zjevné, že slabý přebytek benzaldehydu má pozitivní 
vliv na výtěžnost reakce. 

 

6.3.2 Příprava chalkonových substituentů v kyselém 

prostředí 

Pro ověření vhodných podmínek syntézy chalkonů byla provedena také 
kysele katalyzovaná reakce, probíhající dle Schéma 7. Katalýza kyseli-

nou vede nejdříve ke vzniku enolu navázáním vodíkového protonu, 
současně vytváří aldehyd v kyselém prostředí oxoniový kation. Ten je 

atakován enolem za vzniku nestabilní sloučeniny, poté probíhá pře-
smyk na stabilnější en-on sloučeninu.  

Nejčastěji jsou z kyselin jako katalyzátor vybírány HCl či H2SO4, 
méně kyselina octová. Zcela novým přístupem je použití Lewisových 

kyselin, např. AlCl3, RuCl3, TiCl4 a další, s výtěžností pohybující se mezi 
50-70 %. (Zhuang, Zhang, Sheng, Zhang, Xing, & Miao, 2017) 

(Havránková, a další, 2021) 
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Schéma 7: Kysele katalyzovaná aldolová kondenzace. 

Metodický postup byl zachován stejný jako u bazicky katalyzované 
modelové reakce aminoacetofenonu s 4-methoxybenzaldehydem, změ-

nilo se pouze pH v reakční směsi, zde okyselením kyselinou sírovou. Ta 
byla na konci reakce neutralizována 1M NaHCO3 do neutrálního pH, 

produkt byl následně z reakční směsi získán stejným způsobem, jako u 
bazické syntézy. 

Ze srovnání bazicky a kysele katalyzované reakce (viz Tab. 4) ply-
ne, že bazicky katalyzovaná reakce je z hlediska výtěžnosti značně vý-

hodnější (vysvětlení v kapitole 6.3.1). 

6.4 Syntéza trisubstituovaného triazinu 

Terciární substituce triazinu je významně ovlivněna substituenty již 

přítomnými na jádře a jejich fyzikálně-chemickými vlastnostmi. Ty mo-
hou výrazně zvyšovat či naopak snižovat ochotu triazinového derivátu 

vstupovat do chemických reakcí, v tomto případě nukleofilní substituce 

posledního atomu chloru. (Havránková, Čalkovská, Padrtová, Csöllei, 
Opatřilová, & Pazdera, 2020) (Saluja, Tiwari, Vullo, & Supuran, 2014) 

Reaktivitu zvyšují elektron-akceptorní skupiny, které jsou součástí 
substituentů navázaných na triazinovém jádře z předcházejících reakcí. 

Zvýšením své elektronové hustoty ovlivňují parciální náboj na triazino-
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vém jádře a zvyšují jeho nukleofilní charakter. Na druhou stranu elek-

tron-donorní skupiny, typicky amino-skupiny přítomné i zde, reaktivitu 
triazinového jádra výrazně snižují, a lze si tak vysvětlit prodlužující se 

reakční čas i klesající výtěžnost každé další substituce. (Havránková, 
Čalkovská, Padrtová, Csöllei, Opatřilová, & Pazdera, 2020) (Kolesinka & 

Kaminski, 2009) 
Elektron-akceptorní skupina substituentu do jisté míry vyvažuje 

aktivitu elektron-donorní amino-skupiny navázané přímo na triazino-
vém jádře, záleží však na délce alkylového spoje mezi nimi a případné 

přítomnosti dalších elektron-aktivních skupin. Z tohoto důvodu je 

v poslední době přistupováno k použití výrazněji působících elektron-
akceptorních skupin, zejména z řad dusíkatých derivátů a halogen-

derivátů. (Kolesinka & Kaminski, 2009) (Sharma, Sheyi, de la Torre, El-
Faham, & Albericio, s-Triazine: A Privileged Structure for Drug 

Discovery and Bioconjugation, 2021) (Al Rasheed, Malebari, Dahlous, 
Fayne, & El-Faham, 2020) 

6.4.1 Výsledky syntézy trisubstituovaného triazinu 

Látky 3A-K, jejichž obecná struktura je znázorněna na Obr. 30, byly syn-

tetizovány za podmínek uvedených ve Schéma 8. 
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Schéma 8: Obecné schéma syntézy produktů 3A-K. 

 
Obr. 30: Struktura produktů 3A-K. 

Nejvyšší výtěžky byly zaznamenány u reakcí 

s aminobenzensulfonamidovým derivátem a chalkonem bez methoxy-
skupiny. Vyšší výtěžky byly pozorovány také u látek obsahujících ami-

noethanol jako druhý substituent oproti aminopropanolu. Dochází zde 
ke kombinaci elektron-akceptorního potenciálu sulfonamidové a alko-

holové funkční skupiny odrážející se na celkově vyšší reaktivitě triazi-
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nu. (Havránková, Čalkovská, Padrtová, Csöllei, Opatřilová, & Pazdera, 

2020) 
Tab. 5: Přehled trisubstituovaných produktů 3A-K 

Název n R1 R2 Mr 

[g/mol] 

Reakční 

čas 

[hod] 

Výtěžnost 

reakce [%] 

3A 0 NH(CH2)2OH H 531,59 76 45,40 

3B 1 NH(CH2)2OH H 545,62 76 47,47 

3C 2 NH(CH2)2OH H 559,65 76 41,34 

3D 0 NH(CH2)3OH H 545,62 76 43,51 

3E 1 NH(CH2)3OH H 559,65 76 36,00 

3F 2 NH(CH2)3OH H 573,67 76 37,83 

3G 0 NH(CH2)2OH OCH3 561,62 64 22,10 

3H 1 NH(CH2)2OH OCH3 575,64 64 6,25 

3Ch 2 NH(CH2)2OH OCH3 589,67 64 20,23 

3I 0 NH(CH2)3OH OCH3 575,64 36 17,50 

3J 1 NH(CH2)3OH OCH3 589,67 36 5,06 

3K 2 NH(CH2)3OH OCH3 603,70 36 11,56 

6.5 Měření antioxidační aktivity pomocí ABTS 

Antioxidační aktivita produktů 3A-K byla stanovena metodou využívají-
cí kation radikál ABTS∙+, která se obecně řadí mezi jednu z nejpoužíva-

nějších metod. Ve výzkumu byla metoda ABTS již využita pro stanovení 
antioxidační aktivity podobných sloučenin, jako jsou ty studované v této 

práci, založených na s-triazinovém skeletu, obsahujících rovněž chalko-
nové a benzensulfonamidové motivy, popř. jiné.. (Miguel-Chávez, 2017) 

(Gonzalez, Pota, Su Turan, da Costa, Akkaraju, & Green, 2017) 

(Havránková, Čalkovská, Padrtová, Csöllei, Opatřilová, & Pazdera, 2020) 
(Gharat, Prabhu, & Khambete, 2022) Podrobná metodika je uvedena 

v kapitole 7.6. Každé měření bylo provedeno třikrát a získané výsledky 
byly statisticky vyhodnoceny. Výsledky, tedy % antioxidační aktivity, 

testovaných látek jsou uvedeny v Tab. 6. 
U všech produktů dosahovala stanovená antioxidační aktivita 

srovnatelných hodnot. To je zřejmě způsobeno výraznou strukturní 
podobností testovaných látek. O něco vyšší aktivitu vykazují deriváty 

s methoxy-skupinou navázanou na chalkonovém motivu. Zřejmě je to 
způsobeno vyšší reaktivitou kyslíkaté funkční skupiny (oproti samo-
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statnému benzenovému jádru), a tedy větší ochotou vstupovat do inter-

akce s radikálem. Při zhášení navíc u těchto sloučenin dochází ke stabi-
lizaci konjugovaným systémem. (Havránková, Čalkovská, Padrtová, 

Csöllei, Opatřilová, & Pazdera, 2020) (Lolak, Boga, Tuneg, Karakoc, 
Akocak, & Supuran, 2020) 

Nepatrně vyšší aktivita byla také pozorována u derivátů s kratším 
hydroxyalkylaminovým substituentem a s kratším alkylovým linkerem 

mezi benzensulfonamidovou funkční skupinou a s-triazinovým skele-
tem, resp. zcela bez alkylového linkeru. Delší alkylový linker může 

v tomto případě snižovat stabilizační schopnosti dané struktury vstupu-

jící do interakce s radikálem, což může snižovat celkový antioxidační 
potenciál. 

Tab. 6: Antioxidační aktivita produktů 3A-K. 

