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Anotace

Inhibitory karboanhydrazy jsou aktualnim cilem vyzkumu v mnoha ob-
lastech, zahrnujicich 1é¢bu rakoviny, glaukomu, obezity, epilepsie, za-
nétlivych onemocnéni, neurodegenerativnich chorob ¢i patogenni in-
fekce. Tato diplomova prace se zabyva syntézou inhibitord bakterialni
karboanhydrazy zaloZenych na s-triazinovém skeletu. Trikrokovou syn-
tézou bylo pripraveno dvanact novych potencidlné ucinnych latek. U
nékolika vybranych zastupct byla stanovena jejich antimikrobioticka
aktivita, jako minimdln{ inhibi¢ni koncentrace zvolenych Enterococcus
spp. ZkouSené latky vykazovaly stfedné silnou aZ vyraznou aktivitu,
s velkym potencidlem pro vyvoj ucinného a bezpec¢ného antimikrobioti-
ka v dalSim vyzkumu. U vSech syntetizovanych latek byla rovnéz stano-
vena antioxidac¢ni aktivita metodou zhaseni radikalu 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 pojmu a zkratek

ABTS

2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)

antibioticka rezistence - schopnost bakterialni populace pre-

antimikrobiotikum -

antioxidanty

CA
CAI

enzym

ESKAPE

ESP

farmakofor

Zit ucinek inhibi¢ni koncentrace daného antibio-
tika, dana prirozenou odolnosti a ziskanou rezis-
tenci Prevzato z (Rozsypal, 2001).

antibiotika v uzsim slova smyslu a chemoterape-
utika Prevzato z (Pokludova, BureS, & Hera,
2016).

latky zabranujici oxidaci, zpomalujici oxidacni
reakce, inhibujici reakce vyvolané ucinkem kysli-
ku a peroxidl Prevzato z (Velky lékarsky slovnik:
Antioxidanty).

karboanhydraza
inhibitor karboanhydrazy

bilkovina, kterd je v malém mnoZstvi schopna
vyrazné urychlit (katalyzovat) priibéh urcité bio-
chemické reakce nebo déje, které by bez ni pro-
bihaly jen velmi pomalu ¢i viibec Prevzato z
(Velky lékarsky slovnik: Enzym).

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.

enterokokovy povrchovy protein; faktor virulen-
ce podilejici se na adhezi enterokoktli ke sliznici
hostitelské tkané a na tvorbé biofilmu Prevzato z
(Trojanek, 2006).

soubor sterickych a elektronickych vlastnosti
nezbytnych k zajiSténi optimalnich supramoleku-
larnich interakci se specifickym biologickym ci-
lem a k ovlivnéni jeho biologické odpovédi Pre-
vzato z (KosSc¢ova & Provazni, 2016).
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inhibice

isoenzym

MIC

MRSA
NMR

oxidacni stres

patogen

potenciace

spektroskopie IR
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potlaceni, atlum, zabranéni Prevzato z (Velky
lékarsky slovnik: Inhibice).

enzym existujici v organismu ve dvou nebo vice
chemicky rliznych, ale funk¢né podobnych vari-
antach, které obvykle vznikaji v riznych orga-
nech ¢i tkanich Prevzato z (Velky lékarsky
slovnik: Izoenzym).

minimdalni inhibi¢ni koncentrace; nejnizsi kon-
centrace antimikrobialni latky, pri které jesté ne-
ni pozorovan bakteridlni rist Prevzato z (Mgr.
Jana Kopecka & Mgr. Gabriela Rotkova, 2017).

methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus

nuklearni magneticka rezonance; absorp¢ni spek-
troskopie detekujici absorpci radiofrekvencni za-
feni jddry atomi v molekulach, pricemz aktivni
jsou pouze jadra se spinovym kvantovym c¢islem
jinym neZ rovnym nule Prevzato z (Nuklearni
magneticka rezonance: Uvod do NMR, 2013).

porucha rovnovahy mezi produkci reaktivnich
forem Kkysliku a dusiku a antioxida¢ni kapacitou
organismu Prevzato z (Manaskova, 2012).

zivy ptivodce nemoci (bakterie, vir, hniloba), cho-
roboplodny zarodek schopny poskozovat a vyvo-
lavat onemocnéni Prevzato z (Kreml) a
(Zahradnicek, 2013).

zesileni UCinku Prevzato z (Velky lékarsky
slovnik: Potenciace).

infracervena spektroskopie; absorpcni spektros-
kopie detekujici absorpci infracerveného zareni
(rtzné vinové délky) pri priichodu vzorkem, pii
niZ dochazi ke zménam rota¢né vibracnich ener-
getickych stavii molekuly v zavislosti na zménach
dip6lového momentu molekuly Prevzato z
(Infracervend  spektrometrie:  Infracervena

Spektroskopie, 2013).
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spektroskopie UV-VIS- absorp¢ni spektrometrie v oblasti ultrafia-

vazba iontova

vazba koordinaé¢ni

vazba kovalentni

vodikové mustky

VRE

lového a viditelného zareni; absorpcni spektros-
kopie detekujici absorpci elektromagnetického
zareni pti priichodu vzorkem, pii niZ dochazi ke
zméné energetického stavu molekuly (elektrono-
vy, vibracni a rotacni stav) v zavislosti na vlnové
délce absorbovaného zareni Prevzato =z
(Molekulova absorp¢ni spektrometrie: Teorie UV -
VIS spektrometrie).

typ chemické vazby, ve které jeden atom ziska
jeden nebo vice elektronti na ukor druhého ato-
mu; vznikd pri velkém rozdilu elektronegativit
vazanych atoml Prevzato z (Cidlova & Mokra,
Obecna chemie: lontova vazba, 2018).

typ chemické vazby, ve které jeden atom (donor -
atom ligandu) poskytne cely elektronovy par a
druhy atom (akceptor - centralni atom) ho pri-
jme Prevzato z (Cidlova, Mokra, & Valova, 2018).

typ chemické vazby zaloZeny na spole¢ném sdile-
ni dvojic elektronti (vazebnych elektronovych pa-
ri) mezi vazanymi atomy; oba elektrony jsou
spole¢né obéma atomiim a maji navzajem opacny
spin Prevzato z (doc. Mgr. Hana Cidlova, Mokr4, &
Valova, Obecna chemie: Chemicka vazba, 2018).

typ chemické vazby vznikajici u molekul, které
obsahuji atom vodiku vazany k silné elektronega-
tivnimu prvku a obsahuji atomy s volnym elek-
tronovym parem Prevzato z (doc. Mgr. Hana
Cidlova, Mokr4, & Valova, Obecni chemie: Slabé
vazebné interakce, 2018).

vankomycin-rezistentni enterokoky
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Uvob

1 Uvod

Protimikrobni rezistence a hledani novych efektivnich antibiotik je stale
diskutovanéj$im tématem, které zasahuje cely svét. Ackoliv je Sifeni
rezistence proti antiinfektiviim prirozené se vyskytujicim jevem,
v dnes$ni dobé je znacné urychlovano nespravnym pouzivanim antibio-
tik, nadbyte¢nou preskripci a nevhodnou prevenci infekei u lidi i u zvi-
rat. Na druhé strané stoji zemé s nizkym HDP, jejichZ obyvatelé Ziji pre-
vazné v chudobé, bez dostatku zdroji v¢. medikace a bez spravnych
hygienickych navykd, coz vytvari ideadlni podminky pro Sifeni a mutaci
patogenti. Kombinaci téchto jevli dochazi ke vzniku novych odolnych
kmend, proti kterym jsou momentalné dostupna antiinfektiva netcinna
nebo jejich ucinnost rapidné klesa.

KaZdoroc¢né jsou vyvijeny desitky novych antiinfektiv, pouze mi-
nimum z nich vSak prokaze dostatecnou aktivitu v priibéhu klinickych
zkouSek, aby bylo registrovano a vstoupilo na trh. S postupem c¢asu tak
klesa Sance na uspésnou lécbu zavaznych infekci, navic dochazi k re-
introdukci diive potlacenych infekénich onemocnéni. Stale Castéji se
dnes vyskytuji pripady tuberkul6zy, pseudomembranézni kolitidy, cer-
ného kasle, maldrie a zapalu plic riizné etiologie. (Ventola, 2015)
(Lindmeier, 2018) (Uchil, Murali, & Nayak, 2021)

V popredi problémi s rezistenci stoji tzv. multirezistentni kmeny
odolné proti celé radé antiinfektiv, a to i pres jejich odliSnou chemickou
strukturu ¢i mechanismus ucinku. Nalézt novou ucinnou latku k lécbé
téchto infekci je velmi obtiZné a vétSinou nerentabilni. Vyzkum v této
oblasti proto neni farmaceutickymi firmami moc podporovan, a to i
pies snahu Svétové zdravotnické organizace (WHO) a podobnych zdra-
votnickych iniciativ. (Cumberland, Chaib, Bagozzi, & Dias, 2017)
(Capasso & Supuran, 2017) (Uchil, Muralj, & Nayak, 2021)

Plisobeni na mikroby ovlivnénim ¢innosti jejich karboanhydrazy se
ukazuje jako dobry smér vyzkumu se solidnimi vysledky. Dosavadni
vyzkumy naznacuji, Ze inhibitory bakterialni karboanhydrazy mohou
plsobit selektivné bez vyraznéjsich nezadoucich ucinki zpisobenych
interakci s lidskou karboanhydrazou. Je vSak obtizné takto vysoce se-
lektivni inhibitory nalézt. Unikdtni mechanismus ucinku, ktery je roz-
dilny od vSech doposud zndmych antibiotik, by umoznil 1é¢bu rezis-
tentnich infekci a do klinické praxe by se tak mohla dostat nova rada
efektivnich léciv dostupnych pro zdravotnické systémy po celém svéte.
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2 Karboanhydrazy

Karboanhydrazy (CA, EC 4.2.1.1) jsou oznacenim pro Sirokou skupinu
metaloenzymi katalyzujicich hydrataci COz za vzniku hydrogenuhlici-
tanového aniontu a vodikového protonu. Tento proces je klicovy pro
fadu biochemickych pochodi, pfedevsim pro regulaci pH, dychani, se-
kreci elektrolytli a pro fotosyntézu, sekundarné se podili na metabolic-
kych drahach zahrnujici lipogenezi, glukoneogenezi, mocovinovy cyk-
lus, kalcifikaci a kostni resorpci. (Supuran, 2018) (Guler, Capasso, &
Supuran, 2015) (Aggarwal, Boone, Kondeti, & McKenna, 2012)

BéZné se vyskytuje ve vSech znamych doménéch, tj. Archaea, Bac-
teria i Eukarya. (Supuran, Carbonic anhydrases: novel therapeutic
applications for inhibitors and activators, 2008) Dle genetického kédu
Ize tyto metaloenzymy rozdélit do nékolika rodin: o, 8,v,6,¢ 1, 6, .. U
bakterii lze nalézt zastupce z jakékoli rodiny, nékdy i vice typl
v jednom mikroorganismu. U Zivocichli a hub se vyskytuji pouze a- a §3-
rodiny, protozoa vykazuji pritomnost a-, - i n-rodiny. Motské rozsivky
jsou zatim jedinym zndmym organismem s vyskytem &- a (-rodiny. Nej-
novéji objevena 1-CA byla nalezena u morskych rozsivek Thalassiosira
pseudonana, u bakterie druhu Burkholderia territorii a dale u nékolika
druhti ras a sinic. (Supuran, 2012) (Vullo, a dalsi, 2014) (Supuran,
2016) (Del Prete, Nocentini, Supuran, & Capasso, 2020) (Nocentini,
Supuran, & Capasso, 2021) (Orhan, Senturk, & Genisel, 2022)

Hydratace CO: patri k zakladnim biochemickym reakcim nutnym
k preziti vétSiny Zivych organismi. Toho lze vyuzit k ovlivnéni jejich
stavu, aktivity a Zivotaschopnosti pomoci inhibice ¢i naopak aktivace
pritomné karboanhydrazy. Lze toho dosahnout interakci s kationtem
kovu, jenz je zakladem jeji enzymatické aktivity, ¢i jinymi mechanismy.
(Supuran, 2008) (Supuran, 2013) (Supuran, 2018) (Del Prete,
Nocentini, Supuran, & Capasso, 2020)

Katalyticka aktivita karboanhydrazy probihd nasledujicim zpiiso-
bem:

1. hydroxidovy aniont koordinovany na zinecnaty kationt a vodu
ve struktute karboanhydrazy atakuje CO2 za vzniku hydrogenubhli-
Citanu, ktery je uvolnén do okolniho média (vody);

2. protonovy transfer H* (oznacen jako ,W* ve Schéma 1) z nové
vznikajici koordinacni vazby vody a zinecnatého kationtu na hyd-
rogenuhli¢itanovy aniont, ¢imZ dochazi k regeneraci nukleofilniho

22



KARBOANHYDRAZY

centra karboanhydrazy; zaroven je tento krok rychlost urcujicim
krokem. (Nocentini, Angeli, Carta, Winum, Zalubovskis, &
Carradori, 2021)

Pribéh hydratace CO2 je nazorné predstaven na katalytické aktivi-
té a-CA ve Schéma 1.
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Schéma 1: Schématické znazornéni katalytické aktivity karboanhydrazy. Pie-
vzato z (Kim, a dalsi, 2020).