Látka 
1 ∙ 10-3 [%] 1 ∙ 10-4 [%] 

0 min 5 min 30 min 0 min 5 min 30 min 

3A 84,0±0,52 86,3±0,05 88,8±0,01 79,2±0,03 79,3±0,09 79,7±0,06 

3B 79,4±0,23 80,2±0,10 81,6±0,01 80,0±0,02 80,1±0,01 80,4±0,05 

3C 79,7±0,23 80,6±0,04 81,9±0,05 78,9±0,05 79,3±0,54 79,4±0,07 

3D 85,6±0,37 87,4±0,04 90,1±0,00 79,2±0,02 79,4±0,01 79,8±0,06 

3E 78,3±0,12 79,2±0,05 81,2±0,02 78,8±0,04 79,5±0,04 79,8±0,05 

3F 80,7±0,25 81,6±0,02 82,9±0,02 79,1±0,10 79,1±0,08 79,6±0,07 

3G 82,6±0,02 83,1±0,01 83,6±0,01 81,4±0,04 81,5±0,03 81,6±0,02 

3H 83,6±0,38 83,8±0,09 84,2±0,02 81,9±0,10 82,0±0,09 82,0±0,10 

3CH 83,1±0,05 83,8±0,01 84,8±0,00 82,3±0,07 82,1±0,06 82,3±0,04 

3I 82,1±0,10 82,8±0,02 83,4±0,01 81,2±0,06 81,3±0,02 81,4±0,01 

3J 82,3±0,20 84,0±0,03 84,9±0,03 81,4±0,29 81,4±0,27 81,5±0,22 

3K 80,2±0,13 81,0±0,02 81,5±0,02 80,0±0,01 80,1±0,26 80,3±0,03 

AA 99,7±0,03 99,8±0,01 99,8±0,05 99,6±0,14 99,0±0,33 99,8±0,07 

T 84,2±0,01 84,9±0,04 85,5±0,14 83,9±0,01 84,2±0,05 85,0±0,01 

AA = kyselina askorbová; T = trolox 

U vzorků o koncentraci c = 1 ∙ 10-3 byla stanovena vyšší antioxi-
dační aktivita než v případě koncentrace 1 ∙ 10-4, což odpovídá předpo-

kladům. V průběhu měření došlo k mírnému nárůstu aktivity v prvních 

pěti minutách, a to až o 2 %. Během další půl hodiny nebyl pozorován 
výraznější nárůst, nebyla proto již stanovována antioxidační aktivita po 

1 hod.  
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Stanovované roztoky o koncentraci c = 1 ∙ 10-4 vykazovaly ještě 

nižší změnu antioxidační aktivity v průběhu času, mezi 0. a 30. min do-
šlo k nárůstu max. o 0,5 %. Proto rovněž nebyla měřena aktivita po 1 

hod. 

 
Ve srovnání s použitými standardy troloxem (83,9 % v čase 0 min, 

c = 10-4 M) a kyselinou askorbovou (99,6 % v čase 0 min, c = 10-4 M) 
jsou testované látky slabšími antioxidačními činidly (78,8-82,3 % v čase 

0 min, c = 10-4 M), přesto je však jejich antioxidační potenciál zjevný. Ze 
získaných výsledků zároveň můžeme vyvodit, že antioxidační efekt sta-
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novených látek je téměř okamžitý (aktivita v čase 0 min). Testované 

látky jsou tak předlohami vhodnými pro další strukturní modifikace za 
účelem zvýšení antioxidační aktivity a budou předmětem dalšího vý-

zkumu. 

6.6 Měření antibiotické aktivity 

Stanovení antimikrobiotické aktivity syntetizovaných produktů 3A-K  

vč. chalkonových meziproduktů bylo provedeno na Ústavu molekulární 
biologie Farmaceutické fakulty Masarykovi univerzity v Brně, týmem 

Ing. Marcely Nejezchelbové (Barbora Hájková, Daniela Čípová). 
Minimální inhibiční koncentrace byla stanovena proti mikrobům 

Enterococcus faecium (ECFM) a Enterococcus faecalis (ECFS) citlivých i 
rezistentních vůči vankomycinu, viz Tab. 7 a Tab. 8. Rezistentní kmeny 

byly označeny zkratkou „VRE“. Všechny mikrobiální kmeny byly získá-

ny z Mikrobiologického ústavu Fakultní nemocnice u sv. Anny v Brně. 
Jako standard byl zvolen vankomycin. 
Tab. 7: Antimikrobiotická aktivita produktů 3A-K a chalkonových meziproduk-

tů proti ECFM. 

Látka ECFM n-4 W ECFM VIII 20 ECFM VIII 69 ECFM VIII 77 
ECFM VIII 92 

VRE 

3A NT NT NT NT ˃128 μg/ml 

3B NT NT NT NT ˃128 μg/ml 

3C ˃128 μg/ml ˃128 μg/ml ˃128 μg/ml ˃128 μg/ml 64 μg/ml 

3D ˃128 μg/ml ˃128 μg/ml ˃128 μg/ml ˃128 μg/ml 128 μg/ml 

3E NT NT NT NT ˃128 μg/ml 

3F NT NT NT NT ˃128 μg/ml 

3G NT NT NT NT NT 

3H NT NT NT NT NT 

3CH NT NT NT NT ˃128 μg/ml 

3I NT NT NT NT ˃128 μg/ml 

3J NT NT NT NT NT 

3K NT NT NT NT NT 

Ch1 NT NT NT NT ˃128 μg/ml 

Ch2 NT NT NT NT ˃128 μg/ml 

V ˃128 μg/ml 1 μg/ml 8 μg/ml 1 μg/ml ˃1024 μg/ml 

ECFM = Enterococcus faecium; V = vankomycin; NT = netestováno 
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Slabá antimikrobiotická aktivita proti VRE kmenu Enterococcus 

faecium byla pozorována u produktů 3C a 3D. Inhibiční koncentrace 
těchto derivátů byla ve srovnání se standardem vankomycinem řádově 

nižší. Žádná aktivita nebyla nalezena u chalkonových meziproduktů Ch1 
a Ch2. Lze se tedy domnívat, že pro biologický účinek je zásadní kombi-

nace chalkonového motivu s dalšími substituenty přítomnými na triazi-
novém jádře. 
Tab. 8: Antimikrobiotická aktivita produktů 3A-K a chalkonových meziproduk-

tů proti ECFS. 

Látka 
ECFS VIII 

31 

ECFS VIII 

32 

ECFS VIII 

63 

ECFS VIII 

64 

ECFS 201 

VRE 

ECFS 202 

VRE 

ECFS 203 

VRE 

3A NT 
˃128 

μg/ml 
NT NT NT NT NT 

3B NT 
˃128 

μg/ml 
NT NT NT NT NT 

3C 
˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

3D 
˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

˃128 

μg/ml 

3E NT 
˃128 

μg/ml 
NT NT NT NT NT 

3F NT 
˃128 

μg/ml 
NT NT NT NT NT 

3G NT 
˃128 

μg/ml 
NT NT NT NT NT 

3H NT 
˃128 

μg/ml 
NT NT NT NT NT 

3CH NT 
˃128 

μg/ml 
NT NT NT NT NT 

3I NT 
˃128 

μg/ml 
NT NT NT NT NT 

3J NT 
˃128 

μg/ml 
NT NT NT NT NT 

3K NT 
˃128 

μg/ml 
NT NT NT NT NT 

Ch1 NT 
˃128 

μg/ml 
NT NT NT NT NT 

Ch2 NT ˃128 NT NT NT NT NT 
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μg/ml 

V 2 μg/ml 2 μg/ml 4 μg/ml 
128 

μg/ml 
32 μg/ml 

256 

μg/ml 

1024 

μg/ml 

ECFS = Enterococcus faecalis; V = vankomycin; NT = netestováno 
U žádného produktu ani chalkonového meziproduktu nebyla pozo-

rována antimikrobiotická aktivita proti kmenům Enterococcus faecalis. 
Vzhledem k omezené nabídce syntetizovaných derivátů nelze 

z výsledků měření odvodit žádný vztah struktury a účinku. Nález určité 
antimikrobiotické aktivity proti jednomu kmeni VRE je však slibný, bylo 

by proto vhodné pokračovat ve výzkumu tímto směrem a syntetizovat 

další nové deriváty. To by umožnilo ověřit vliv jednotlivých struktur-
ních motivů na antimikrobiotickou aktivitu. 
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7 Experimentální část 

7.1 Obecné informace 

Všechny použité chemikálie, komerčně dostupné, byly použity bez další 
purifikace: kyselina chlorovodíková (HCl) 35 %, p.a. – Lach-Ner; hydro-

genuhličitan sodný (NaHCO3), p.a. – Lach-Ner; hydroxid sodný (NaOH) – 

Lach-Ner; kyselina para-toluensulfonová (PTSA) – Sigma Aldrich; kyse-
lina sírová (H2SO4) – Lach-Ner; bezvodý uhličitan draselný (K2CO3) – 

Lach-Ner; ethanol 96 % – Lihovar Kojetín; methanol, p.a. – Lach-Ner; 
hexan, p.a. – Lach-Ner; aceton – Sigma Aldrich; N,N-dimethylformamid 

(DMF) – Sigma Aldrich; dichlormethan (DCM) – Sigma Aldrich; ethyl-
acetát; 2,4,6-trichlor-1,3,5-triazin – Sigma Aldrich; 4-

aminobenzensulfonamid – Sigma Aldrich; 4-
aminomethylbenzensulfonamid hydrochlorid – Sigma Aldrich; 4-

aminoethylbenzensulfonamid – Sigma Aldrich; 4-aminoacetofenon – 
Sigma Aldrich; benzaldehyd – Sigma Aldrich; 4-methoxybenzaldehyd – 

Sigma Aldrich; aminoethanol – Sigma Aldrich; aminopropanol – Sigma 
Aldrich; roztok ninhydrinu (detekční roztok připravený smícháním ni-

nhydrinu, n-butanolu, kyseliny octové a čištěné vody); čistý jód I2 – 

Sigma Aldrich; bezvodý DMSO-d6, 99,9 atom % D – Sigma Aldrich. 
Ke sledování průběhu jednotlivých reakcí byla použita tenkovrstvá 

chromatografie (TLC). Vzorky byly nanášeny na hliníkové fólie Kieselgel 
60 F254 (Merck, Darmstadt, Německo) a detekovány pomocí UV záření o 

vlnové délce 254 nm (UV-lampa Camag, Švýcarsko). Ke zviditelnění 
primárních amino-skupin byl použit roztok ninhydrinu, který tvořilo 

0,2 g ninhydrinu, 100 ml n-butanolu, 0,5 ml CH3COOH a 4,5 ml čištěné 
vody; detekce probíhala za zvýšené teploty 180 °C. Dále byly použity 

páry pevného jódu I2. Vyvíjecí soustava se lišila v jednotlivých fázích 
substituce s-triazinu – pro monosubstituované deriváty jí byl metanol, 

pro disubstituované a trisubstituované deriváty směs hexanu a ethyl-
acetátu v poměru 1:3. Pro detekci chalkonů byl vybrán jako mobilní 

fáze DCM. 

U konečných produktů byla stanovena teplota tání pomocí bloku 
Kofler hot-plate apparatus HMK (Franz Küstner Nach KG, Drážďany, 

Německo), přičemž naměřené hodnoty nebyly dále korigovány. Produk-
ty byly dále analyzovány nukleární magnetickou rezonancí (NMR), a to 

na přístroji JNM-ECZ400R FT-NMR spectrometr 9.39 T (399,78 MHz 
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pro 1H a 100,53 MHz pro 13C; Jeol Resonance, Tokyo, Japonsko) vybave-

ným 5 mm High Sensitivity PulseField Gradient AutotuneTM sondou. 
Chemické posuny (δ) ppm byly referovány k poloze vnitřního standar-

du tetramethylsilanu. Chemické posuny použitého deuterovaného roz-
pouštědla DMSO-d6 jsou 2,5 ppm pro 1H a 39,5 ppm pro 13C. Měření 

probíhalo za teploty 30 °C a získaná spektra byla analyzována pomocí 
specializovaného softwaru Delta 5.2.1 (Jeol Resonance, Tokyo, Japo n-

sko). 
Infračervená spektroskopie (IR) byla u produktů provedena za po-

užití přístroje Nicolet Impact 410 FT-IR pomocí iD7 ATR optického mo-

dulu s monolytickým diamantovým ATR krystalem. Spektra byla měře-
na v rozsahu 4 000-400 cm-1 a analyzována v programu Omnic software 

v.8.3 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). 
Antioxidační aktivita byla stanovena měřením UV-VIS spektrosko-

pie na spektrofotometru Agilent/HP 8453 Spectrophotometer UV-
Visible G1103A, který disponuje diodovým polem (tzv. PDA - Photodio-

de Array), díky čemuž lze snímat absorbanci viditelného a ultrafialové-
ho světelného spektra současně. Absorpce byla měřena při vlnových 

délkách 480, 650, 734, 740 a 754 nm, přičemž absorpční maximum bylo 
snímáno při vlnové délce 754 nm. Světlo bylo absorbováno radikálem 

ABTS∙+ , který byl zhášen produkty 3A-K oproti standardům kyselině 
askorbové a troloxu (Sigma Aldrich). Výsledky byly vyhodnoceny po-

mocí softwaru Instrument 1 Online. 

7.2 Metodický postup syntézy monosubstituovaného s-

triazinu 

Substitucí atomu chloru na 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazinu v bazickém 

prostředí hydroxidu sodného byly připraveny sloučeniny 1A-C. 
V trojhrdlé baňce s kulatým dnem bylo ochlazeno 25 ml acetonu na le-

dové lázni na teplotu ˂ 5 °C. Po snížení teploty rozpouštědla pod 5 °C 
bylo po částech přisypáno 0,925 g (5 mmol) 2,4,6-trichloro-1,3,5-

triazinu. V kádince vedle bylo rozpuštěno 5 mmol aminobenzensulfo-
namidového derivátu v 25 ml acetonu (aminobenzensulfonamid 0,86 g; 

4-aminomethylbenzensulfonamid 0,931 g; 4-
aminoethylbenzensulfonamid 1,0 g). Směs byla kvantitativně přenesena 

do přikapávací nálevky s vyrovnáváním tlaku, a po ustálení teploty re-

akční směsi kolem 0 °C byl roztok postupně přikapán do směsi. (Garaj 
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V. , a další, 2004) (Carta, a další, 2011) (Saluja, Tiwari, Vullo, & Supuran, 

2014) (Cascioferro S. , a další, 2017) 
Mezitím byl připraven roztok hydroxidu sodného rozpuštěním 

0,20 g (5 mmol) hydroxidu sodného v 3 g čištěné vody. Roztok báze byl 
přikapán do reakční směsi, která byla následně ještě hodinu míchána za 

teploty 0 °C, přičemž průběh reakce byl kontrolován pomocí TLC. 
(Carta, a další, 2011) (Havránková, Csöllei, Vullo, Garaj, Pazdera, & 

Supuran, 2018) 
Po dokončení reakce byla reakční směs vysrážena na 150 g drce-

ného ledu a zfiltrována na skleněné fritě za opakovaného promytí desti-

lovanou vodou. Produkt byl 24 hod sušen na Petriho misce 
v horkovzdušné sušárně při teplotě 70-80 °C, poté byl rekrystalizován 

z acetonu následujícím způsobem: Produkt byl rozpuštěn ve 400 ml 
acetonu za použití ultrazvuku, vysrážen na 400 g drceného ledu, zfiltr o-

ván na skleněné fritě a sušen na Petriho misce v exsikátoru do kon-
stantní hmotnosti. 

7.2.1 Charakteristika syntetizovaných produktů 1A-C 

Všechny popsané vlastnosti syntetizovaných produktů byly ve shodě 

s dříve publikovanými výsledky a s citacemi uvedenými v této práci. 
 

4-[(4,6-dichloro-1,3,5-triazin-2-yl)amino]benzen-1-sulfonamid (1A) 

 

C9H7Cl2N5O2S, Mr = 320,15 g/mol, bílá krystalická látka, t. t.: 192-
194 °C, 17,89 % výtěžek 

1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 10,80 (3H, br s, NH, NH2), 
7,71 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom), 7,62 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom); 13C-NMR 

δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 169,4 (Ctriaz-Cl), 154,7 (Ctriaz-NH), 140,6 
(Carom-NH), 139,7 (Carom-Ssulf), 127,5 (CHarom), 120,8 (CHarom); IR: νmax 

(cm-1) 3294, 3210 (NH), 1621 (C=Carom), 1494, 1388, 1157 (SO2NH2) 
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4-{[(4,6-dichloro-1,3,5-triazin-2-yl)amino]methyl}benzen-1-sulfonamid 
(1B) 

 
C10H9Cl2N5O2S, Mr = 334,18 g/mol, bílá krystalická látka, t. t.: 208-

210 °C, 44,86 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 10,2 (3H, br s, NH, NH2), 

7,76 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom), 7,64 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom), 4,41 (2H, 

d, J = 7,9 Hz, CH2); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 169,5 (Ctriaz-
Cl), 166,0 (Ctriaz-NH), 143,3 (Carom-CH2), 141,9 (Carom-Ssulf), 128,1 

(CHarom), 126,3 (CHarom), 44,1 (CH2); IR: νmax (cm-1) 3347, 3249 (NH), 

1631 (C=Carom), 1403, 1324, 1153 (SO2NH2) 
 

4-{2-[(4,6-dichloro-1,3,5-triazin-2-yl)amino]ethyl}benzen-1-
sulfonamid (1C) 
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C11H11Cl2N5O2S, Mr = 348,21 g/mol, bílá krystalická látka, t. t.: 299-

301 °C, 83,33 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 10,49 (3H, br s, NH, NH2), 

7,80 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom), 7,74 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom), 3,48 (2H, 
t, J = 7,8 Hz, NHCH2CH2), 3,01 (2H, t, J = 7,8 Hz, NHCH2CH2); 13C-NMR δC 

(ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 169,8 (Ctriaz-Cl), 166,4 (Ctriaz-NH), 143,4 
(Carom-CH2CH2), 142,8 (Carom-Ssulf), 130,1 (CHarom), 126,2 (CHarom), 42,3 

(NHCH2CH2), 33,8 (NHCH2CH2); IR: νmax (cm-1) 3316, 3026 (NH), 1603 
(C=Carom), 1239, 1146 (SO2NH2) 

 

7.3 Metodický postup syntézy disubstituovaného s-

triazinu 

Substitucí druhého atomu chloru monosubstituovaných produktů byly 

připraveny látky 2A-F. Reakce probíhala v ekvimolárním množství re-
aktantů za laboratorní teploty. V širokohrdlé baňce s plochým dnem 

bylo rozpuštěno 5 mmol monosubstituovaného s-triazinu (1A 1,601 g; 
1B 1,671 g; 1C 1,741 g) v 50 ml dimethylformamidu (DMF). 