Proton H* (oznacen jako ,W*) je pfi transferu prenasen z aktivniho mista pri zine¢na-
tém kationtu (, Wzn") pomoci sité vodikovych mistkd mezi aminokyselinovymi zbytky
pritomnymi v kavité (,W1“, ,W2") azZ k histidinovému zbytku His 64. Do interakce skr-
ze vodikové mistky vstupuje rovnéZz ptitomné médium, tj. voda (, Wpw*).

Nejvice se klinicky vyuziva potlaceni aktivity karboanhydraz. Inhi-
bice vybranych isoforem lidské karboanhydrazy vykazuje diureticky,
antiglaukomaticky, antikonvulzivni a antiflogisticky ucinek, ptisobi rov-
néz proti obezité, v 1écbé rakoviny a dalSich indikacich. Inhibice karbo-
anhydraz u patogena lze vyuzit v lécbé infekci bakterialniho, mykotic-
kého ¢i protozoarniho ptlivodu. (Supuran, 2016) (Supuran, 2018)
(Supuran, 2021)
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Naopak aktivace karboanhydrazy se dostava do popredi zajmu
v pécio zivotni prostredi. Jevi potencial pro redukci atmosférického CO2
biogenni precipitaci uhli¢itanu vapenatého, a to ¢innosti extracelularni
karboanhydrazy kultivované pomoci Bacillus cereus. Bakterie nejprve
hydratuje CO2z za vzniku hydrogenuhli¢itanového aniontu, ktery nasled-
né vysrazi ve formé CaCOs. Kombinaci této mikrobidlni aktivity
s vodovodnimi systémy by mohlo dojit k vyznamnému sniZeni obsahu
CO2 v atmosfére a mineralni produkt by byl ukladan jako soucast zem-
ského podloZi, jak je znazornéno na Obr. 1. Za timto ucelem jsou vyvije-
na nova CA-mimetika. (Shen, Li, Pan, Lin, Zhu, & Yu, 2017) (Jin, Zhang,
Zhang, & Chen, 2018) (Huang, a dalsi, 2019) (Verma, Bhaduri, Kumar, &
Deshpande, 2021)

2+
= @ O i HCO; o
o=
@ e
O

S

f)(')o

@) CaCo,

Obr. 1: Princip vychytavani COz z atmosféry. Pievzato z (Huang, a dalsi, 2019).

Tato chemickd preména je zaroven principem tvorby pevné
schranky nékterych druht mlzi a plzi a také je hlavnim faktorem Kkalci-
fikace korald. Ve vyzkumu jsou dnes sledovany rtizné moznosti vyuziti
pro lidsky primysl a Zivotni prostiredi. (Li, Chen, Zhou, Zhu, & Yu, 2013)
(Nocentini, Supuran, & Capasso, 2021)
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Nové se vyzkum zaméril na aktivatory karboanhydrazy i
v klinickém prostiedi prilécbé Alzheimerovy choroby a jinych neuro-
degenerativnich poruch souvisejicich se ztratou pameéti. (Supuran,
Carbonic anhydrases: novel therapeutic applications for inhibitors and
activators, 2008) (Nocentini & Supuran, 2019)

2.1 Lidské karboanhydrazy

Doposud bylo v lidském organismu identifikovano 15 isoenzymd, pii-
Cemz presny vyskyt a funkce v organismu byla objasnéna jen u nékte-
rych z nich. Obecné se karboanhydrazy ucastni glukoneogeneze, lipoge-
neze a ureogeneze. Radi se do a-rodiny, v jejich aktivnim misté je tudiz
navazan zinecnaty kation. (Supuran, 2018) (Supuran, 2018)

hCA I a II jsou pritomné v cytoplazmé, hCA IV navazana na mem-
branu, hCA Va a Vg v mitochondriich, hCA IV se nachazi v nékterych
slizni¢nich sekretech (slzy, sliny) a transmembranové hCA IX, XII a XIV
(v neaktivni formé hCA VIII, X a XI) jsou pritomné v organismu ubikvi-
tarné. (MikuS, KrajCiova, & Mikulova, 2018) (Provensi, Nocentini,
Passani, Blandina, & Supuran, 2021) Neaktivni formy karboanhydrazy
neobsahuji zine¢naty kation a jsou oznacovany jako CA-ptibuzné pro-
teiny. (Aggarwal, Boone, Kondeti, & McKenna, 2012)

Dalsi isoformy se nachazi v centralni nervové soustavé a
v choroidnim plexu, jejich funkce zde vSak zatim nebyla podrobné ob-
jasnéna, pouze Ze se podili na nervovych pochodech souvisejicich
s paméti a negativnimi emocemi, predevSim strachem. (Provensi,
Nocentini, Passani, Blandina, & Supuran, 2021)

2.2 Bakterialni karboanhydrazy

Patogenni bakterie, proti kterym by mohla byt nova antibakterialni
lé¢ba zamérena, lze rozdélit na zakladé struktury karboanhydraz. a-CA
byly nalezeny u Neisseria spp., Helicobacter pylori a Vibrio cholerae, [3-
CA u Escherichia coli, Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis,
Brucella spp., Streptococcus pneumoniae, Salmonella enterica a Haemo-
philus influenzae. B-Isoenzymy jsou produkovany i patogennimi hou-
bami, resp. plisnémi. Inhibitory -CA tudiZz ¢asto vykazuji kromé bakte-
riostatické aktivity také fungistaticky ucinek. Jejich spektrum ucinku se
tak rozSifuje o mykoézy vyvolané napt. Candida albicans, Candida
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glabrata, Cryptococcus neoformans Ci Malassezia globosa. (Supuran,
2013) (Capasso & Supuran, 2014) (Supuran & Capasso, 2017)
(Supuran, 2018)

y-CA jsou u bakterii rozsifené jen minimalné, geneticka informace
pro jejich expresi byla nalezena napt. u druht Staphylococcus aureus a
Enterococcus faecalis. B a y-CA se nachazi v cytoplazmé a podili se na
distribuci a metabolizaci HCO3', napt. pomoci karboxylaz. (Capasso &
Supuran, 2014) (Ferraroni, 2019)

V bakterialnich mikroorganismech se a-CA podili na udrzovani pH
a vyméné elektrolyti (HCO3, H*) podobné jako u eukaryotnich orga-
nismd. Je zakotvena v membrané jako transmembranovy protein, jehoz
aktivni misto se nachazi vné buriky. To z néj ¢ini vhodny cil pro zamé-
feni ucinku antimikrobiotika. a-CA ptivadi CO2 z vnéjsiho prostredi ve
formé HCO3 jako substrat jedné z metabolickych cest, které zajistuji
vyzivu mikroorganismu. (Capasso & Supuran, 2014)

Spolu s -CA se podili i na typicky mikrobidlnich pochodech zajis-
tujicich preZiti mikroorganismu v nevhodnych podminkach. Dosavadni
vysledky naznacuji, Ze transmembranové karboanhydrazy obecné pod-
poruji rist za aerobnich podminek. Produkuji endogenni HCO3 jako
kompenzaci nizkého parcialnitho tlaku CO2 a extrémnich hodnot pH
v okolnim prostredi bunky. (Nishimori, Onishi, Hiroaki, & Supuran,
2008) (Aggarwal, Boone, Kondeti, & McKenna, 2012)

U patogennich bakterif jsou tak CA obecné diileZité pro napadeni a
kolonizaci hostitelského organismu. Esencialni role CA byla prokazana
u Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum, Saccharomyces cerevi-
siae a Helicobacter pylori a je zkoumana u druhu Pseudomonas aeru-
ginosa. (Supuran, 2008) (Capasso & Supuran, 2014) (Aggarwal, Chua,
Pinard, Szebenyi, & McKenna, 2015)

Mezi jednotlivymi rodinami karboanhydraz je rozdil i v lokalizaci
aktivniho mista. To je vnofeno do vnitini struktury enzymu v rtzné
hloubce, mtlize byt i témér celé odhalené. Také je riizné tvarované a do-
sahuje odlisné sirky. Nejvétsi kavitu lze nalézt u y-CA, mensi u o-CA,
pricemz nejmensich rozmért dosahuje u zastupci  rodiny. Jejich srov-
nani je zobrazeno pomoci trojrozmérné struktury v Obr. 2. (Supuran,
2012) (Capasso & Supuran, 2014)
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Obr. 2: Struktura nejbéZnéji se vyskytujicich bakterialnich karboanhydraz se
zobrazenim Kkavit s aktivnimi misty. Pfevzato z (Capasso & Supuran, 2014).
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Rozdilna je i koordinac¢ni vazba na zinec¢naty kation, kterou nemusi
zaujimat pouze molekula vody, resp. OH,, ale i aminokyselinové zbytky
(Asp u Mycobacterium tuberculosis), které reaguji na okolni pH - pti pH
> 8 se Asp odkloni od aktivniho mista a vytvori vazbu s Arg pobliz. Tim
uvolni misto pro koordinaci H20. (Supuran, 2012)

Je-li hydroxidovy aniont v molekule obsaZen, je stabilizovan bud’
amidovou skupinou Thr-199 nebo karboxylovou skupinou z Asp-37.
Sekundarni strukturou bakteridlni karboanhydrazy je a- nebo f-
skladany list, ktery je doplnén jednou ¢i vice Sroubovicemi, a tvofi za-
klad monomerni jednotky spojujici se dale do homodimerd.
(Covarrubias, Larsson, Hogbom, Mowbray, & Unge, 2005)

2.3 Struktura enzymu

Podrobna rentgenova méreni presné popsala strukturu této skupiny
metaloenzymi s unikatnim charakterem aktivniho mista. To je zanore-
né ve vnitini ¢asti enzymu v rizné hloubce za vstupem. Tvoii jej hydro-
filni a hydrofobni ¢ast sklddajici se z nékolika aminokyselin (Val, Leu,
Trp, Tyr, Asn, His, Thr). K tomu se poji kation kovu v koordinac¢ni vazbé
s molekulou vody, resp. jejim hydroxidovym aniontem, ktery se chova
jako nukleofil. (Supuran, 2008) (Supuran, 2016)

NejbéZnéji se u karboanhydraz vyskytuje jako kation kovu zinecna-
ty kation, typicky pro «, B, §, | a nejspiSe i 0 rodiny. y-CA vazi nejcastéji
Zeleznaty kation, jsou vS$ak aktivni i pfi vazbé zine¢natého ¢i kobaltna-
tého kationtu. Karboanhydrazy z ¢ rodiny maji ve svém aktivnim misté
zinecnaty ¢i kademnaty kation. (Supuran, 2011) (Capasso & Supuran,
2014)

t-karboanhydrazy maji na svém aktivnim misté nejcastéji manga-
naty kation, aktivni jsou vSak i se zineCnatym kationtem. Mohou byt
aktivni dokonce i bez pritomnosti kationtu kovu, kdy je katalyticka ak-
tivita pravdépodobné zprostredkovana aminokyselinovymi zbytky
(Thr-106, Tyr-124, Ser-199). Protonovy transfer H* je pak zprostiedko-
van His-197, popf. zbytkem tyrosinu nachazejicim 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 navazan na tri aminokyselinové zbytky, u
a, Y, 6 a nejspiSe i u 6-CA jsou jimi tfi histidinové zbytky (His-94, -96 a -
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119), znazornéno strukturou A v Obr. 3. U  a (-CA je kation koordino-
van dvéma cysteinovymi a jednim histidinovym zbytkem, zndzornéno
strukturou B v Obr. 3. U 1-CA dvéma histidinovymi a jednim glutamino-
vym zbytkem. V pripadé (-CA nebyla stabiliza¢ni struktura aktivniho
mista jednoznacné potvrzena, nejspiSe se na ni podili dva histidinové
zbytky, jeden zbytek kyseliny asparagové a kyseliny glutamové. (Del
Prete, Nocentini, Supuran, & Capasso, 2020)
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Obr. 3: Obecna struktura aktivniho mista karboanhydraz. Prevzato z (Ghiasi,
Hemati, & Zahedi, 2017).

Ctvrtym ligandem je H20, resp. OH, a koordinace zinku tak ziskava
podobu tetraedru. Molekula vody je ve své poloze dale stabilizovana
atomem dusiku z amidové skupiny blizkého Thr-199, na néz je napoje-
na Glu-106 a takto vytvari ochrannou formaci v kavitalnim vstupu.
(Domsic, Avvaru, Kim, & Agbandje-McKenna, 2008) (Supuran, 2012)
(Capasso & Supuran, 2014) (Ferraroni, 2019)

Pri katalytické aktivité probiha transfer protonu H* pres prilehly
aminokyselinovy zbytek His-64, ktery umoZiuje jeho presun z vazby
v molekule vody do okolniho vodniho prostiedi, jeZ v tésné blizkosti
karboanhydrazy a jejtho aktivniho mista vytvari sit' vodikovych mustki.
(Domsic, Avvaru, Kim, & Agbandje-McKenna, 2008)

Mezi jednotlivymi rodinami se lisi i hloubka zanoreni aktivniho
mista - kation kovu je umistén hloubégji ve strukture enzymu u a-CA nez
u B-CA. Sitka kavity je srovnatelna u o a y-CA, kavita B-CA je uzsi. U ne-
aktivnich forem karboanhydraz je aktivni misto, resp. jeho vstup zablo-
kovan aminokyselinovymi zbytky, napt. dvojici Asp-Arg. (Aggarwal,
Chua, Pinard, Szebenyi, & McKenna, 2015) (Bonardi, a dalsi, 2021)

DileZitd je rovnéz sekundarni struktura, kterou karboanhydrazy
mohou zaujmout. a-CA vétSinou setrvavaji v monomernim stavu (zna-
zornén jako struktura A na Obr. 4), ackoliv jsou znamy i jejich dimery
(znazornén jako struktura B na Obr. 4), napr. hCA IX a XII. Obé formy
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jsou katalyticky aktivni. Zakladem monomeru je 3-sklddany list, ktery je
obklopeny nékolika a-Sroubovicemi.