Po úplném rozpuštění bylo k reakční směsi po částech přidáno 
0,691 g (5 mmol) uhličitanu draselného s několikaminutovým rozestu-

pem mezi jednotlivými dávkami. Po přidání poslední části byla směs 
míchána 10 min za laboratorní teploty a následně bylo přikapáno 5 

mmol aminoalkoholu (aminoethanol 302,0 μl; aminopropanol 386,0 μl). 
Poté byla reakční směs míchána 72 hod za laboratorní teploty. Průběh 

reakce byl kontrolován pomocí TLC. (Carta, a další, 2011) (Havránková, 
Csöllei, Vullo, Garaj, Pazdera, & Supuran, 2018) 
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Po dokončení reakce byla reakční směs nejprve zfiltrována na 

skleněné fritě pro odstranění báze, teprve poté byla vysrážena na 150 g 
drceného ledu a ponechána za laboratorní teploty do úplného rozpuš-

tění ledu. Filtrací na skleněné fritě byl získán první podíl produktu, kte-
rý byl sušen na Petriho misce v exsikátoru. Matečný louh byl odpařen 

na rotační vakuové odparce (RVO) téměř do sucha. 
Zahuštěná směs byla vysrážena isopropylalkoholem a týden chla-

zena při 2-8 °C pro maximální vysrážení druhého podílu produktu, jenž 
byl získán filtrací na skleněné fritě a následně sušen na Petriho misce 

v exsikátoru. Nový matečný louh byl znovu odpařen na RVO na 1/3 pů-

vodního objemu, poté byl vysrážen na 100 g drceného ledu a 24 hod 
chlazen za teploty 2-8 °C. Třetí podíl produktu byl opět zfiltrován na 

skleněné fritě a sušen na Petriho misce v exsikátoru. 

7.3.1 Charakteristika syntetizovaných produktů 2A-F 

Všechny popsané vlastnosti syntetizovaných produktů byly ve shodě 
s dříve publikovanými výsledky a s citacemi uvedenými v této práci. 

 
4-({4-chloro-6-[(2-hydroxyethyl)amino]-1,3,5-triazin-2-

yl}amino)benzensulfonamid (2A) 

 
C11H13ClN6O3S, Mr = 344,78 g/mol, bílá krystalická látka, t. t.: 231-

233 °C, 85,85 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,99 (5H, br s, NH, OH, NH2), 

7,74 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom), 7,39 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom), 4,47 (1H, 

br s, OH), 3,49-3,38 (2H, m, CH2CH2OH), 3,29-3,23 (2H, m, CH2CH2OH); 
13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 169,2 (Ctriaz-Cl), 168,4 (Ctriaz-

Nalk), 167,0 (Ctriaz-Nsulf), 144,6 (Carom-NH), 142,1 (Carom-Ssulf), 128,2 
(CHarom), 127,1 (CHarom), 60,1 (CH2CH2OH), 44,2 (CH2CH2OH); IR: νmax 
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(cm-1) 3352 (NH, OH), 2938 (CH2-alif), 1629 (C=Carom), 1392, 1158 

(SO2NH2) 
 

4-[({4-chloro-6-[(2-hydroxyethyl)amino]-1,3,5-triazin-2-
yl}amino)methyl]benzensulfonamid (2B) 

 
C12H15ClN6O3S, Mr = 358,80 g/mol, bílá krystalická látka, t. t.: 225-

227 °C, 65,77 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 7,74 (2H, d, J = 8,1 Hz, 

CHarom), 7,42 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 4,61 (5H, s, NH, OH, NH2), 4,47 

(2H, s, CH2), 3,61-3,58 (2H, m, CH2CH2OH), 3,28-3,26 (2H, m, 

CH2CH2OH); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 168,5 (Ctriaz-Cl), 
165,5 (Ctriaz-Nsulf), 162,5 (Ctriaz-Nalk), 143,9 (Carom-CH2), 143,3 (Carom-

Ssulf), 128,1 (CHarom), 126,2 (CHarom), 59,7 (CH2CH2OH), 43,4 (CH2), 36,9 
(CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3397 (NH, OH), 3247, 2946 (CH2-alif), 1633 

(C=Carom), 1483, 1398, 1156 (SO2NH2) 
 

4-[2-({4-chloro-6-[(2-hydroxyethyl)amino]-1,3,5-triazin-2-
yl}amino)ethyl]benzensulfonamid (2C) 
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C13H17ClN6O3S, Mr = 372,83 g/mol, bílá krystalická látka, t. t.: 126-

128 °C, 69,23 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,34 (5H, br s, NH, OH, NH2), 

7,74 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,41 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 3,48-3,36 
(2H, m, CH2CH2OH), 3,21-3,18 (2H, m, NHCH2CH2), 3,09-3,07 (2H, m, 

CH2CH2OH), 3,03-3,00 (2H, m, NHCH2CH2); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, 
DMSO-d6): 168,5 (Ctriaz-Cl), 166,0 (Ctriaz-Nalk), 163,0 (Ctriaz-Nsulf), 143,8 

(Carom-CH2CH2), 143,1 (Carom-Ssulf), 127,9 (CHarom), 126,2 (CHarom), 59,2 
(CH2CH2OH), 44,2 (NHCH2CH2), 43,4 (CH2CH2OH), 36,1 (NHCH2CH2); IR: 

νmax (cm-1) 3258, 3085 (NH, OH), 2937 (CH2-alif), 1513 (C=Carom), 1471, 
1327, 1156 (SO2NH2) 

 
4-({4-chloro-6-[(3-hydroxypropyl)amino]-1,3,5-triazin-2-

yl}amino)benzensulfonamid (2D) 

 
C12H15ClN6O3S, Mr = 358,80 g/mol, bílá krystalická látka, t. t.: 220-

222 °C, 79,71 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 10,3 (5H, br s, NH, OH, NH2), 

7,69 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,18 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 4,48-4,46 

(2H, m, CH2CH2CH2OH), 3,45-3,41 (2H, m, CH2CH2CH2OH), 1,65-1,60 
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(2H, m, CH2CH2CH2OH); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 168,5 

(Ctriaz-Cl), 165,8 (Ctriaz-Nalk), 164,9 (Ctriaz-Nsulf), 142,5 (Carom-Nsulf), 138,4 
(Carom-Ssulf), 127,0 (CHarom), 119,5 (CHarom), 58,9 (CH2CH2CH2OH), 41,1 

(CH2CH2CH2OH), 32,8 (CH2CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3308, 3251, 3111 
(NH, OH), 2940 (CH2-alif), 1517 (C=Carom), 1386, 1324, 1150 (SO2NH2) 

 
4-[({4-chloro-6-[(3-hydroxypropyl)amino]-1,3,5-triazin-2-

yl}amino)methyl]benzensulfonamid (2E) 

 
C13H17ClN6O3S, Mr = 372,83 g/mol, bílá krystalická látka, t. t.: 213-

215 °C, 91,74 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,38 (5H, br s, NH, OH, NH2), 

7,43 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,24 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 4,45 (2H, 

s, CH2), 3,24-3,21 (2H, m, CH2CH2CH2OH), 2,84-2,79 (2H, m, 
CH2CH2CH2OH), 1,61-1,58 (2H, m, CH2CH2CH2OH); 13C-NMR δC (ppm, 

100 MHz, DMSO-d6): 168,2 (Ctriaz-Cl), 166,0 (Ctriaz-Nalk), 162,9 (Ctriaz-
Nsulf), 143,8 (Carom-CH2), 143,1 (Carom-Ssulf), 127,9 (CHarom), 126,2 

(CHarom), 59,5 (CH2CH2CH2OH), 43,7 (CH2), 38,1 (CH2CH2CH2OH), 32,0 
(CH2CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3242, 3088 (NH, OH), 2946 (CH2-alif), 

1538 (C=Carom), 1398, 1322, 1157 (SO2NH2) 
 

4-[2-({4-chloro-6-[(3-hydroxypropyl)amino]-1,3,5-triazin-2-
yl}amino)ethyl]benzensulfonamid (2F) 
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C14H19ClN6O3S, Mr = 386,86 g/mol, bílá krystalická látka, t. t.: 226-

228 °C, 87,38 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,53 (5H, br s, NH, OH, NH2), 

7,70 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom), 7,39 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom), 4,39-4,37 
(2H, m, CH2CH2CH2OH), 3,55-3-53 (2H, m, NHCH2CH2), 2,84-2,82 (2H, 

m, CH2CH2CH2OH), 2,45-2,41 (2H, m, NHCH2CH2), 1,19-1,13 
(CH2CH2CH2OH); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 166,3 (Ctriaz-

Cl), 165,1 (Ctriaz-Nalk), 164,7 (Ctriaz-Nsulf), 146,4 (Carom-CH2CH2), 142,2 
(Carom-Ssulf), 127,6 (CHarom), 125,9 (CHarom), 59,6 (CH2CH2CH2OH), 43,6 

(NHCH2CH2), 38,9 (CH2CH2CH2OH), 33,4 (NHCH2CH2), 32,8 
(CH2CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3250, 3097 (NH, OH), 2937 (CH2-alif), 

1547 (C=Carom), 1407, 1303, 1154 (SO2NH2) 

7.4 Metodický postup syntézy chalkonových substituentů 

Kondenzační reakcí aldehydu a ketonu byly připraveny dva chalkonové 

meziprodukty, které byly dále použity v substituci třetího atomu chloru 
2,4,6-trichloro-1,3,5-triazinu. Výchozí látky reagovaly v non-

ekvimolárním množství za bazické katalýzy. (Santos, a další, 2017) 

V širokohrdlé baňce s kulatým dnem bylo rozpuštěno 0,6762 g 4-
aminoacetofenonu (5 mmol) v 25 ml metanolu, a poté bylo přidáno 5,75 

mmol (1,15 ekv. látkového množství 4-aminoacetofenonu) příslušného 
aldehydu (benzaldehyd 0,6104 g, 4-methoxybenzaldehyd 0,7824 g). 

V dalším kroku byl k reakční směsi ochlazené na 0-5 °C přidán 1 ml 20 
% NaOH (5 mmol). Následně byla reakční směs míchána za stálého 

chlazení po dobu 5 hod a dalších 5 hod byla směs míchána za labora-
torní teploty. (Tristao, Campos-Buzzi, Correa, Cruz, Filho, & Cruz, 2012) 
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(Chintakrindi, Gohil, Kothari, Chowdhary, & Kanyalkar, 2018) (Abbas, 

El-Hafeez, Shoman, Montano, & Hassan, 2018) 
Reakční směs byla neutralizována 1M HCl do neutrálního pH na 

lakmusovém papírku. Produkt byl z reakční směsi získán vysrážením na 
150 g drceného ledu s následnou filtrací na filtračním papíře přes 

Büchnerovu nálevku. (Tristao, Campos-Buzzi, Correa, Cruz, Filho, & 
Cruz, 2012) (Abbas, El-Hafeez, Shoman, Montano, & Hassan, 2018) 

Čištění produktů bylo provedeno rekrystalizací, kdy byl produkt 
rozpuštěn v 50 ml etanolu za použití ultrazvuku, vysrážen na 180 g dr-

ceného ledu a zfiltrován na filtračním papíře přes Büchnerovu nálevku. 

Produkt byl sušen na Petriho misce za laboratorní teploty. 

7.4.1 Charakteristika syntetizovaných chalkonových 

substituentů 

Všechny popsané vlastnosti syntetizovaných produktů byly ve shodě 

s dříve publikovanými výsledky a s citacemi uvedenými v této práci. 
 

1-(4-aminofenyl)-3-fenyl-2-propen-1-on (Ch1) 

 
C15H13NO, Mr = 223,27 g/mol, světle žlutá pevná látka, t. t.: 155-157 

°C, 87,21 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,31 (2H, br s, NH2), 7,92 

(2H, d, J = 7,1 Hz, CHarom), 7,77 (2H, d, J = 7,1 Hz, CHarom), 7,59-7,38 (5H, 

m, CHarom), 7,61 (1H, d, J = 15,1 Hz, CHCHCO), 7,47 (1H, d, J = 15,1 Hz, 
CHCHCO); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 189,6 (CO), 152,4 (C-

NH2), 141,3 (CHCHCO), 138,7 (CHarom), 135,6 (CHarom), 132,3 (CHarom), 
131,3 (Carom-CH), 130,4 (Carom-CO), 121,8 (CHarom), 120,0 (CHarom), 114,7 

(CHCHCO); IR: νmax (cm-1) 3358 (NH2), 1581 (CO), 1560 (C=Carom) 
 

1-(4-aminofenyl)-3-(4-methoxyfenyl)-2-propen-1-on (Ch2) 
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C16H15NO2, Mr = 253,30 g/mol, světle oranžová pevná látka t. t.: 81-

83 °C, 71,06 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,15 (2H, d, J = 8,5 Hz, 

CHarom), 7,81 (2H, d, J = 8,5 Hz, CHarom), 7,79 (1H, d, J = 15,1 Hz, 

CHCHCO), 7,32 (1H, d, J = 15,1 Hz, CHCHCO), 7,05 (2H, d, J = 8,5 Hz, 
CHarom), 6,52 (2H, d, J = 8,5 Hz, CHarom), 6,03 (2H, s, NH2), 3,82 (3H, s, 

OCH3); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 188,6 (CO), 161,6 (Carom-
OCH3), 154,4 (Carom-NH2), 142,5 (CHCHCO), 135,3 (CHarom), 131,4 

(CHarom), 126,2 (CHCHCO), 121,7 (Carom-CO), 120,6 (Carom-CH), 115,4 
(CHarom), 113,4 (CHarom), 55,8 (CH3); IR: νmax (cm-1) 3345, 3320 (NH2), 

1627 (CO), 1595 (C=Carom), 1176 (OCH3) 

7.5 Metodický postup syntézy trisubstituovaného s-

triazinu 

Substitucí posledního atomu chloru na disubstituovaném s-triazinu by-

ly vytvořeny produkty 3A-K. Disubstituovaný meziprodukt, chalkon i 
báze byly do reakce přidávány v ekvimolárním množství. 

1 mmol příslušného disubstituovaného triazinu byl rozpuštěn v 50 
ml DMF v širokohrdlé baňce s kulatým dnem, umístěné na vařiči 

s automatickou magnetickou míchačkou. Po rozpuštění bylo přidáno 
0,1382 g (1 mmol) bezvodého K2CO3 a po 10 min byl přidán 1 mmol 

odpovídajícího chalkonu. Jakmile byla směs homogenně rozmíchána, 

byla zvýšena teplota na 110 °C a reakce dále probíhala pod refluxem při 
110 °C. (Havránková, Csöllei, Vullo, Garaj, Pazdera, & Supuran, 2018) 

(Havránková, Čalkovská, Padrtová, Csöllei, Opatřilová, & Pazdera, 2020) 
(Havránková, a další, 2021) 

Průběh reakce byl kontrolován TLC. Po dokončení reakce byla re-
akční směs zfiltrována na fritě pro odstranění báze. Roztok byl odpařo-

ván do vysoké viskozity za pomocí RVO, vysrážen isopropylalkoholem a 
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chlazen při teplotě 2-8 °C po dobu 7 dní pro maximalizaci výtěžku. Vý-

sledný produkt byl získán filtrací na skleněné fritě a sušen na Petriho 
misce v horkovzdušné sušárně při teplotě 70-80 °C. 

7.5.1 Charakteristika syntetizovaných produktů 3A-K 

4-({4-[(2-hydroxyethyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-fenylprop-2-

enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-yl}amino)benzen-1-sulfonamid (3A) 

 
C26H25N7O4S, Mr = 531,59 g/mol, světle žlutá krystalická látka, t. t.: 

252-255 °C, 45,40 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,32 (6H, br s, NH, OH, NH2), 

7,96 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,80 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,76 (1H, 

d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,63 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,54 (1H, d, J = 
15,5 Hz, CHCHCO), 7,49 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,37 (2H, d, J = 8,1 Hz, 

CHarom), 7,29-7,26 (3H, m, CHarom), 3,47-3,45 (2H, m, CH2CH2OH), 3,31-
3,27 (2H, m, CH2CH2OH); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 189,0 

(CO), 169,1 (Ctriaz-Nchalk), 168,3 (Ctriaz-Nalk), 167,1 (Ctriaz-Nsulf), 145,2 
(Carom-Nsulf), 144,3 (Carom-Ssulf), 143,6 (Carom-Nchalk), 142,8 (Carom-CO), 

142,1 (CHCHCO), 134,4 (Carom-CH), 128,9 (CHarom), 128,4 (CHarom), 127,3 
(CHarom), 126,9 (CHarom), 124,4 (CHarom), 124,2 (CHarom), 123,6 (CHarom), 

117,5 (CHCHCO), 60,7 (CH2CH2OH), 45,1 (CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 
3344 (NH, OH, NH2), 2944 (CH2-alif), 1649 (CO), 1128 (OCH3), 1494, 

1397, 1238 (SO2NH2) 

 
4-[({4-[(2-hydroxyethyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-fenylprop-2-

enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-yl}amino)methyl]benzen-1-
sulfonamid (3B) 
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C27H27N7O4S, Mr = 545,62 g/mol, žlutobílá krystalická látka, t. t.: 

203-205 °C, 47,47 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,87 (6H, br s, NH, OH, NH2), 

7,93 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,85 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,76 (1H, 

d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,64 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,54 (1H, d, J = 
15,5 Hz, CHCHCO), 7,48 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,42 (2H, d, J = 8,1 Hz, 

CHarom), 7,28 (3H, m, CHarom), 4,49 (2H, s, CH2NH), 3,67-3,64 (2H, m, 

CH2CH2OH), 3,31-3,27 (2H, m, CH2CH2OH); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, 
DMSO-d6): 189,2 (CO), 168,4 (Ctriaz-Nchalk), 167,3 (Ctriaz-Nalk), 166,7 

(Ctriaz-Nsulf), 145,1 (Carom-CH2NH), 144,3 (Carom-Ssulf), 143,6 (Carom-Nchalk), 
142,5 (Carom-CO), 142,0 (CHCHCO), 135,7 (Carom-CH), 129,2 (CHarom), 

128,6 (CHarom), 127,8 (CHarom), 126,5 (CHarom), 124,9 (CHarom), 124,2 
(CHarom), 123,7 (CHarom), 119,7 (CHCHCO), 58,6 (CH2CH2OH), 44,2 (CH2-

Nsulf), 36,4 (CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3342 (NH, OH, NH2), 1670 (CO), 
1133 (OCH3), 1499, 1398, 1341 (SO2NH2) 

 
4-[2-({4-[(2-hydroxyethyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-fenylprop-2-

enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-yl}amino)ethyl]benzen-1-
sulfonamid (3C) 
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C28H29N7O4S, Mr = 559,65 g/mol, světle hnědá krystalická látka, t. t.: 