Obr. 4: Sekundarni struktura a-CA. Pfevzato z (Supuran & Capasso, 2017).

B-CA jsou funkéni pouze jako dimery ¢i vyssi oligomery, napft. tet-
ramer znazornény v Obr. 5 (struktura B). Zakladem jedné monomerni
jednotky je B-skladany list spolu s a-Sroubovicemi (struktura A v Obr.
5) a samostatné je neaktivni. Podobné jsou sloZzeny i 6-CA. (Aggarwal,
Chua, Pinard, Szebenyi, & McKenna, 2015) (Del Prete, Nocentini,
Supuran, & Capasso, 2020)

A

Obr. 5: Sekundarni struktura -CA. Pfevzato z (Supuran & Capasso, 2017).
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y-CA vytvari homotrimery (struktura B v Obr. 6), jejichZ mono-
merni jednotky se skladaji z paralelnich vlaken B-Sroubovic (struktura
A v Obr. 6). (Ferraroni, 2019) U §, nn a -CA zatim nebylo moZné jedno-
znacné urcit presnou strukturu enzymi, a to ani za pouziti krystalové
rentgenografie. (Del Prete, Nocentini, Supuran, & Capasso, 2020)

Obr. 6: Sekundarni struktura y-CA. Pfrevzato z (Supuran & Capasso, 2017).

31



INHIBICE KARBOANHYDRAZ A MECHANISMUS UCINKU

3 Inhibice karboanhydraz a mechanismus
ucinku

S pokrokem vyzkumnych metod je neustale rozSifovan seznam ucin-
nych inhibitort karboanhydrazy. Véda prichazi na stale nové funkcni
skupiny, potazmo slouceniny, které jsou této inhibice schopné na dosta-
teCnou miru, aby o nich mohlo byt uvazovano ve vyvoji 1éCivych pri-
pravki. Zdokonaleni rentgenové Kkrystalografie a zvyseni jeji dostup-
nosti umoznilo zobrazeni téchto inhibitord piimo v komplexu
s karboanhydrazou. Lze tedy zcela presné urcit mechanismus ucinku,
je-li komplex dostatecné stabilni pro extrakci a zobrazeni. (Supuran,
How many carbonic anhydrase inhibition mechanisms exist?, 2015)

Doposud byly rozeznany Ctyri mechanismy inhibice karboanhyd-
razy, a to:

1. koordinace inhibitoru se zine¢natym kationtem v aktivnim misté
(sulfonamidy, aniontové inhibitory, dithiokarbamaty, karboxylaty,
hydroxamaty), viz Obr. 7;

2. interakce s molekulou vody, resp. OH- koordinovaného se zineCna-
tym Kkationtem v aktivnim misté, za vzniku vodikovych mistki
(fenoly, karboxylaty, polyaminy, sulfokumariny), viz Obr. 8;

3. blokace kavity s aktivnim mistem interakci inhibitoru se vstupem
do kavity (kumariny), viz Obr. 9;

4.vazba mimo kavitu s aktivnim mistem (benzylsulfonyl-benzoova
kyselina), viz Obr. 10.
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Obr. 7: Inhibice CA koordinaci na Zn2+* kationt. Pfevzato z (Supuran, 2015).

(ZBG = Zinc-binding group, tj. funkéni skupina vstupujici do interakce se zine¢natym
kationtem; Scaffold = skelet Gcinné latky; Tail = ocasni ¢ast molekuly ucinné l1atky)
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Obr. 8: Inhibice CA interakci s OH- aniontem. Prevzato z (Supuran, 2015).

(AG = Anchoring Group; tj. funkéni skupina vstupujici do interakce s koordinovanou
molekulou vody; Scaffold = skelet uc¢inné latky; Tail = ocasni ¢ast molekuly ucinné
latky)
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Obr. 9: Inhibice CA interakci se vstupem kavity. Pievzato z (Supuran, 2015).

(SG = Sticky Group, tj. funkéni skupina okludujici kavitalni vstup spolu se skeletem;
Scaffold = skelet uc¢inné latky; Tail = ocasni ¢ast molekuly uc¢inné latky)
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Obr. 10: Inhibice CA interakci mimo kavitu. Pievzato z (Supuran, 2015).
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Zvlastni kategorii jsou inhibitory s neznamym mechanismem ucin-
ku. Tato skupina zahrnuje napriklad sekundarni a terciarni sulfonami-
dy, imatinib a nilotinib. (Supuran, 2015)

Nékteré inhibitory se pii kontaktu s molekulou vody, vdzanou ko-
ordinacni vazbou na zinec¢naty kation, deprotonizuji za vzniku aniontu,
ktery teprve vstupuje do kontaktu primo se zinecnatym kationtem. Na-
hrazuje tak molekulu vody v koordinacni vazbé (viz Obr. 11), ktera je
soucasti stabilniho tetraedru. Plsobi tak sulfonamidy, polyaminy, né-
které karboxylaty a sulfokumariny. (Supuran, 2013)
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Obr. 11: Inhibice katalytické aktivity a-CA. Prevzato z (Supuran, 2012).

(Inh = inhibitor CA, v neutrdlnim stavu (InhH) ¢i ve stavu aniontu (Inh’))
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Kumariny a nékteré laktony se chovaji jako proléciva a pred vaz-
bou do vstupu aktivniho mista enzymu podléhaji hydrolyze, ktera je
aktivuje. Priklad hydrolyzy dvou kumarinovych derivatl je uveden na
Obr. 12. (Maresca, a dalsi, 2009) (Supuran, 2013)

@E\/\L NaOH
o 0 -Na*
Obr. 12: Hydrolyza derivati kumarinu. Prevzato z (Maresca, a dalsi, 2009).

Na zcela odliSné misto se vazi CA aktivatory, a to do vstupu kavity
obsahujici aktivni misto, kde potencuji transfer protonu H* mezi koor-
dinovanou molekulou vody a vodnim prostfedi v okoli karboanhydrazy.
(Supuran, 2012)

3.1 Inhibitory karboanhydrazy jako antiinfektiva

Karboanhydraza predstavuje pro patogeny vhodny nastroj k prekonani
obrannych mechanismi hostitelského organismu, mezi néz pattii ex-
trémni hodnoty pH (HCI v zaludku, vysoky parcialni tlak CO2 v plicich).
Primarné méni hodnoty pH na ty vyhodnéjsi pro dany patogen (Pseu-
domonas aeruginosa) a v duisledku funguje jako sekundarni podpora
hlavniho mechanismu kolonizace (Helicobacter pylori). (Marcus,
Moshfegh, Sachs, & Scott, 2005) (Nishimori, a dalsi, 2007) (Supuran &
Capasso, 2020) (Campestre, a dalsi, 2021)

Blokace karboanhydrazové aktivity vede k omezeni rdstu a zne-
moznéni kolonizace hostitelského organismu ¢i pfimo k naruseni ptiro-
zeného vnitrniho prostredi mikrobu. Disledkem jsou zmény pH a me-
tabolismu, coZz vede kodchylkdm v biosyntetickych pochodech ¢i
k jejich uplnému pieruseni. V urcitém pripadé muize dokonce inhibice
CA primo potlacit virulenci ptivodce onemocnéni (Vibrio cholerae).
(Capasso & Supuran, 2015) (Capasso & Supuran, 2015) (Supuran &
Capasso, 2020) (Urbanski, Vullo, Parkkila, & Supuran, 2021)
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Vyrazné inhibice a-CA bylo dosaZeno v testech in vivo na bakteriich
Neisseria spp., Helicobacter pylori, Brucella suis, Streptococcus pneumo-
niae, Enterobacter spp. a Enterococcus spp. a to vcetné rezistentnich
kmenti VRE a Neisseria gonorrhoeae. Hodnoty minimdln{ inhibi¢ni kon-
centrace (MIC) byly stanoveny u registrovanych CAI (acetazolamid, et-
hoxzolamid na Obr. 13) i u nové syntetizovanych latek z fad sulfonami-
dovych ¢i fenolickych derivati. Vysledky byly porovnany se soucasné
klinicky pouZivanymi antimikrobiotiky v danych indikacich, pricemz
CAI opakované vykazovaly vy$Si mikrobiostaticky efekt. (Supuran,
2011) (Abutaleb, Elhassanny, Nocentini, Hewitt, Elkashif, & Cooper,
2021) (Giovannuzzi, a dalsi, 2022)

0
HaC
it s (‘J‘,NH2 ~-0 s. ¢
Pt S T4,
N-N O

Acetazolamide (AZM)  Ethoxzolamide (EZM)

Obr. 13: Piiklad registrovanych CAI s antimikrobiotickou aktivitiou. Pievzato z
(Abutaleb, Elhassanny, Nocentini, Hewitt, Elkashif, & Cooper, 2021).

U nékterych patogenii lze zacilit ti¢inek léciva soucasné na cyto-
plazmatickou B-CA i transmembranovou a-CA, napiiklad u Helicobacter
pylori. Selektivni inhibice 3-CA je pozorovana pomérné omezené (véetsi-
nou dochdazi i k mensSimu ovlivnéni «-CA). Pozorovana je u druht
Clostridium perfringens a Staphylococcus aureus, vcetné methicilin-
rezistentnich kmend (MRSA). Inhibice je vSak selektivni vii¢i bakterialni
CA bez vyznamnéjsitho ovlivnéni lidské CA. (Nishimori, a dalsi, 2007)
(Nishimori, Onishi, Takeuchi, & Supuran, 2008) (Annunziato, a dalsi,
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)

Vysoka efektivita a selektivita jsou obzvlasté dilezité v piipadé
ovlivnéni gramnegativnich bakterii, které maji oproti grampozitivnim
bakteriim druhou vnéj$i membranu navic (podrobné morfologické
srovnani membran téchto dvou typi bakterii je uvedeno na Obr. 14). Je
proto tézsi efektivné potlacit jejich rist a 1é¢it zavazné nosokomidlni
infekce, které prenasi. Navic se u nich snadno vyviji rezistence na kli-
nicky podavana antibiotika, resp. antimikrobiotika, v poslednich néko-
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lik letech stale rychleji. Priklady rezistentnich gramnegativnich bakterii
jsou Enterobacter sp. B13, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumonia,
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae. Ze zkouSenych latek
vykazovaly nejsilnéjSi inhibicni aktivitu vi¢i a-CA derivaty
s prodlouZenou molekulou na bazi 4-aminoalkyl-benzensulfonamidu,
derivaty fenolu a derivaty kyseliny benzoové. (Annunziato, a dalsi,
2016) (Eminoglu, a dalsi, 2016) (Supuran & Capasso, 2020) (Abutaleb,
Elhassanny, Nocentini, Hewitt, Elkashif, & Cooper, 2021) (Giovannuzzi,
a dalsi, 2022)

GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE

\ «I‘:'l'lti‘llrl'l'l‘i 's Outer membrane

_—— Lipoproteins

N Peptidoglycan <~

——— Periplasmic —

. = space .
CEQRRCELTa e HUTTUCLEL > coopsmic ~QURLLRLLLLL
‘ Lipopalysaccharides m Parin ’ Protein

membrane
Obr. 14: Srovnani struktury gram-negativnich a gram-pozitivnich bakterii. Pre-
vzato z (Latham, 2021).

311 Vankomycin-rezistentni enterokoky

Bakterialni rod Enterococcus je prirozenou soucasti mikrofléry lidskych
i zvirecich organismi. Disponuje mnoha riiznymi mechanismy vhod-
nymi pro prekonadni nehostinnych podminek Zivotniho prostiedi, mezi
néz patri i efektivni predavani genetické informace. U patogennich dru-
hii se tudiz rychle rozvinula antibioticka rezistence a byly zarazeny 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 souhrnné oznacovany jako VRE, tj. vankomy-
cin-rezistentni enterokoky. Kromé vankomycinu jsou rezistentni i vii¢i
dal$im bézné klinicky uzivanym antibiotikim jako jsou erythromycin,
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tetracyklin, rifampicin, ciprofloxacin, penicilinova antibiotika a ampici-
lin. (Maleki, a dalsi, 2021) (Uchil, Murali, & Nayak, 2021)

Virulenci patogennich druhi napomaha nékolik faktort, a to en-
zymaticka vybava (gelatinaza, cytolysin, hyaluronidaza, karboanhydra-
za), agregacni substance a specificky povrchovy protein ESP (enteroko-
kovy povrchovy protein), ktery se podili na kolonizaci cilovych tkani.
(Maleki, a dalsi, 2021) Ve vyzkumu je jiz delsi dobu projevovana snaha
o vyvoj antibiotika uc¢inného proti VRE, pokud mozno s minimalnim
rizikem vzniku rezistence. Zkoumané latky zahrnuji mj. heterocyklické
struktury (triaziny, oxadiazoly, pyrazoly, indoly, benzimidazoly), chal-
kony a sulfonamidové derivaty. (Uchil, Murali, & Nayak, 2021) (Supuran
& Capasso, 2020)

Cilem ucinku téchto latek je pravé bakterialni karboanhydraza,
konkrétné a-CA pritomna u obou rezistentnich druht. U druhu Entero-
coccus faecium se lze zamérit i na y-CA, ktera neni u druhu Enterococcus
faecalis exprimovana.

Biologickou aktivitu vyrazné ovliviiuje lipofilita molekuly a substi-
tuce objemnéjSimi alkylovymi substituenty zesiluje inhibi¢ni potencial
az nékolikandsobné. Zaroven zlstava zachovana nizka toxicita vici lid-
skému organismu. (Capasso & Supuran, 2014) (Kaur, a dals{, 2020)

3.1.2 Protozoa

a-, B- a n-karboanhydrazy jsou pritomné rovnéz v risi protozoa ( Trypa-
nosoma crusi, Leishmania donovani chagasi, Plasmodium falciparum), 1ze
tedy predpokladat Sirokospektry efekt CAI antimikrobiotik zahrnujici i
jiné infek¢ni patogeny nez bakterie. (Capasso & Supuran, Bacterial,
fungal and protozoan carbonic anhydrases as drug targets, 2015)

Na protozoa nejspiSe CAI ucinkuji podobnym mechanismem jako
na bakterie. Ovliviiuji ¢innost a i n-CA, tj. karboanhydraz s nejvyssi pti-
buznosti ze vSech dalSich rodin CA. V terapii by mohly byt CAI pouzity
v pripadé infekci zplisobenych Plasmodium falciparum (intracelularni
patogen z iad prokaryotickych organismt), Trypanosoma spp. (piede-
v8im druh Trypanosoma cruzi). 1 zde je pozorovano selektivni potla¢eni
¢innosti mikrobidlni CA bez ovlivnéni lidské CA. (Annunziato, a dalsi,
2016) (Del Prete, De Luca, De Simone, Supuran, & Capasso, 2016)
(Vermelho, Cardoso, Ricci Junior, dos Santos, & Supuran, 2017)
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313 Zvyseni selektivity

Jednim z moznych pristupi pro zvySeni selektivity CA inhibitord je za-
mérit se na vstup a stény kavity aktivniho mista a na aminokyseliny,
které je tvori a s nimiz mohou CAI interagovat. Interakce 1ze dosahnout
pripojenim funkénich skupin schopnych vytvaret vodikové ¢i solné
mustky (jmenovité amino-, imino- a hydroxy-skupiny) a jejich derivaty
vytvotené alkylaci, acylaci, arylsulfonaci, kondenzaci a dalSimi reakce-
mi. Priklad ukotveni CAI vkavitt na zakladé interakce
s aminokyselinovymi zbytky je uveden na Obr. 15. (Supuran, 2012)
(Bonardi, a dalsi, 2021)
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Obr. 15: Stabilizace benzensulfonamidu v kavité a-CA u Vibrio cholerae. Pievzato
z (Bonardi, a dalsi, 2021).

Vyse zminéné funkeni skupiny vytvareji tzv. ,ocas“ molekuly, ktery
dosahuje dle své délky do rtznych c¢asti kavity, nékdy az po jeji vstup.
Zaroven ovliviiuji celkovou hydrofilitu/lipofilitu molekuly, stejné tak i
jeji polaritu, coz je potreba zvazit ve vztahu k zamyslené 1ékové formé
(napft. vodné kapky v 1é¢bé glaukomu). (Supuran, 2012)

Na ucinnost CAI ma vyrazny vliv i flexibilita celého skeletu slouce-
niny. Mohou-li se natacCet a napinat vazby v molekule inhibitoru, mtze
cela sloucenina zaujmout co nejlepsi konformaci pro dosaZeni aktivniho
mista. Skelet a ocas inhibitoru se pak mohou prizpisobit tvaru kavity a
stabilizovat svoji pozici interakci s aminokyselinovymi zbytky v okoli.
Vcelku vysoky stupeii flexibility umoZnuji aminové linkery mezi skele-
tem, hlavni funkcni skupinou a ostatnimi ¢astmi molekuly, popr. delsi
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alkylové linkery. (Bozdag, a dalsi, 2014) (Supuran, 2018) (Supuran,
2021) (Bonardi, a dalsi, 2021)

3.2 Inhibitory karboanhydrazy jako antioxidanty

Oxidacni stres je hluboce zkoumanym fenoménem, definovanym jako
nerovnovaha mezi prooxidanty a antioxidanty v organismu, kdy lze za-
znamenat narustajici prevahu na strané prooxidanti. (Sies H. ,
Oxidative Stress: Introductory Remarks, 1985) To vede k narusenti re-
doxni signalizace a regulace organismu, coZ ma za nasledek poSkozeni
endogennich molekul aZ bunécnou smrt. (Sies & Jones, 2007)

Oxidace a redukce jsou jednémi z mnoha reakci, které se odehrava-
jl v organismu zcela prirozené a maji diileZitou tlohu, pokud nad nimi
organismus neztrati kontrolu. U¢astni se bun&¢né signalizace, zahrnuji-
ci napft. elektronovy transfer ¢i fosforylaci/defosforylaci. Podili se i na
metabolickych pochodech, napi. odbouravani prooxidacnich metabolitt
(superoxidovy anion, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal), a dalSich
procesech, které jsou uvedené na Obr. 16. (Gagné, 2014) (Sies H., 2015)
(Sies H., 2019) (Jaganjac, Milkovic, Zarkovic, & Zarkovic, 2022)
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Obr. 16: Prinos endogenni produkce ROS. Pievzato z (Juranek, Nikitovic,
Kouretas, Hayes, & Tsatsakis, 2013).
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Pri deregulaci téchto pochodli dochazi k nadmérné produkci vyso-
ce reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS). Na konci fetézce
reakci stoji lipoperoxidace, oxidacni poSkozeni genetické informace a
oxida¢ni posSkozeni tkani, jak je zndzornéno na Obr. 17. To miiZe byt
projevem starnuti, pritomnosti toxického xenobiotika ¢i nemoci. Potla-
Ceni nadmérné produkce téchto reaktivnich chemickych entit se proto
dostavd do popredi zajmu mediciny a s ni souvisejiciho vyzkumu.
(Shankar & Mehendale, 2014) (Chatterjee, 2016) (Jaganjac, Milkovic,
Zarkovic, & Zarkovic, 2022)
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Obr. 17: Patofyziologicka endogenni produkce ROS. Pievzato z (Arfin, a dalsi,
2021).

Vyvoj ucinnych antioxidanti je kliCovy predevsim v prevenci a te-
rapii neurodegenerativnich chorob, které kombinuji stArnuti a patofy-
ziologické podnéty zarovein. Bylo by moZné zastavit rozvoj Alzheimero-
vy choroby, Parkinsonovy choroby ¢i roztrouSené skler6zy a zmirnit
nasledky cerebralni ischemie. (Chatterjee, 2016) (Ortiz, a dalsi, 2017)
(Jaganjac, Milkovic, Zarkovic, & Zarkovic, 2022)

Dle dosavadnich vysledk by antioxidanty mohly byt efektivni i
v boji proti rakoviné. Nadmérna produkce ROS propaguje Sireni rakovi-
ny, na druhou stranu se endogenni ROS tcastni ochrannych mechanis-
mu vedoucich ke zni¢eni nadoru. (Feinendegen, 2002) (Halliwell, 2007)

42



INHIBICE KARBOANHYDRAZ A MECHANISMUS UCINKU

(Juranek, Nikitovic, Kouretas, Hayes, & Tsatsakis, 2013) (Milkovic,
Gasparovic, Cindric, Mouthury, & Zarkovic, 2019)

Jako ucinné antioxidanty se prokazuji pravé inhibitory karboa-
nhydraz, zejména ty zaloZené na s-triazinovém skeletu. Jejich antioxi-
dac¢ni plisobeni jde zaroven v synergii s antimikrobiotickym ucinkem.
Infekce zplisobené vnéjsSimi patogeny vzdy doprovazi oxidacni stres, a
to jako ochranny prvek imunitniho systému. Nadprodukce ROS a RNS
vSak vyvolava zanét, snizuje reaktivitu tkané nalécbu a vede k trvalému
poskozeni bunék a bunécnych struktur. (Palanisamy, Kirk, Ackart,
Shanley, Orme, & Basaraba, 2011) (Zaro, Bortolotti, Riafrecha,
Concellon, Morbidoni, & Colinas, 2016)

Z s-triazinovych derivatl byla vyrazna antioxidac¢ni aktivita proka-
zana u struktur obsahujicich benzensulfonamidovy motiv a dalsi substi-
tuenty tvorené aromatem s hydroxylovou ¢i jinou kyslikatou funkéni
skupinou. Ty jsou zfejmé zodpovédné za antioxidacni efekt celé struk-
tury. Hydroxylova skupina se pravdépodobné ucastni elektronového
transferu s prooxidantem za vzniku kationtového radikaluy, ktery je sta-
bilizovan delokalizaci elektronu v aromatickém systému. (Lolak, Boga,
Tuneg, Karakoc, Akocak, & Supuran, 2020) (Havrankovj, Calkovska,
Padrtovd, Csollei, Opatrilova, & Pazdera, 2020) (Havrankovd, a dalsi,
2021)

Jesté vétsi stabilizaci poskytuje chalkonovy motiv, kde se delokali-
zace UcCastni také keto-skupina a dvojitd vazba mezi benzenovymi jadry.
Tento efekt je navic potencovan elektron-akceptornim charakterem
keto-skupiny. Kromé vychytavani radikali chalkonovy motiv potlacuje
lipoperoxidaci erythrocyti a zastavuje tetézovou reakci zpisobujici
zlomy ve vldknech DNA. (Singh, Anand, & Kumar, 2014) (Havrankova,
Calkovskd, Padrtova, Csollei, Opattilova, & Pazdera, 2020)

Kromé s-triazinovych derivatli vykazuji vysokou antioxidac¢ni akti-
vitu i dal$i dusikaté heterocykly (derivaty pyridinu a chinoxalinu) a lat-
ky obsahujici chalkonovy ¢i fenolovy motiv (C-cinnamoyl-glykosidy, viz
Obr. 18). (Bekircan, Kiixiik, Kahveci, & Kolayili, 2005) (Zaro, Bortolotti,
Riafrecha, Concellon, Morbidoni, & Colinas, 2016) (Reddy, a dalsi, 2021)
(Singh, a dalsi, 2021)

43



INHIBICE KARBOANHYDRAZ A MECHANISMUS UCINKU

M%ﬂ w:wzo“

2 4

7 8
Obr. 18. Glykosidické derivaty chalkonu, resp. fenolu. Prevzato z (Zaro,
Bortolotti, Riafrecha, Concellén, Morbidoni, & Colinas, 2016).
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4 Chemicka struktura inhibitort
mikrobialnich karboanhydraz

Dobré inhibi¢ni vlastnosti vii¢i CA vykazuje celd skala sloucenin obsa-
hujicich nejcastéji aminové a amidové funkcéni skupiny navazané
na aromaticky ¢i heterocyklicky motive. Nejvice osvédCenou skupinou
midy a jejich derivaty, sulfamidy a sulfamaty. Nékolik piikladt klinicky
pouzivanych CAI z fad sulfonamidi a sulfamati je uvedeno na Obr. 19.
(Supuran, 2012) (Kumar, Rulhania, Jaswal, & Monga, 2020) (Cuffaro,
Nuti, & Rossello, 2020)
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Obr. 19: Klinicky pouzivané sulfonamidy a sulfamaty. Prevzato z (Cuffaro, Nuti, &
Rossello, 2020).

Ty lze navazat na riizné nosné casti, idedlné podporujici ucinek
téchto funk¢nich skupin ¢i zlepsSujici farmakokinetické vlastnosti nové
molekuly. Dohromady vytvari tzv. farmakofor, charakterizovany jako
specifickd geometrickd struktura s presnymi sterickymi a elektronovy-
mi vlastnostmi. Ty jsou dany pritomnosti konkrétnich funk¢nich skupin
na urcitém skeletu, které spole¢né farmakofor vymezuji. (Wermuth,
Ganellin, Lindberg, & Mitscher, 1998) (Langer & Hoffmann, 2006)
(Yang, 2010) (Cuffaro, Nuti, & Rossello, 2020)

Farmakofor inhibujici karboanhydrazovou aktivitu tvori tii za-
kladni casti - hlavni funk¢ni skupina, vazajici se vétSinou na kation ko-
vu (nejcastéji zineCnaty kation), skelet a ,ocasni“ ¢ast. Ta se sklada
z hydrofobni a hydrofilni ¢asti, které interaguji s aminokyselinovymi
zbytky v kavité enzymu. Obecny charakter farmakoforu je znazornén v
Obr. 20, v tomto pripadé se jedna o inhibitor plisobici primo na kation
kovu, zde zinetnaty kation a-CA. (Bozdag, a dalsi, 2014) (Supuran,
2015) (Cuffaro, Nuti, & Rossello, 2020) (Supuran, 2020)
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Obr. 20: Obecna struktura inhibitort karboanhydraz. Prevzato z (Cuffaro, Nuti, &
Rossello, 2020).