197-199 °C, 41,34 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 7,96 (2H, d, J = 8,1 Hz, 

CHarom), 7,84 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,75 (1H, d, J = 15,5 Hz, 
CHCHCO), 7,58 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,51 (1H, d, J = 15,5 Hz, 

CHCHCO), 7,49 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,36 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 
7,29-7,27 (3H, m, CHarom), 3,68-3,63 (2H, m, CH2CH2OH), 3,45-3,42 (2H, 

m, CH2CH2NH), 3,26-3,21 (2H, m, CH2CH2OH), 3,17-3,14 (2H, m, 
CH2CH2NH); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 189,2 (CO), 168,3 

(Ctriaz-Nchalk), 166,1 (Ctriaz-Nalk), 165,9 (Ctriaz-Nsulf), 145,0 (Carom-
CH2CH2NH), 144,1 (Carom-Ssulf), 143,7 (Carom-Nchalk), 142,8 (Carom-CO), 

141,6 (CHCHCO), 134,2 (Carom-CH), 129,0 (CHarom), 128,3 (CHarom), 127,6 
(CHarom), 126,7 (CHarom), 124,9 (CHarom), 124,2 (CHarom), 123,8 (CHarom), 

117,4 (CHCHCO), 58,6 (CH2CH2OH), 44,3 (CH2CH2NH), 43,1 
(CH2CH2OH), 36,3 (CH2CH2NH); IR: νmax (cm-1) 3343 (NH, OH, NH2), 

2930 (CH2-alif), 1677 (CO), 1132 (OCH3), 1402, 1348, 1264 (SO2NH2) 

 
4-({4-[(3-hydroxypropyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-fenylprop-2-

enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-yl}amino)benzen-1-sulfonamid (3D) 
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C27H27N7O4S, Mr = 545,62 g/mol, žlutá krystalická látka, t. t.: 225-

227 °C, 43,51 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,06 (6H, br s, NH, OH, NH2), 

7,91 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,82 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,74 (1H, 

d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,60 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,54 (1H, d, J = 

15,5 Hz, CHCHCO), 7,39 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,36 (2H, d, J = 8,1 Hz, 
CHarom), 7,29-7,25 (3H, m, CHarom), 4,36-4,33 (2H, m, CH2CH2CH2OH), 

3,58-3,56 (2H, m, CH2CH2CH2OH), 1,74-1,70 (2H, m, CH2CH2CH2OH); 
13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 189,4 (CO), 168,1 (Ctriaz-Nchalk), 

166,2 (Ctriaz-Nalk), 165,2 (Ctriaz-Nsulf), 145,3 (Carom-Nsulf), 144,1 (Carom-
Ssulf), 142,0 (Carom-Nchalk), 141,9 (Carom-CO), 141,1 (CHCHCO), 136,2 

(Carom-CH), 129,7 (CHarom), 129,2 (CHarom), 128,1 (CHarom), 127,3 
(CHarom), 125,1 (CHarom), 122,9 (CHarom), 122,7 (CHarom), 118,6 

(CHCHCO), 56,8 (CH2CH2CH2OH), 37,9 (CH2CH2CH2OH), 29,2 
(CH2CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3330 (NH, OH, NH2), 2944 (CH2-alif), 

1649 (CO), 1128 (OCH3), 1495, 1397, 1226 (SO2NH2) 
 

4-[({4-[(3-hydroxypropyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-fenylprop-2-

enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-yl}amino)methyl]benzen-1-
sulfonamid (3E) 
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C28H29N7O4S, Mr = 559,65 g/mol, žlutobílá krystalická látka, t. t.: 

214-216 °C, 36,00 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,01 (6H, br s, NH, OH, NH2), 

7,97 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,82 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,76 (1H, 

d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,61 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,54 (1H, d, J = 
15,5 Hz, CHCHCO), 7,48 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,40 (2H, d, J = 8,1 

Hz), 7,33-7,31 (3H, m, CHarom), 4,57-4,55 (2H, m, CH2NH), 3,62-3,61 (2H, 

m, CH2CH2CH2OH), 2,96-2,95 (2H, m, CH2CH2CH2OH), 1,79-1,75 (2H, m, 
CH2CH2CH2OH); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 189,7 (CO), 

168,1 (Ctriaz-Nchalk), 166,0 (Ctriaz-Nalk), 165,8 (Ctriaz-Nsulf), 145,6 (Carom-
CH2NH), 144,2 (Carom-Ssulf), 142,0 (Carom-Nchalk), 141,8 (Carom-CO), 141,5 

(CHCHCO), 136,7 (Carom-CH), 129,8 (CHarom), 129,1 (CHarom), 128,0 
(CHarom), 127,1 (CHarom), 124,4 (CHarom), 123,9 (CHarom), 122,1 (CHarom), 

119,8 (CHCHCO), 57,9 (CH2CH2CH2OH), 44,3 (CH2NH), 37,6 
(CH2CH2CH2OH), 28,9 (CH2CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3329, 3290 (NH, 

OH, NH2), 2933 (CH2-alif), 1656 (CO), 1133 (OCH3), 1505, 1340, 1271 
(SO2NH2) 

 
4-[2-({4-[(3-hydroxypropyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-fenylprop-2-

enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-yl}amino)ethyl]benzen-1-

sulfonamid (3F) 
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C29H31N7O4S, Mr = 573,67 g/mol, světle hnědá krystalická látka, t. t.: 

222-225 °C, 37,83 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,24 (6H, br s, NH, OH, NH2), 

7,96 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,83 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,74 (1H, 
d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,58 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,51 (1H, d, J = 

15,5 Hz, CHCHCO), 7,50 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,39 (2H, d, J = 8,1 Hz, 
CHarom), 7,08-7,03 (3H, m, CHarom), 4,59-4,55 (2H, m, CH2CH2NH), 3,69-

3,67 (2H, m, CH2CH2CH2OH), 3,14-3,10 (2H, m, CH2CH2CH2OH), 2,91-
2,87 (2H, m, CH2CH2NH), 1,89-1,88 (2H, m, CH2CH2CH2OH); 13C-NMR δC 

(ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 189,3 (CO), 168,4 (Ctriaz-Nchalk), 165,7 (Ctriaz-
Nalk), 165,2 (Ctriaz-Nsulf), 145,3 (Carom-CH2CH2NH), 144,2 (Carom-Ssulf), 

142,3 (Carom-Nchalk), 142,0 (Carom-CO), 141,8 (CHCHCO), 136,5 (Carom-CH), 
129,7 (CHarom), 128,6 (CHarom), 127,8 (CHarom), 126,7 (CHarom), 124,5 

(CHarom), 123,2 (CHarom), 122,0 (CHarom), 116,3 (CHCHCO), 57,9 
(CH2CH2CH2OH), 44,6 (CH2CH2NH), 38,1 (CH2CH2CH2OH), 33,0 

(CH2CH2NH), 22,6 (CH2CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3306 (NH, OH, NH2), 

2930 (CH2-alif), 1670 (CO), 1133 (OCH3), 1429, 1345, 1277 (SO2NH2) 
 

4-({4-[(2-hydroxyethyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-(4-methoxyfenyl)prop-2-
enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-yl}amino)benzen-1-sulfonamid (3G) 
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C27H27N7O5S, Mr = 561,62 g/mol, béžová krystalická látka, t. t.: 289-

292 °C, 22,10 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,15 (6H, br s, NH, OH, NH2), 

8,04 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,99 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,79 (1H, 

d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,65 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,50 (2H, d, J = 
8,1 Hz, CHarom), 7,38 (1H, d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,21 (2H, d, J = 8,1 Hz, 

CHarom), 7,06 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 3,84 (3H, s, OCH3), 3,44-3,39 
(2H, m, CH2CH2OH), 3,30-3,28 (2H, m, CH2CH2OH); 13C-NMR δC (ppm, 

100 MHz, DMSO-d6): 188,7 (CO), 169,4 (Ctriaz-Nchalk), 168,7 (Ctriaz-Nalk), 

168,5 (Ctriaz-Nsulf), 162,7 (Carom-OCH3), 152,6 (Carom-Nchalk), 144,8 (Carom-

Nsulf), 144,1 (Carom-Ssulf), 143,6 (Carom-CO), 142,5 (CHCHCO), 141,6 

(Carom-CH), 134,8 (CHarom), 132,6 (CHarom), 126,1 (CHarom), 125,3 
(CHarom), 124,0 (CHarom), 120,6 (CHarom), 115,4 (CHCHCO), 60,4 

(CH2CH2OH), 55,6 (OCH3), 43,5 (CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3299 (NH, 
OH, NH2), 2940 (CH2-alif), 1129 (OCH3), 1494, 1397, 1324 (SO2NH2) 

 
4-[({4-[(2-hydroxyethyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-(4-methoxyfenyl)prop-

2-enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-yl}amino)methyl]benzen-1-
sulfonamid (3H) 
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C28H29N7O5S, Mr = 575,64 g/mol, světle žlutohnědá krystalická lát-

ka, t. t.: 202-203 °C, 6,25 % výtěžek 

1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,21 (6H, br s, NH, OH, NH2), 

8,07 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,86 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,81 (1H, 
d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,64 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,50 (2H, d, J = 