(ZBG = Zinc-binding Group, tj. funkéni skupina vstupujici do interakce se zineCnatym
kationtem, potazmo ostatnimi kationty kovu piitomny v aktivnim misté CA)

V prvni az druhé generaci inhibitor karboanhydrazy tvori skelet
obvykle benzenové jadro. V dalSich generacich je benzen zaménén za
jiné aromatické/heterocyklické prvky, jez vyraznéji potencuji CA-
inhibi¢ni aktivitu (pyrimidin, pyrazolin, indol a jeho derivat isatin, popfr.
acyklické prvky typu selenourea pouZitelné dale jako prekurzor hetero-
cyklu). Z heterocykli se do popredi zajmu dostaly inhibitory zaloZené
na triazinovém skeletu, charakteristické vysokou ucinnosti i selektivi-
tou. (Kumar, Rulhania, Jaswal, & Monga, 2020)

V jinych indikacich, neZ je antimikrobiotické pouziti se jako skelet
osvédcil také glykosidicky motiv, napt. u klinicky podavaného antikon-
vulziva topiramatu a jeho analogli. Soucasné je zkoumano vyuZziti glyko-
sidickych CAI v 1écbé rakoviny, priklad nékolika takovych struktur je
uveden na Obr. 21. (Winum, Poulsen, & Supuran, 2008) (Cuffaro, Nuti, &
Rossello, 2020)
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Obr. 21: Glykosidické CAI. Prevzato z (Cuffaro, Nuti, & Rossello, 2020).

4.1 Inhibitory zaloZzené na triazinovém skeletu

Mezi jedny z nejlepsSich farmakoforil se silnou CA inhibi¢ni aktivi-
tou patii sulfonamidové derivaty navazané na triazinu. Triazin je hete-
rocyklickou slou¢eninou obsahujici tfi molekuly dusiku v riznych polo-
hach, ¢imZ vytvari 1,2,3-triazin, 1,2,4-triazin a 1,3,5-triazin (viz Obr.
22). Ve vyvoji léciv si ziskal triazin pozornost pro své vyhodné vlastnos-
ti, predevSim vysoky stupen stability a rozsahlou biologickou aktivitu.
Pomoci vhodné substituce lze slouceniny obsahujici triazinovy motiv
zacilit na Siroké spektrum biologickych struktur, a tim ziskat 1é¢ivé lat-
ky v riiznych indikacich. Ty zahrnuji 1é¢bu rakoviny, HIV, epilepsie, Al-
zheimerovy choroby, malarie a rdznych zanétlivych onemocnéni vc.
infekci zplsobenych vnéjsimi patogeny. (Ravi, Nirupam, Srabanti, &
Aparoop, 2012) (Shah, Modh, & Chikhalia, 2014) (Singla, Luxami, &
Paul, 2015) (Cascioferro S., a dalsi, 2017) (Singh, a dalsi, 2021) (Gharat,
Prabhu, & Khambete, 2022)

1 1 :1
N. N.
Ce ¢
4

Obr. 22: Struktura triazinu. Prevzato z (Gharat, Prabhu, & Khambete, 2022).
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Vyhodou triazinu je také jeho komercni dostupnost jako vychozi
suroviny pro dalsi substituce. Nejcastéji je ve vyzkumu pouzivan 1,3,5-
triazinovy skelet se symetrickym rozmisténim atomi dusiku (oznaco-
van proto jako s-triazin) - vychozi latkou je tedy predevsim kyanurch-
lorid, tj. 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazin. (Singla, Luxami, & Paul, 2015)
(Cascioferro S., a dalsi, 2017) (Bahar, Liu, Garafalo, Kallenbach, & Ren,
2015) (Gharat, Prabhu, & Khambete, 2022)

Antimikrobiotickd aktivita derivati s-triazinu nartsta se zvysujici
se lipofilitou a zaroven se snizujici se bazicitou substituentli. Toto pu-
sobeni potencuje také pritomnost dalStho aromatického, popft. hetero-
cyklického jadra kromé samotného s-triazinu, a zaroven rozsitfuje spek-
trum pisobeni o fungalni patogeny. (Mooibroek & Gamez, 2007)
(Mewada, Shah, Lakum, & Chikhalia, 2018) (Liu, Long, Rakesh, & Zha,
2020)

Podstatnou biologickou aktivitu projevuji i derivaty 1,2,4-triazinu,
a to proti rakoviné, HIV, zdnétu i mikrobidlnim patogentim. Nékteré
slouceniny zaloZené na tomto motivu jsou dokonce i schvaleny pro Kkli-
nické pouziti (antivirotikum azaribin, antikonvulzivum lamotrigin) ¢i
jako experimentalni 1écba (tirapazamin v 1é¢bé rakoviny, viz Obr. 23).
Nejvétsi potencidl prokazaly 1,2,4-triaziny kondenzované s dalSim
aromatickym ¢i heterocyklickym jadrem, a to jako inhibitory cyklin-
dependentni kinazy 2, tyrosin-kinazy, glutaminazy 1 a dalSich enzymu.
(Cascioferro S., a dalsi, 2017) (Arshad, Bhat, Hoi, Choi, & Athar, 2017)

.
XN

Obr. 23: Tirapazamin - nové lé¢ivo proti rakoviné. Pievzato z (Cascioferro S.,a
dalsi, 2017).

411 1,3,5-triazin substituovany sulfonamidem

Sulfonamidové derivaty byly prvnimi zndmymi CA inhibitory a stale
zlstavaji v ¢ele vysoce efektivnich inhibitort, a to i v neustdle se rozsi-
Fujicim poli indikaci. Nékolik lécivych latek se stabilné drzi na trhu,
napf. acetazolamid, brinzolamid a dorzolamid zobrazené na Obr. 24,
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dale ethoxzolamid, diclofenamid, zonisamid, celecoxib, sulpirid a dalsi.
Klinicky jsou pouZivany v celé radé indikaci zahrnujici 1é¢bu nékterych
virovych onemocnéni, malarie, rakoviny, glaukomu ¢i 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 & Torok, 2019) (Cuffaro, Nuti, & Rossello, 2020)

00 Q0
NSNS | S s s
H SO;NH, H SO,NH
WNYSYSOZNHz \;[/)7 |_p—SONH:
\ R/
Acetazolamid Brinzolamid Dorzolamid

Obr. 24: Priklad klinicky pouzivanych inhibitort na bazi sulfonamidu. Pievzato z
(Cuffaro, Nuti, & Rossello, 2020).

Zakladni strukturu inhibitor na bazi sulfonamid piredstavuje
amid Kkyseliny sulfonové navazany na aromatické ¢i heterocyklické ja-
dro, jak je zndzornéno na Obr. 25. Tato funk¢ni skupina je znacné po-
larni, a ovliviiuje tedy prichod plazmatickou membranou mikrobd, coz
je dilezité pri zaméreni inhibice na intracelularni karboanhydrazy.
V tom pripadé podpofri priichod plazmatickou membranou pritomnost
dalSich elektron-akceptornich skupin na molekule inhibitoru. (Supuran,
2011) (Guler, Capasso, & Supuran, 2015) (Liu, Long, Rakesh, & Zha,
2020)

O R

1 ’

R'= substituted alkyl or aryl
o R® R? R®=H, substituted alkyl or aryl

Obr. 25: Zakladni struktura sulfonamidi. Prevzato z (Apaydin & Torok, 2019).

Jako hlavni funkéni skupina je sulfonamidovy motiv zodpovédny za
celkovy efekt inhibitoru, ktery vykazuje proti karboanhydrazam
z vétSiny znamych rodin. Substituce ve dvou zbyvajicich polohach na s-
triazinu umoznuji zaméreni inhibice viici konkrétni isoformé karboa-
nhydrazy ¢i vici dalsim enzymlim, ¢imZ lze vyrazné ovlivnit selektivitu
ucinku. (Havrankova, Csollei, Vullo, Garaj, Pazdera, & Supuran, 2018)
(Havrankova, Pena-Méndez, Csollei, & Havel, 2021)
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Obecné sulfonamidy inhibuji nejsilnéji a-CA, s rliznou intenzitou
vlci jednotlivym isoformam. Stredné silné plsobi na cytoplazmatické a
velmi silné na transmembranové isoformy. 3-CA je inhibovana srovna-
telné s a-CA, dle predpokladi i stejnym mechanismem. Inhibi¢ni efekt
obecné potencuje substituce alifatickym ¢i aromatickym alkylem ¢i al-
kyl-aminem. Substituce polarnéjsSimi kyslikatymi funkénimi skupinami
(napt. methoxy-skupinou) miZe do urcité miry efektivitu snizit, pokud
nejsou na molekule navazany dalSi aminové substituenty, predevSim
aromatické aminy. Ty zvySuji inhibi¢ni potencial i ve formé aminokyse-
linovych substituentl. (Garaj V., a dalsi, 2005) (Carta, a dalsi, 2011)
(Mikus, Kraj¢iova, & Mikulova, 2018) (Al Rasheed, Malebari, Dahlous,
Fayne, & El-Faham, 2020) (Mikulova, KruZlicova, Pecher, Petreni,
Supuran, & Miku§, 2021) (Abutaleb, Elhassanny, Nocentini, Hewitt,
Elkashif, & Cooper, 2021)

Ve vodném prostiedi organismi je sulfonamid pritomny jako ami-
dovy anion, ktery miiZe interagovat s kationtem kovu v aktivnim misté
karboanhydraz. Celd funk¢ni skupina pak vytvari vodikové mistky
s aminokyselinovymi zbytky v kavité, coz ji v aktivnim misté stabilizuje.
JelikoZ je kavita [3-CA uZzsi a krat$i neZ kavita a-CA, musi byt farmakofor
dostatecné flexibilni, aby mohl svou konformaci prizpisobit tvaru kavi-
ty. (Supuran & Capasso, 2020) (Bonardi, a dalsi, 2021)

Narozdil od a-CA se -CA nevyskytuje u obratlovci a jeji selektivni
inhibici by byla vyloucena vétSina moznych nezadoucich ac¢inka souvi-
sejicich s plisobenim na lidskou a-CA. Ve zkouskach in vitro byl takto
Uspésné inhibovan rist druhti Staphylococcus aureus, Helicobacter pylo-
ri, Clostridium perfringens a dal$i. (Nishimori, a dalsi, 2007) (Syrjanen,
Kuuslahti, Tolvanen, Vullo, Parkkila, & Supuran, 2015) (Vullo, Kumar,
Scozzafava, Ferry, & Supuran, 2017) (Urbanski, a dalsi, 2020)

Inhibice y-CA je silna jak u sulfonamidovych derivatt, tak i u deri-
vati s kyselinou amidosulfonovou a probiha nejspiSe podobnym me-
chanismem jako v predchozich pripadech. Ke stabilizaci inhibitoru
v kavité vSak dochazi jen u vétSich molekul. Kavita y-CA je na rozdil od
predchozich velmi Siroka, a neumoznuje tedy vznik vazeb mezi objemo-
vé malym inhibitorem a aminokyselinovymi zbytky. (Zimmerman,
Innocenti, Casini, Ferry, Scozzafava, & Supuran, 2004) (Bonardi, a dalsi,
2021)

Biologickou aktivitu y-CAl zvySuje aromaticky ¢i heterocyklicky
farmakofor a pritomnost elektron-akceptorni skupiny (amin, alkyl-
amin). Ta je zde zastoupena samotnym s-triazinovym skeletem a ami-
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novymi linkery u jednotlivych substituentii. Inhibici y-CA lze potlacit
rist predevsim gramnegativnich bakterii, napt. Vibrio cholerae, Bur-
kholderia pseudomallei. U mikrobti exprimujicich 8 i y-CA lze pravdépo-
dobné plisobit na oba tyto enzymy soucasné. (Zimmerman, Innocenti,
Casini, Ferry, Scozzafava, & Supuran, 2004) (Vullo, a dalsi, 2014) (Del
Prete, a dalsi, 2017) (Vullo, a dalsi, 2017)

6-CA inhibuji sulfonamidy slabéji neZ ostatni zminéné rodiny CA,
ziejmé z divodu odlisné struktury kavity. Inhibice je silnéjsi u hetero-
cyklického farmakoforu oproti aromatické ¢i alifatické struktute. Dale ji
potencuji silné elektron-negativni motivy, napt. halogeny. Obecné jsou
preferovany inhibitory s prodlouZenou molekulou, cehoZ Ize dosahnout
inkorporaci del$ich spojovacich clanki, oproti kompaktnim inhibitortim
s kratkymi retézci nebo zcela bez spojovacich retézcl. (Vullo, a dalsi,
2014)

Jen slabé pusobi sulfonamidy na n-CA, zaroven je zde kladen velky
diiraz na flexibilitu slouceniny. Vyraznéjsi inhibice dosahovaly latky
s menSimi substituenty a delSimi linkery mezi aromatickymi nebo hete-
rocyklickymi jadry. (Vullo, a dalsi, 2015) Jesté slabsi inhibice byla za-
znamenana u -CA, bez zjevnych souvislosti mezi strukturou inhibitoru
a jeho uc¢inkem. Aby bylo mozné cilené vyvinout t-CAl, je nutné nejprve
krystalograficky urcit presnou strukturu enzymu a zjistit, jaké zmény
nastavaji pii interakci s inhibitorem. (De Luca, Petreni, Nocentini,
Scaloni, Supuran, & Capasso, 2021)

Kromé karboanhydraz inhibuji sulfonamidové derivaty s-triazinu
zaroven acetylcholinesterazu, butyrylcholinesterazu a tyrozinazu, pri-
cemZ sila inhibice je srovnatelna s inhibici a-CA (hCA-I a hCA-II).
(Cascioferro S., a dalsi, 2017) (Apaydin & Toérok, 2019) (Lolak, a dalsi,
2020) (Lolak, Boga, Tuneg, Karakoc, Akocak, & Supuran, 2020)

41.2 1,3,5-triazin substituovany chalkonem

Chalkony jsou ubikvitarni obsahové latky rostlin s vlastnimi farmakolo-
gickymi ucinky, a to jako protirakovinné latky, antioxidanty, antiflogis-
tika, antiparazitika, antibiotika a antiprotozoika. Probihd mnoho studii
zkoumajicich jejich efektivitu pri 1écbé rakoviny, diabetu, HIV, tuberku-
16zy, malarie, infekci vyvolanych gram-negativnimi i gram-pozitivnimi
bakteriemi a dalSich onemocnéni. (Singh, Anand, & Kumar, 2014)
(Zhuang, Zhang, Sheng, Zhang, Xing, & Miao, 2017)
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Chemicky jsou chalkony a,f-nenasycené ketony, jejichZ karbonylo-
va skupina je v konjugaci s dvojnou vazbou a benzenovym jadrem,
strukturalné zobrazeno na Obr. 26. Toto uskupenti je ziejmé zodpovéd-
né za biologickou aktivitu chalkont. Ptirozené se vyskytuji jako cis- i
trans-izomery a snadno cyklizuji na flavonoidy. (Singh, Anand, &
Kumar, 2014)

Obr. 26: Zakladni struktura chalkonu. Prevzato z (Uchil, Murali, & Nayak, 2021).