8,1 Hz, CHarom), 7,42 (1H, d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,21 (2H, d, J = 8,1 Hz, 
CHarom), 7,07 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 4,47 (2H, s, CH2NH), 3,65-3,63 

(2H, m, CH2CH2OH), 3,37-3,36 (2H, m, CH2CH2OH), 3,81 (3H, s, OCH3); 
13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 188,7 (CO), 169,3 (Ctriaz-Nchalk), 

169,0 (Ctriaz-Nalk), 168,9 (Ctriaz-Nsulf), 162,6 (Carom-OCH3), 153,4 (Carom-
Nchalk), 144,8 (Carom-CH2NH), 143,8 (Carom-Ssulf), 143,5 (Carom-CO), 142,5 

(CHCHCO), 141,4 (Carom-CH), 135,0 (CHarom), 133,7 (CHarom), 126,1 
(CHarom), 125,2 (CHarom), 124,0 (CHarom), 120,7 (CHarom), 116,0 

(CHCHCO), 58,3 (CH2CH2OH), 55,6 (OCH3), 44,2 (CH2NH), 36,6 

(CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3323 (NH, OH, NH2), 2932 (CH2-alif), 1670 
(CO), 1126 (OCH3), 1398, 1342, 1258 (SO2NH2) 

 
4-[2-({4-[(2-hydroxyethyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-(4-

methoxyfenyl)prop-2-enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-
yl}amino)ethyl]benzen-1-sulfonamid (3Ch) 
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C29H31N7O5S, Mr = 589,67 g/mol, světle béžová krystalická látka, t. 

t.: 170-172 °C, 20,23 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,19 (6H, br s, NH, OH, NH2), 

8,01 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,89 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,86 (1H, 

d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,64 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,52 (2H, d, J = 
8,1 Hz, CHarom), 7,49 (1H, d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,18 (2H, d, J = 8,1 Hz, 

CHarom), 7,06 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 3,92 (3H, s, OCH3), 3,53-3,51 

(2H, m, CH2CH2OH), 3,42-3,40 (2H, m, CH2CH2NH), 3,22-3,19 (2H, m, 
CH2CH2CH2OH), 3,18-3,14 (2H, m, CH2CH2NH); 13C-NMR δC (ppm, 100 

MHz, DMSO-d6): 188,5 (CO), 169,2 (Ctriaz-Nchalk), 168,6 (Ctriaz-Nalk), 168,1 
(Ctriaz-Nsulf), 162,6 (Carom-OCH3), 153,1 (Carom-Nchalk), 144,7 (Carom-

CH2CH2NH), 143,5 (Carom-Ssulf), 142,4 (Carom-CO), 142,2 (CHCHCO), 141,9 
(Carom-CH), 135,1 (CHarom), 133,8 (CHarom), 125,8 (CHarom), 124,9 

(CHarom), 124,3 (CHarom), 121,1 (CHarom), 115,4 (CHCHCO), 60,7 
(CH2CH2OH), 55,7 (OCH3), 45,2 (CH2CH2NH), 44,5 (CH2CH2OH), 36,8 

(CH2CH2NH); IR: νmax (cm-1) 3353 (NH, OH, NH2), 2932 (CH2-alif), 1670 
(CO), 1125 (OCH3), 1505, 1401, 1348 (SO2NH2) 

 
4-({4-[(3-hydroxypropyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-(4-methoxyfenyl)prop-

2-enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-yl}amino)benzen-1-sulfonamid 

(3I) 
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C28H29N7O5S, Mr = 575,64 g/mol, hnědá krystalická látka, t. t.: 240-

242 °C, 17,50 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,41 (6H, br s, NH, OH., 

NH2), 8,17 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,98 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,89 

(1H, d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,71 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,56 (2H, d, 
J = 8,1 Hz, CHarom), 7,47 (1H, d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,23 (2H, d, J = 8,1 

Hz, CHarom), 6,95 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 4,02 (3H, s, OCH3), 3,41-3,38 
(2H, m, CH2CH2CH2OH), 2,87-2,85 (2H, m, CH2CH2CH2OH), 1,72-1,68 

(2H, m, CH2CH2CH2OH); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 188,4 

(CO), 169,3 (Ctriaz-Nchalk), 169,2 (Ctriaz-Nalk), 168,7 (Ctriaz-Nsulf), 161,9 
(Carom-OCH3), 154,1 (Carom-Nchalk), 142,8 (Carom-Nsulf), 142,5 (Carom-Ssulf), 

141,8 (Carom-CO), 141,7 (CHCHCO), 141,5 (Carom-CH), 136,2 (CHarom), 
134,2 (CHarom), 127,4 (CHarom), 126,7 (CHarom), 124,3 (CHarom), 121,0 

(CHarom), 116,1 (CHCHCO), 61,2 (CH2CH2CH2OH), 55,8 (OCH3), 40,1 
(CH2CH2CH2OH), 33,7 (CH2CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3341 (NH, OH, 

NH2), 2940 (CH2-alif), 1674 (CO), 1126 (OCH3), 1505, 1402, 1348 
(SO2NH2) 

 
4-[({4-[(3-hydroxypropyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-(4-methoxyfenyl)prop-

2-enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-yl}amino)methyl]benzen-1-

sulfonamid (3J) 
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C29H31N7O5S, Mr = 589,67 g/mol, světle hnědá krystalická látka, t. t.: 

256-258 °C, 5,06 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,39 (6H, br s, NH, OH, NH2), 

8,03 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,94 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,89 (1H, 

d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,73 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,52 (2H, d, J = 
8,1 Hz, CHarom), 7,46 (1H, d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,24 (2H, d, J = 8,1 Hz, 

CHarom), 7,06 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 4,43 (2H, s, CH2NH), 4,11 (3H, s, 
OCH3), 3,45-3,41 (2H, m, CH2CH2CH2OH), 2,91-2,88 (2H, m, 

CH2CH2CH2OH), 1,63-1,62 (2H, m, CH2CH2CH2OH); 13C-NMR δC (ppm, 
100 MHz, DMSO-d6): 189,0 (CO), 169,1 (Ctriaz-Nchalk), 168,8 (Ctriaz-Nalk), 

168,7 (Ctriaz-Nsulf), 162,0 (Carom-OCH3), 154,1 (Carom-Nchalk), 142,9 (Carom-
CH2NH), 142,5 (Carom-Ssulf), 141,9 (Carom-CO), 141,8 (CHCHCO), 140,3 

(Carom-CH), 136,2 (CHarom), 134,1 (CHarom), 127,8 (CHarom), 125,1 

(CHarom), 124,4 (CHarom), 120,6 (CHarom), 116,3 (CHCHCO), 61,2 
(CH2CH2CH2OH), 56,1 (OCH3), 44,3 (CH2NH), 37,6 (CH2CH2CH2OH), 33,1 

(CH2CH2CH2OH); IR: νmax (cm-1) 3292 (NH, OH, NH2), 2958 (CH2-alif), 
1613 (CO), 1125 (OCH3), 1515, 1402, 1335 (SO2NH2) 

 
4-[2-({4-[(3-hydroxypropyl)amino]-6-({4-[(2E)-3-(4-

methoxyfenyl)prop-2-enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-
yl}amino)ethyl]benzen-1-sulfonamid (3K) 
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C30H33N7O5S, Mr = 603,70 g/mol, žlutobílá krystalická látka, t. t.: 

215-217 °C, 11,56 % výtěžek 
1H-NMR δH (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 8,32 (6H, br s, NH, OH, NH2), 

8,07 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,99 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,86 (1H, 

d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,68 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,59 (2H, d, J = 
8,1 Hz, CHarom), 7,49 (1H, d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,18 (2H, d, J = 8,1 Hz, 

CHarom), 6,78 (2H, d, J = 8,1 Hz), 4,09 (3H, s, OCH3), 3,63-3,61 (2H, m, 

CH2CH2NH), 3,39-3,36 (2H, m, CH2CH2CH2OH), 2,87-2,85 (2H, m, 
CH2CH2NH), 4,21-4,19 (2H, m, CH2CH2CH2OH), 1,39-1,36 (2H, m, 

CH2CH2CH2OH); 13C-NMR δC (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 188,5 (CO), 
169,4 (Ctriaz-Nchalk), 169,1 (Ctriaz-Nalk), 168,5 (Ctriaz-Nsulf), 161,7 (Carom-

OCH3), 154,3 (Carom-Nchalk), 143,8 (Carom-CH2CH2NH), 143,1 (Carom-Ssulf), 
142,8 (Carom-CO), 141,2 (CHCHCO), 141,0 (Carom-CH), 137,0 (CHarom), 

135,7 (CHarom), 127,4 (CHarom), 125,3 (CHarom), 124,3 (CHarom), 120,7 
(CHarom), 116,1 (CHCHCO), 62,0 (CH2CH2CH2OH), 55,7 (OCH3), 43,9 

(CH2CH2NH), 38,1 (CH2CH2CH2OH), 34,2 (CH2CH2CH2OH), 33,6 
(CH2CH2NH); IR: νmax (cm-1) 3329, 3293 (NH, OH, NH2), 2926 (CH2-alif), 

1670 (CO), 1125 (OCH3), 1403, 1350, 1184 (SO2NH2) 

7.6 Metodický postup měření antioxidační aktivity 

Absorpční spektroskopií UV-VIS byla stanovena antioxidační aktivita 

produktů 3A-K a standardů kyseliny askorbové a troloxu. Do 50 ml tit-

rační baňky bylo naváženo 0,192 g diamonné soli ABTS (kyselina 2,2'-
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azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonová) a rozpuštěno v 50 ml 

čištěné vody pro získání základního roztoku o koncentraci 7 mM. Radi-
kál ABTS∙+ byl připraven přefiltrováním přes filtrační papír č. 5, na jehož 

povrch byl nanesen oxid manganičitý. Vzhledem ke krátké době použi-
telnosti byl roztok radikálu takto připraven každý den čerstvý. 

Jednotlivé produkty 3A-K byly rozpuštěny v DMSO v Eppendorf 
zkumavkách pro získání zásobních roztoků (c = 1 ∙ 10-2 M). Ty byly ře-

děny deionizovanou vodou v čase potřeby za vzniku dvou sad stanovo-
vaných roztoků (c = 1 ∙ 10-3, c = 1 ∙ 10-4). Podobně byly připraveny zá-

sobní a stanovované roztoky standardů, tj. kyseliny askorbové a tr o-

loxu. (Gonzalez, Pota, Su Turan, da Costa, Akkaraju, & Green, 2017) 
(Havránková, Čalkovská, Padrtová, Csöllei, Opatřilová, & Pazdera, 2020) 

Před měřením jednotlivých vzorků byl nejdříve změřen blank ob-
sahující DMSO a deionizovanou vodu. Následně byla zjištěna absorban-

ce roztoku ABTS∙+, která byla dále použita pro stanovení antioxidační 
aktivity. Při měření vzorků byl do křemenné kyvety nadávkován roztok 

radikálu ABTS∙+, deionizovaná voda a stanovovaný roztok v příslušné 
koncentraci. Absorbance byla odečtena v čase 0, 5 a 30 min, přičemž 

každé měření bylo provedeno třikrát. 
Antioxidační aktivita byla zjištěna výpočtem podle vzorce: 

I [%] =  (
𝐴0− 𝐴𝑋

𝐴0
) ∙ 100, 

kde A0 odpovídá absorbanci čistého ABTS∙+ a AX odpovídá absor-
banci stanovovaného roztoku. Výsledná antioxidační aktivita je nepří-

mo úměrná míře zhášení radikálu – čím více je radikál danou sloučeni-
nou zhášen, tím nižší je naměřená absorbance. Výsledky byly porovná-

ny se standardy kyselinou askorbovou a troloxem. (Lolak, Boga, Tuneg, 
Karakoc, Akocak, & Supuran, 2020) (Havránková, Čalkovská, Padrtová, 

Csöllei, Opatřilová, & Pazdera, 2020) (Lolak, Tuneg, Dogan, Boga, & 
Akocak, 2020) 

7.7 Metodický postup měření antibiotické aktivity 

Antimikrobiální potenciál produktů 3A-K a chalkonových meziproduktů 

byl stanoven na Ústavu molekulární biologie Farmaceutické fakulty Ma-
sarykovi univerzity v Brně, týmem Ing. Marcely Nejezchelbové (Barbora 

Hájková, Daniela Čípová). Přesný metodický postup byl převzat 
z technologických postupů tohoto týmu. 
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Aktivita byla stanovena jako MIC mikrodiluční metodou (dle EU-

CAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) na 
stránkách Státního zdravotního ústavu). 

Stanovení bylo provedeno v mikrotitračních destičkách o 96 jam-
kách s rovným dnem. Pomocí multikanálových pipet bylo do destiček 

přidáno médium a antimikrobní látky. Pro kultivaci každého kmene 
byla použita separátní destička, s několika různými antimikrobními 

látkami v různých koncentracích, získaných ředěním přímo v jamkách. 
Výsledný objem v jamce činil přibližně 100 μl. Jako kontrola růstu slou-

žil bujon s mikroorganismem bez antimikrobní látky. Kontaminace živ-

ného média byla kontrolována proti bujonu bez mikroorganismu a bez 
antimikrobní látky. Pro korekci spektrofotometrického stanovení MIC 

byl rovněž vytvořen tzv. blank, tj. bujon s antimikrobní látkou bez orga-
nismu. Používá se u špatně rozpustných látek, které vytváří v médiu 

zákal, jehož hodnotu absorbance je potřeba odečíst od hodnoty abso r-
bance vzorku, dané nárůstem mikroorganismu. 

Do jamek bylo naočkováno inokulum o hustotě 0,5 McFarlanda 
s výslednou koncentrací v jamkách 104-105 CFU/ml. Takto připravená 

destička byla ponechána inkubovat 24 hod při teplotě 37 °C. Následně 
byla vizuálně či spektrofotometricky stanovena hodnota MIC, a to jako 

nejnižší koncentrace antimikrobiální látky bez viditelného růstu mikro-
organismu (ve formě zákalu či sedimentu). 
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8 Závěr 

Výzkum a vývoj nových účinných látek s protimikrobním účinkem jsou 
zcela klíčové pro budoucnost lidstva, které stále více ohrožuje narůsta-

jící rezistence patogenů na klinicky používaná antiinfektiva, zejména 
pak rezistence bakterií na antibiotika. V současné době jsou největším 

problémem gram-pozitivní multi-rezistentní kmeny MRSA (methicilin-
rezistentní Staphylococcus aureus), PRSP (penicilin-rezistentní Strepto-

coccus pneumoniae) a VRE (vankomycin-rezistentní Enterococci). 
(Ventola, 2015) (Lindmeier, 2018) (Liu, Long, Rakesh, & Zha, 2020) 

(Uchil, Murali, & Nayak, 2021) (Maleki, a další, 2021) 
Léčiva kombinující sulfonamidové, chalkonové a hydroxyalkylami-

nové prvky na triazinovém skeletu vykazují slibné výsledky jako poten-

ciální antibiotika, potažmo antiinfektiva působící i na další patogeny 
kvasinkového či protozoárního typu a působící proti oxidativnímu stre-

su. Suroviny sloužící jako výchozí látky jsou dostupné a ekonomicky 
únosné, navíc jejich použití v syntéze nevyžaduje žádná speciální ná-

kladná zařízení. 
Takto bylo úspěšně syntetizováno dvanáct nových, dříve nepopsa-

ných látek v relativně dobrých výtěžcích a v dostatečné čistotě pro sta-
novení biologické aktivity. Látky byly předány Ing. Marcele Nejezchle-

bové pro stanovení antimikrobiotické aktivity proti kmenům E. faecium 
a E. faecalis, citlivým i rezistentním vůči vankomycinu, který byl použit 

jako standard. Aktivita byla prokázána u dvou produktů, a to 
v koncentraci řádově nižší než u vankomycinu. Tato skupina derivátů 

tedy jeví potenciál pro další výzkum zaměřený na nalezení nových an-

timikrobioticky účinných látek. 
U všech nově syntetizovaných látek byla stanovena antioxidační 

aktivita,  která se ve srovnání se standardem jeví jako relativně silná. 
Tyto látky tedy mají potenciál jako antioxidační látky v léčbě neurode-

generativních nemocí a další výzkum v této oblasti by mohl přinést 
bezpečná a účinná léčiva s širokým spektrem klinického uplatnění. 
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Rejstřík 

A 

aktivace karboanhydrázy, 24 
alkylaminy, 53 
antibiotická rezistence, 37, 38 
antioxidační aktivita, 69 

ABTS, 69 
antioxidanty, 42 

B 

Bakteriální karboanhydrázy, 25 

F 

farmakofor, 45 

H 

Hydratace CO2, 22 

Ch 

chalkony, 51 
chemická struktura, 52 
inhibice CA, 52 

chemická struktura, 45 

I 

inhibice karboanhydrázy, 32, 36 
IR, 76 

K 

Karboanhydrázy, 22 
Katalytická aktivita, 22 
kation kovu, 28 
kavita, 26, 29 

L 

Lidské karboanhydrázy, 25 

M 

mechanismus účinku, 32 

N 

NMR, 75 
nukleofilní substituce, 55 

one-pot syntéza, 57 
pořadí nukleofilů, 57 
průběh reakce, 56 
výtěžnost reakcí, 57 

O 

oxidační stres, 41 

P 

protozoa, 39 
příprava chalkonových substituentů, 62, 

84 
bazicky katalyzovaná reakce, 63 
Claisen-Schmidtova reakce, 62 
charakteristika produktů, 85 
kysele katalyzovaná reakce, 65 
výtěžnost bazické syntézy, 63 

S 

sekundární struktura, 29 
selektivita, 40 
skelet, 46 
struktura enzymu, 28 
sulfonamid, 48 
sulfonamidy 

inhibice CA, 50 
syntéza disubstituovaného triazinu, 59, 79 

výtěžnost reakce, 60 
syntéza disubstituovaného trizinu 

charakteristika produktů, 80 
syntéza monosubstituovaného triazinu, 57, 

76 
charakteristika produktů, 77 
výtěžnost, 58 

syntéza trisubstituovaného triazinu, 66, 86 
výtěžnost reakce, 68 

T 

teplota tání, 75 
TLC, 75 
transfer protonu H+, 29 
transmembránové karboanhydrázy, 26 
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triazin, 47 
1,3,5-triazin, 48 
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UV-VIS spektroskopie, 76 
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vankomycin-rezistentní enterokoky, 38 
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α-CA, 25, 29 
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β-CA, 25, 30 
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