Substituce sulfonamidovych derivati s-triazinu chalkonem ovliv-
nuje ucinek predevsim vici a-CA, kdy zvysuje selektivitu viic¢i hCA VIL
Objemnost substituentu vede ke sniZenf selektivity viici hCA I a hCA I,
na druhé strané vSak potencuje inhibici mikrobialni CA. Vyraznéjsi
inhibice je patrna u gramnegativnich bakterii, zahrnujici druhy Pseu-
domonas aeruginosa a Escherichia coli a rezistentni kmeny MRSA a VRE.
Na grampozitivni bakterie piisobi tyto derivaty v rtizné sile, liSici se me-
zi jednotlivymi druhy bez zjevné souvislosti. (Solankee, Kapadia, Ciric,
Sokovic, Doytchinova, & Geronikaki, 2010) (Verma, Verma, Xue, Thakur,
Girish, & Rakesh, 2020) (Uchil, Murali, & Nayak, 2021) (Havrankova, a
dalsi, 2021)

Antimikrobioticky tucinek dale zvySuje piitomnost methoxy-
skupiny v poloze 3 na kruhu B, popft. vice methoxy-skupin v polohach 2,
3 a 4. Dochazi také krozsifreni inhibicni aktivity smérem
k antiprotozoikiim, konkrétné proti patogentim Plasmodium falciparum
a Leishmania brazilienzis. Methoxy-skupina mutZe byt nahrazena jinou
elektron-donorni funkéni 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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41.3 1,3,5-triazin substituovany alkylaminem

Substituent typu alkylaminu a jeho derivatli potencuje antimikrobiotic-
ky efekt, zejména proti rezistentnim kmentim (MRSA, VRE) i proti mul-
ti-rezistentnimu kmenu Pseudomonas aeruginosa. ZvySuje lipofilitu celé
molekuly, coz je dilezité pro prinik biofilmem tvofenym nékterymi
kmeny bakterii. Ovliviiuje také prichod plazmatickymi membranami.
(Liu, Long, Rakesh, & Zha, 2020) Zarovei se podili na interakci s ami-
nokyselinovymi zbytky, které tvori sténu kavity. (Supuran, 2012)
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5 Cil prace

Hlavnim cilem této prace bylo pripravit zcela nové, diive neprozkou-
mané derivaty s-triazinu s potencidlnim protimikrobnim, piipadné an-
tioxida¢nim ucinkem, jeZ by bylo moZné ziskat jednoduchou trikroko-
vou syntézou, idealné ¢asové a ekonomicky nenarocnou, zaloZenou na
komercné bézné dostupnych chemikaliich. VSechny takto ptipravené
meziprodukty a konecné produkty plné charakterizovat pomoci do-
stupnych metod - 1H-NMR, 13C-NMR, IC spektroskopie a dalsi.

Tyto latky by mély rovnéz prokazovat dostate¢nou biologickou ak-
tivitu, kterd by z nich ucinila potencidlni predmét zajmu pro klinické
zkousky. Proto bylo jednim z dal$ich cili této prace vyhodnoceni jejich
biologické aktivity, respektive predani findlnich produkt spolupracuiji-
cimu pracovisti (Ing. Marcela Nejezchlebova, Ustav molekularni farma-
cie, FAF MU), kde bude stanovena jejich anti-VRE aktivita. DalS$im cilem
bylo stanoveni antioxida¢ni aktivity u vSech syntetizovanych trisubsti-
tuovanych derivata.
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6 Vysledky a diskuze

Struktura cilovych sloucenin s potencialnim ucinkem viici bakterialni
CA pritomné ve VRE byla navrZena na zakladé literarni reSerSe. S-
triazin byl zvolen jako univerzalni farmakofor. V cilové struktuie v or-
ganismu muize vstupovat do riznych interakci zahrnujicich kromé ko-
valentni vazby také koordinacni vazbu, vodikové miistky, iontovou vaz-
bu ¢i interakci volnych elektronovych part. Struktura ucinné latky je
navic stabilizovana delokalizovanymi elektrony aromatického kruhu a
volnymi elektronovymi pary atomt dusiku, které se zaroven podili na
donor-akceptorovych interakcich. Ty je duleZité zvazit pri syntéze z
divodu ovlivnéni reaktivity molekuly, a pak také pii snaze o zaméreni
ucinku na konkrétni cilové misto. (Mooibroek, & Gamez, 2007) (Sharma
& El-Faham & de la Torre, & Albericio, 2018) (Gharat & Prabhu, &
Khambete, 2022)

Hlavnim substituentem s-triazinového skeletu je aminobenzensul-
fonamid obsahujici sulfonamidovou funkéni skupinu zodpovédnou za
inhibi¢ni Ucinek. Jako dalsi strukturni motiv byl zvolen aminochalkon,
pripadné jeho derivat obsahujici methoxyskupinu v poloze para. Deri-
vaty chalkonii zahrnujici methoxy skupiny vykazuji sami o sobé zajima-
vou antimikrobialni aktivitu, kterd by mohla byt propojenim s s-
triazinovym farmakoforem dale potencovana. Tretim substituentem je
jednoduchy aminoalkohol, ktery v predchozich studiich podporoval
anti-VRE ucinek testovanych 1,3,5-triazinyl-
aminobenzensulfonamidovych derivatii. (Marques, a dalsi, 2020)
(Havrankova, a dalsi, 2021)

Zakladem syntézy cilovych sloucenin je nukleofilni substituce
2,4,6-trichloro-1,3,5-triazinu ve trech samostatnych krocich, znazorné-
nych ve Schéma 2. Prvni substituc¢ni reakce probiha exotermné, je tedy
treba reakéni smés chladit na 0 °C. Substituce druhého atomu chloru jiz
probiha za pokojové teploty, zatimco pro substituci do treti polohy je
nutné reak¢ni smés zahrivat pod refluxem, na teplotu vyssi nez 60 °C.
(Singh, Anand, & Kumar, 2014)

55



VYSLEDKY A DISKUZE

0
a4 Q W -0
cl Ny -C! \\350 §7
| Y + NH \NI-L;
No 2N 2 NaOH )
il HaN 05°C (o
t
Cl n aceton ol YN \l/NH
NYN
H Cl

lR"Hi K,CO,, DMF, 15-25 °C
CHj,

0]
. A\Y ,}’C‘

R
HoN 5
3 NaOH NHs
methanol HN +
64.7 °C | (
i RI N N
Y \%l/
H s} | |
N, =N
Cl

]choa, DMF, 110 °C

o
W 0

NH,

(
R N

1
NH
\r \Y
2 |

R’ = NHICH,),OH,
| NH(CH,},0H

R® = H, OCH,
o}
Schéma 2: Obecné schéma syntézy produktii 3A-K.

Manipulace s teplotou reakéni smési umoziiuje ovladat pribéh re-
akce tak, aby substituce probihala v jednotlivych krocich a nedochazelo
k substituci ve vice polohach soucasné, ¢i 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)

Pribéh reakce ovliviiuje také struktura samotného nukleofilu, je-
ho zasadity Ci kysely charakter, pritomnost dalSich substituentti a zvo-
lené rozpoustédlo. Mezi dobre reagujici nukleofily patfi standardné
aminy, alkoholy, thioly aj. Reakce probiha Uspésné za pritomnosti ak-
ceptoru vznikajiciho chlorovodiku, napt. uhli¢itanu sodného, hydroge-
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nuhli¢itanu sodného, hydroxidu sodného, popr. tercidarniho aminu.
(Blotny, 2006) (Sharma, Sheyi, de la Torre, El-Faham, & Albericio, 2021)

Poradi substituce nukleofill je diilezité pro celkovou reaktivitu a
uspésné dosazeni zddanych produktli. Obecné by jako prvni by mél do
reakce vstupovat substituent na bazi alkoholu, nasleduje thiol a jako
posledni by mél vstupovat amin, vii¢i némuz je triazinové jadro chemic-
ky selektivni, reaguje s nim tudiZ nejochotnéji. (El-Faham, a dalsi, 2020)
(Sharma, Sheyi, de la Torre, El-Faham, & Albericio, s-Triazine: A
Privileged Structure for Drug Discovery and Bioconjugation, 2021)

S kazdou dalsi substituci klesa vytéznost reakci, zirejmé z diivodu
postupného snizovani reaktivity s-triazinového jadra. To mtZe byt zp-
sobeno narustajicim poctem substituenti navazanych pres amino-
skupiny, které se obecné chovaji jako elektron-donory, a tudiz potlacuji
ochotu slouceniny reagovat v nukleofilni substitu¢ni reakci. (Saluja,
Tiwari, Vullo, & Supuran, 2014)

Pro syntézu trisubstituovanych derivati triazinu lze rovnéz pouzit
tzv. ,one-pot“ syntézy katalyzovanou crown-ethery ¢i palladiem umoz-
nujici pribéh celé reakce v jednom kroku. Dochazi tak ke zkraceni re-
akéniho Casu a zjednoduSeni metodického postupu, vyznamné vSak
stoupaji vstupni naklady. Zcela jiny pristup piredstavuje pocatecni troj-
nasobna substituce jednim nukleofilem za vzniku symetrického mezi-
produktu, jenz dale reaguje na findlni produkty. ZvySeni nakladii neni
tak vyrazné, komplikuje se vSak reak¢ni postup a nariistd moZzZnost
chybné reakce vedouci k zisku nezadoucich produkti. (Blotny, 2006)

6.1 Syntéza monosubstituovaného triazinu

Z literarni reSerSe vyplyva, Ze nejvyssi vytézek, a tedy i nejvhodné;si
podminky pro substituci prvniho atomu chloru vychoziho 2,4,6-
trichloro-1,3,5-triazinu, vykazovala reakce v acetonu pri 0 °C s vodnym
roztokem hydroxidu sodného jako bazi. Reaktanty mohou vstupovat do
reakce v ekvimolarnim mnozstvi v€etné baze, ktera miize byt pripadné
dodana v dvojnasobném latkovém mnoZstvi (v zavislosti na charakteru
nukleofilu). (KrajCiakova, Pecher, Garaj, & Miku$, 2017) (Senapathi,
Bommakanti, Vangara, & Kondapi, 2021) (El-Faham, a dalsi, 2020) (Al-
Zaydji, Khalil, El-Faham, & Khattab, 2017) (Garaj V., a dals{, 2004)
Nahrazeni hydroxidu sodného uhli¢itanem draselnym poskytuje
nizsi vytézek, a to i pri chlazeni reakéni smési pod teplotu 5 °C.
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(Newton, a dalsi, 2021) Zdvojnasobeni latkového mnoZstvi nukleofilu
oproti s-triazinu vede k substituci ve vice polohach, coz miZe byt Za-
douciv pripadé snahy o syntézu symetrického derivatu, ptivicekrokové
syntéze asymetrického derivatu se toho vSak vyuzivd ménég, a to pri
sekundarni substituci do zbyvajicich dvou poloh s-triazinu. (Garaj V., a
dalsi, 2005)

6.1.1 Vysledky syntézy monosubstituovaného triazinu

Latky 1A-C byly syntetizovany za podminek uvedenych ve Schéma 3.
Jejich struktura je zobrazena na Obr. 27.

W -0
0 B2
cl N Cl \ O 4
= %z NH.
| + \ NaO :
N =N NH, ~05°C (
\‘/ HoM acelon n
& . CIYNYNI-I
N N n=02

Cl _N._ _NH
X
Y el
N

=N

Cl

Obr. 27: Struktura produkta 1A-C.

Substituce aminobenzensulfonamidu bez alkylového linkeru vyka-

vV

1. sterické pnuti zplisobené blizkosti s-triazinového jadra a benzeno-
vého jadra sulfonamidového derivatu;
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2. konjugovana vazba amino-skupiny s benzenovym jadrem, a po-
tazmo sulfonamidovou funkéni skupinou, vyrazné ovliviiujici par-
cialni naboj aminu.

Amino-skupina vykazuje pozitivni mezomerni efekt, ktery spolu se
zapornym mezomernim efektem a zadpornym indukénim efektem sulfo-
namidové skupiny zpiisobuje posun elektronii smérem k sulfonamidu.
Tim se sniZuje elektronova hustota aminu a stava se slabsim nukleofi-

lem, ktery je méné ochotny vstupovat do nukleofilni substituc¢ni reakce.
Tab. 1: Piehled monosubstituovanych produkti 1A-C

, M, Reakéni | ¥ Yteznost
Nazev n . reakce
[g/mol] ¢as [hod] o
[Yo]
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

Vyhledavani vhodnych reakénich podminek pro substituci druhého
atomu chloru na s-triazinovém skeletu v literature poskytovalo uzsi
spektrum moznosti, dané pritomnosti konkrétniho primarniho substi-
tuentu a jeho derivati. Reaktanty je vhodné dodat v ekvimolarnim
mnozstvi, aby nedoslo k vicenasobné substituci ve vice polohach najed-
nou, podobné jako i u ostatnich substitu¢nich reakci; baze miize byt
dodana ve vétSim latkovém mnozZstvi. (Carta, a dalsi, 2011)

Nejcastéji volenym rozpoustédlem je dimethylformamid (DMF), u
baze je to N,N-diisopropylethylaminem (DIPEA) nebo uhlicitan drasel-
ny. Reakce probiha za laboratorni teploty nebo je jen mirné zahrivana,
pricemZ celkovy reakéni Cas se pohybuje idedlné mezi 24-72 hod.
(Havrankova, Csollei, & Pazdera, 2019). Vysledny produkt je zfiltrovan
za soucasného promyti ¢iSténou vodou, s pouzitim vakua, a nasledné
rekrystalizovan z acetonu, v némz je rozpus$tén a nasledné vysrazen
isopropylalkoholem. (Carta, a dalsi, 2011) (Havrankova, Csoéllei, Vullo,
Garaj, Pazdera, & Supuran, 2018)
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6.2.1 Vysledky syntézy disubstituovaného triazinu

Latky 2A-F byly pripraveny za podminek uvedenych ve Schéma 4. Jejich
struktura je zndzornéna na Obr. 28.

o] 0
\\é 0 \E 0
A A\
NH, NH;

cl N NH R' N NH
= 1
M. =N

N K,CO,, DMF

/ o
\l/ 15-25 *C \1/ R' = NH(CH,},OH,
& Cl NH(CH,},0H

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

8]
\\S ;_;'D

b
MNH,

S

N._ =N R' = NH{CH.),OH,
MNHICH, ):0H
Cl
Obr. 28: Struktura produkta 2A-F.

Vyssi vytézky vykazuje substituce aminoethanolem oproti amino-
propanolu, pticemz vytéznost reakci klesa v radé derivatli aminoben-
zensulfonamid - 4-aminomethylbenzensulfonamid - 4-

aminoethylbenzensulfonamid.
Tab. 2: Piehled disubstituovanych produkti 2A-F

Nazev n R! M, Reak¢éni | Vytézmost
[g/mol] cas reakce
[hod] [Yo]
2A 0 NH(CH;),OH @ 344,78 72 85,85
2B 1 NH(CH;),OH @ 358,80 72 65,77
2C 2 NH(CH;),OH @ 372,83 72 76,72
2D 0 NH(CH;);0OH = 358,81 72 79,71
2E 1 NH(CH;);OH = 372,83 72 91,74
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2F 2 | NH(CH,):OH | 386,86 72 87,38

Prodluzujici se alkylovy retézec mezi benzensulfonamidem a ami-
no-skupinou navazanou na triazinové jadro potlacuje elektron-
akceptorni vlastnosti sulfonamidové skupiny. To zplsobuje zvySeni
parcialniho elektronegativniho naboje triazinového jadra, ktery je dale
zvySen elektron-donornimi vlastnostmi amino-skupiny prvniho substi-
tuentu. Vysledkem je snizeni reaktivity triazinového jadra v nukleofilni

substitu¢ni reakci.
Tab. 3: Vliv zmény reakcéniho ¢asu na vytéznost reakce

Nizev n R! Reak¢ni VytéZnost

¢as [hod] @ reakce [%]
2A 0 NH(CH,)OH Zé Sggg
2B 1 NH(CH,),OH Zé 2451:;;
2C 2 NH(CH,),O0H Zé ZSZ?
2D 0 NH(CH,);OH Zé ZZ;Z;
2E 1 NH(CH2);OH Zé Zéjéi
2F 2 NH(CH,);0H Zé 2?22

V pribéhu pripravy disubstituovanych triazinovych derivati byl
studovan vliv prodlouZeni reakéniho ¢asu na vytéZnost reakce, ptipad-
né cistotu produktu. Dlivodem pro zménu postupu byly nizsi vytézky
ptvodnich reakci, zptisobené ziejmé nedostatkem Casu pro vycerpani
poskytnutého mnoZstvi reaktantii (prestoze dle TLC vypadala konverze
vychozich latek Uplnd). Kazda dalsi substituce na triazinovém skeletu je
substitu¢ni reakce. Prodlouzeni reakéniho ¢asu vSak mélo v nékterych
pripadech za nasledek pomérné vyrazné zvySeni vytéZnosti reakce (az
40 %), zatimco vznik neZaddoucich produkti nebyl pozorovan (analyza
produkti pomoci H a 13C-NMR).
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6.3 Pfiprava chalkonovych substituentu

Syntéza chalkonii obecné probiha Claisen-Schmidtovou neboli aldolo-
vou kondenzaci za pritomnosti baze (KOH, NaOH) nebo kyseliny (PTSA,
AlCls, BF3, bezvody HCI). (Gupta, Pradhan, Bhatia, & Monga, 2021) Do
reakce vstupuje aldehyd navazany na aromatickém jadre a keton,
vtomto pripadé taktéZ navazany na aromatickém jadre, coZ obecné
zvySuje reaktivitu obou latek. Obecny pribéh reakce je zndzornén ve
Schéma 5. V prvnim kroku se vaZe nukleofilni benzaldehyd na elektro-
filni karbonylovou skupinu za vzniku aldolu, tj. -hydroxyaldehydu. Ten
dale reaguje v aldolové kondenzaci, kdy dochazi k dehydrataci aldolu za
odstépenijedné molekuly vody a vzniku konjugované en-on slouceniny,
tj. B-nenasyceného ketonu. Jeho obecna struktura je zndazornéna na Obr.
29. (Ouellette & Rawn, 2015) (Zhuang, Zhang, Sheng, Zhang, Xing, &
Miao, 2017)

NaOH
CH4 metha |
¢ " O L

R'=H, OCH,

Schéma 5: Obecny pribéh aldolové kondenzace.

HoN | |

=H, OCH,

Obr. 29: Struktura chalkoni.

6.3.1 Priprava chalkonovych substituentli v zasaditém
prostredi

Na zakladé literarni reSerse se jako vhodnéjsi jevila syntéza bazic-
kou cestou v prostredi etanolu ¢i metanolu. Jako baze je nejcastéji zvo-
len NaOH 60 %, méné NaOH 10 % c¢i KOH. Reaktanty reagovaly
v ekvimolarnim mnoZstvi, pripadné s mirnym 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)

Reak¢ni teplota miiZze byt riizna. Pohybuje se od 0 °C, kdy je smés
michana v ledové lazni, azZ po 15-25 °C. Reakéni ¢as byva 2-4 hod, pti-
¢emz jeho prodlouzeni nevede k vyraznéjsimu nardstu vytéznosti reak-
ce. (Ahmed, El-Hafeez, Abbas, Abdelhamid, & Abdel-Aziz, 2018) (Fathi,
El-Hafeez, Abdelhamid, Abbas, Montano, & Abdel-Aziz, 2019) (Malbari,
a dalsi, 2019) (Chaudhari, Bali, & Balaini, 2020) (Ganji, Gandhi, Musturi,
& Kanyalkar, 2021)

Produkt je ziskdn vysrazenim chlazenou cCiSténou vodou, popf.
chlazenym etanolem ¢i metanolem, a naslednou filtraci. Nakonec je
produkt rekrystalizovdn z etanolu. (Ahmed, El-Hafeez, Abbas,
Abdelhamid, & Abdel-Aziz, 2018) (Fathi, El-Hafeez, Abdelhamid, Abbas,
Montano, & Abdel-Aziz, 2019) (Chaudhari, Bali, & Balaini, 2020)

Rozhodlijsme se provést modelovou reakci aminoacetofenonu s 4-
methoxybenzaldehydem a ovérit vyhodnost bazické vs. kyselé katalyzy
(viz nasledujici kapitolu) za rtznych podminek. Ziskané vytézky (Tab.
4) modelové reakce potvrzuji, Ze bazicka katalyza je pro syntézu chal-
koni vhodnéjsi.

U bazicky katalyzované reakce, prehledné ve Schéma 6, vznika
nejdrive enolatovy aniont, ktery jako karbanion atakuje aldehyd. Vznik-
ly B-hydroxyl presmykuje na stabilnéjsi konjugovany en-on a odstépuje
se hydroxidovy aniont.
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Schéma 6: Bazicky katalyzovana aldolova kondenzace

Vznikajici enolatovy aniont je umoctiovan elektrony z pritomné
elektron-donorni amino-skupiny, ¢imz se pravdépodobné zvySuje jeho
reaktivita. Pri kyselé syntéze je oxoniovy kation vznikajici z aldehydu
stabilizovan elektron-donorni methoxy-skupinou. Ta je navic charakte-
ristickd svym pozitivnim mezomernim efektem, ¢imZ sniZuje reaktivitu
kationtu (viz niZe). (Santos, a dalsi, 2017) (Zhuang, Zhang, Sheng,
Zhang, Xing, & Miao, 2017)

Zaroven toto miize byt diivodem rozdilu ve vytéznosti reakci dvou
syntetizovanych chalkont, kdy syntéza chalkonu s methoxy-skupinou
poskytovala opakované nizsi vytézky - reaktivitu aldehydu sniZovala
pritomna methoxy-skupina. Jako elektron-akceptorni skupina sniZovala
elektronovou hustotu aldehydu, ¢imZ oslabovala jeho nukleofilni cha-
rakter. Tim byla nejspiSe sniZena ochota aldehydu vstupovat do reakce
s elektrofilnim ketonem.

Ke ztraté dochazelo i pti separaci a nasledné purifikaci produktu,
ziejmé kvili interakci s rozpoustédlem a tvorbé vodikovych mistkd.
Chalkon se proto vysrazel ve formé vysoce viskdzni hmoty namisto
pevné krystalické latky, s niZ se velmi obtizné pracovalo pfi filtraci, su-
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Seni i rozpousSténi pri rekrystalizaci. Rekrystalizaci z ethanolu vSak byl
ziskan Cisty, krystalicky produkt.
Tab. 4: Pirehled reakénich podminek

Katalyza-  Pomér litkového = Rozpoustédlo = VytéZnost

tor mnozstvi reakce [%]
K metanol 47,37
oKV etanol 25,66
H,SOy4
115 ek metanol 63,11
1) GV etanol 23,69
K metanol 57,25
V- etanol 49,35
NaOH
115 ek metanol 71,06
one) (5 etanol 49,35

Byl zkouman i vliv volby rozpoustédla na pribéh modelové reakce.
Reakce byla provedena v metanolu a etanolu. Vyssich vytézka bylo do-
sazeno za pouziti metanolu, ziejmé diky jeho vyssi polarité ve srovnani
s etanolem.

Rovnéz byl zkoumdan vliv poméru vychozich latek v reakéni smési,
kdy reaktanty reagovaly v poméru 1:1 nebo 1:1,15 s prebytkem benzal-
dehydu (poméry nejcastéji uvadéné v literatuie). Dle vysledki uvede-
nych v Tab. 4 je zjevné, Ze slaby prebytek benzaldehydu ma pozitivni
vliv na vytéznost reakce.

6.3.2 Priprava chalkonovych substituentli v kyselém
prostredi

Pro ovéreni vhodnych podminek syntézy chalkoni byla provedena také
kysele katalyzovana reakce, probihajici dle Schéma 7. Katalyza kyseli-
nou vede nejdrive ke vzniku enolu navazanim vodikového protonu,
soucasné vytvari aldehyd v kyselém prostiedi oxoniovy kation. Ten je
atakovan enolem za vzniku nestabilni slouceniny, poté probiha pre-
smyk na stabilnéjsi en-on slouceninu.

Nejcastéji jsou z kyselin jako katalyzator vybirany HCl ¢i H2SOs,
méné Kyselina octova. Zcela novym ptistupem je pouziti Lewisovych
kyselin, napt. AlCls, RuCls, TiCls a dalsi, s vytéZnosti pohybujici se mezi
50-70 %. (Zhuang, Zhang, Sheng, Zhang, Xing, & Miao, 2017)
(Havrankova, a dalsi, 2021)
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Schéma 7: Kysele katalyzovana aldolova kondenzace.

Metodicky postup byl zachovan stejny jako u bazicky katalyzované
modelové reakce aminoacetofenonu s 4-methoxybenzaldehydem, zmé-
nilo se pouze pH v reak¢ni smési, zde okyselenim kyselinou sirovou. Ta
byla na konci reakce neutralizovana 1M NaHCOs do neutralniho pH,
produkt byl nasledné z reakéni smési ziskan stejnym zplisobem, jako u
bazické syntézy.

Ze srovnani bazicky a kysele katalyzované reakce (viz Tab. 4) ply-
ne, Ze bazicky katalyzovana reakce je z hlediska vytéZnosti znac¢né vy-
hodnéjsi (vysvétleni v kapitole 6.3.1).

6.4 Syntéza trisubstituovaného triazinu

Terciarni substituce triazinu je vyznamné ovlivnéna substituenty jiz
pritomnymi na jadre a jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Ty mo-
hou vyrazné zvySovat ¢i naopak sniZovat ochotu triazinového derivatu
vstupovat do chemickych reakci, v tomto pripadé nukleofilni substituce
posledniho atomu chloru. (Havrankova, Calkovska, Padrtova, Csollei,
Opattilova, & Pazdera, 2020) (Saluja, Tiwari, Vullo, & Supuran, 2014)
Reaktivitu zvysuji elektron-akceptorni skupiny, které jsou soucasti
substituenti navazanych na triazinovém jadie z predchazejicich reakci.
Zvysenim své elektronové hustoty ovliviiuji parcialni ndboj na triazino-
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vém jadre a zvySuji jeho nukleofilni charakter. Na druhou stranu elek-
tron-donorni skupiny, typicky amino-skupiny pritomné i zde, reaktivitu
triazinového jadra vyrazné snizuji, a lze si tak vysvétlit prodluZujici se
reakeni cas i klesajici vytéZnost kazdé dalsi substituce. (Havrankova,
Calkovska, Padrtova, Csollei, Opattilova, & Pazdera, 2020) (Kolesinka &
Kaminski, 2009)

Elektron-akceptorni skupina substituentu do jisté miry vyvazuje
aktivitu elektron-donorni amino-skupiny navazané pfimo na triazino-
vém jadre, zaleZi vSak na délce alkylového spoje mezi nimi a pripadné
pritomnosti dalSich elektron-aktivnich skupin. Z tohoto dlivodu je
v posledni dobé pristupovano k pouZiti vyraznéji ptsobicich elektron-
akceptornich skupin, zejména z rad dusikatych derivati a halogen-
derivati. (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 Vysledky syntézy trisubstituovaného triazinu

Latky 3A-K, jejichZ obecna struktura je znazornéna na Obr. 30, byly syn-
tetizovany za podminek uvedenych ve Schéma 8.
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Schéma 8: Obecné schéma syntézy produktii 3A-K.
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Obr. 30: Struktura produktia 3A-K.

Nejvyssi vytézky byly zaznamenany u reakci
s aminobenzensulfonamidovym derivitem a chalkonem bez methoxy-
skupiny. Vyssi vytézky byly pozorovany také u latek obsahujicich ami-
noethanol jako druhy substituent oproti aminopropanolu. Dochazi zde
ke kombinaci elektron-akceptorniho potencialu sulfonamidové a alko-
holové funkéni skupiny odrazejici se na celkové vyssi reaktivité triazi-

68



VYSLEDKY A DISKUZE

nu. (Havrankova, Calkovska, Padrtova, Csollei, Opatrilova, & Pazdera,

2020)
Tab. 5: Pirehled trisubstituovanych produktia 3A-K

Nazev n R! R? M, Reakéni | VytéZnost
[g/mol] cas reakce [%]
[hod]
3A 0 NH(CH;),OH H 531,59 76 45,40
3B 1 | NH(CH;),OH H 545,62 76 47,47
3C 2 NH(CH;),OH H 559,65 76 41,34
3D 0 | NH(CH;);OH H 545,62 76 43,51
3E 1  NH(CH);OH H 559,65 76 36,00
3F 2 NH(CH;);OH H 573,67 76 37,83
3G 0 NH(CH;),OH OCH; 561,62 64 22,10
3H 1 | NH(CH;),OH OCH;3; 575,64 64 6,25
3Ch 2 NH(CH;),OH OCH; 589,67 64 20,23
31 0  NH(CH;);OH OCH; 575,64 36 17,50
3J 1 NH(CH;);OH OCH;3; 589,67 36 5,06
3K 2  NH(CHy);0OH OCH; 603,70 36 11,56

6.5 Méreni antioxidacni aktivity pomoci ABTS

Antioxida¢ni aktivita produktli 3A-K byla stanovena metodou vyuZzivaji-
ci kation radikal ABTS *, ktera se obecné radi mezi jednu z nejpouZziva-
néjsich metod. Ve vyzkumu byla metoda ABTS jiZ vyuZita pro stanoveni
antioxidacni aktivity podobnych sloucenin, jako jsou ty studované v této
praci, zaloZenych na s-triazinovém skeletu, obsahujicich rovnéz chalko-
nové a benzensulfonamidové motivy, popf. jiné.. (Miguel-Chavez, 2017)
(Gonzalez, Pota, Su Turan, da Costa, Akkaraju, & Green, 2017)
(Havrankova, Calkovska, Padrtova, Csollei, Opattilova, & Pazdera, 2020)
(Gharat, Prabhu, & Khambete, 2022) Podrobna metodika je uvedena
v kapitole 7.6. Kazdé méreni bylo provedeno tiikrat a ziskané vysledky
byly statisticky vyhodnoceny. Vysledky, tedy % antioxida¢ni aktivity,
testovanych latek jsou uvedeny v Tab. 6.

U vSech produktii dosahovala stanovena antioxidacni aktivita
srovnatelnych hodnot. To je ziejmé zplisobeno vyraznou strukturni
podobnosti testovanych latek. O néco vySsi aktivitu vykazuji derivaty
s methoxy-skupinou navazanou na chalkonovém motivu. Ziejmé je to
zpusobeno vyssi reaktivitou kyslikaté funkéni skupiny (oproti samo-
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statnému benzenovému jadru), a tedy vétsi ochotou vstupovat do inter-
akce s radikalem. Pri zhaSeni navic u téchto sloucenin dochazi ke stabi-
lizaci konjugovanym systémem. (Havrankova, Calkovska, Padrtova,
Csollei, Opatrilova, & Pazdera, 2020) (Lolak, Boga, Tuneg, Karakoc,
Akocak, & Supuran, 2020)

Nepatrné vyssi aktivita byla také pozorovana u derivatl s kratSim
hydroxyalkylaminovym substituentem a s krat$im alkylovym linkerem
mezi benzensulfonamidovou funk¢ni skupinou a s-triazinovym skele-
tem, resp. zcela bez alkylového linkeru. Delsi alkylovy linker mtZze
v tomto pripadé sniZovat stabilizacni schopnosti dané struktury vstupu-
jici do interakce s radikdlem, coZ miiZe sniZovat celkovy antioxidac¢ni
potencial.

Tab. 6: Antioxidac¢ni aktivita produkta 3A-K.

, 1-103 [%] 1-104[%]

Latka 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
31 82,1+0,10 @ 82,8+0,02 83,4+0,01 @ 81,2+0,06 @ 81,3+0,02 81,4+0,01
3] 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 askorbova; T = trolox

U vzorkli o koncentraci ¢ = 1 - 10-3 byla stanovena vyssi antioxi-
dac¢ni aktivita neZ v pripadé koncentrace 1 - 10-4,coZ odpovida predpo-
kladiim. V pribéhu méreni doslo k mirnému nartstu aktivity v prvnich
péti minutach, a to az o 2 %. Béhem dalsi ptl hodiny nebyl pozorovan
vyraznéjsi naruist, nebyla proto jiZ stanovovana antioxidacni aktivita po
1 hod.
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ABTS,c=1-103 M

120,00%

100,00%

80,00% -
B 0 min

60,00% - .
¥ 5 min

40,00% - 30 min

20,00% -

0,00% -

Stanovované roztoky o koncentraci ¢ = 1 - 10-4 vykazovaly jesté
nizsi zménu antioxidacni aktivity v pribéhu casu, mezi 0. a 30. min do-
Slo k nartistu max. o 0,5 %. Proto rovnéz nebyla métena aktivita po 1
hod.

ABTS,c=1-10%*M

120,00%

100,00%

80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

0,00%

3A 3B 3C 3D 3E 3F 3G 3H3Ch 31 3] 3K AA T

Ve srovnani s pouzitymi standardy troloxem (83,9 % v ¢ase 0 min,
¢ = 10-* M) a kyselinou askorbovou (99,6 % v ¢ase 0 min, c = 10-* M)
jsou testované latky slabsimi antioxida¢nimi ¢inidly (78,8-82,3 % v Case
0 min, ¢ = 10-4 M), ptesto je vSak jejich antioxidac¢ni potencial zjevny. Ze
ziskanych vysledkli zaroven muiiZzeme vyvodit, Ze antioxidacni efekt sta-
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novenych latek je témér okamZity (aktivita v ase 0 min). Testované
latky jsou tak predlohami vhodnymi pro dalsi strukturni modifikace za
Ucelem zvyseni antioxida¢ni aktivity a budou predmétem dalSiho vy-
zkumu.

6.6 Meéreni antibiotické aktivity

Stanoveni antimikrobiotické aktivity syntetizovanych produkti 3A-K
v¢. chalkonovych meziproduktii bylo provedeno na Ustavu molekularni
biologie Farmaceutické fakulty Masarykovi univerzity v Brné, tymem
Ing. Marcely Nejezchelbové (Barbora Hajkov4, Daniela Cipova).
Minimdalni inhibi¢ni koncentrace byla stanovena proti mikrobim
Enterococcus faecium (ECFM) a Enterococcus faecalis (ECFS) citlivych i
rezistentnich viici vankomycinu, viz Tab. 7 a Tab. 8. Rezistentni kmeny
byly oznaceny zkratkou ,VRE“. VSechny mikrobidlni kmeny byly ziska-
ny z Mikrobiologického ustavu Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné.

Jako standard byl zvolen vankomycin.
Tab. 7: Antimikrobioticka aktivita produkti 3A-K a chalkonovych meziproduk-

th proti ECFM.
ECFM VIII 92
Latka ECFMn+W | ECFMVIII20 ECFMVIII69 ECFMVIII77 VRE
3A NT NT NT NT >128 pg/ml
3B NT NT NT NT >128 pg/ml

3C >128 pg/ml >128 ug/ml  >128 pug/ml >128 pg/ml 64 png/ml
3D >128 pg/ml >128 ug/ml | >128 pg/ml >128 pg/ml |~ 128 pg/ml

3E NT NT NT NT >128 pg/ml
3F NT NT NT NT >128 nug/ml
3G NT NT NT NT NT
3H NT NT NT NT NT
3CH NT NT NT NT >128 nug/ml
31 NT NT NT NT >128 ng/ml
3] NT NT NT NT NT
3K NT NT NT NT NT
Ch1 NT NT NT NT >128 ng/ml
Ch2 NT NT NT NT >128 nug/ml
\% >128 pg/ml 1 pg/ml 8 ug/ml 1 pg/ml >1024 pg/ml

ECFM = Enterococcus faecium; V = vankomycin; NT = netestovano
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Slaba antimikrobioticka aktivita proti VRE kmenu Enterococcus
faecium byla pozorovana u produkti 3C a 3D. Inhibi¢ni koncentrace
téchto derivatl byla ve srovnani se standardem vankomycinem adové
niz$i. Zadna aktivita nebyla nalezena u chalkonovych meziprodukt Ch1
a Ch2. Lze se tedy domnivat, Ze pro biologicky ucinek je zadsadni kombi-
nace chalkonového motivu s dal$imi substituenty pritomnymi na triazi-
novém jadre.

Tab. 8: Antimikrobioticka aktivita produktii 3A-K a chalkonovych meziproduk-

th proti ECFS.
Litika ECFSVII ECFSVNI ECFSVII ECFSVII ECFS201 ECFS202 ECFS 203
31 32 63 64 VRE VRE VRE
3A NT >128 NT NT NT NT NT
pg/ml
3B NT >128 NT NT NT NT NT
pg/ml
3c >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
3D >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
>128
3E NT NT NT NT NT NT
pg/ml
3F NT >128 NT NT NT NT NT
pg/ml
3G NT >128 NT NT NT NT NT
pg/ml
>128
3H NT NT NT NT NT NT
pg/ml
>128
3CH NT NT NT NT NT NT
pg/ml
>128
31 NT NT NT NT NT NT
pg/ml
3J NT >128 NT NT NT NT NT
pg/ml
>128
3K NT NT NT NT NT NT
pg/ml
Ch1 NT >128 NT NT NT NT NT
pg/ml
Ch2 NT >128 NT NT NT NT NT
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pg/ml

128 256 1024
wg/ml PPl g/ml
ECFS = Enterococcus faecalis; V = vankomycin; NT = netestovano

U Zadného produktu ani chalkonového meziproduktu nebyla pozo-

rovana antimikrobioticka aktivita proti kmentim Enterococcus faecalis.
Vzhledem Kk omezené nabidce syntetizovanych derivati nelze
z vysledkli méreni odvodit Zadny vztah struktury a ucinku. Nalez urcité
antimikrobiotické aktivity proti jednomu kmeni VRE je vSak slibny, bylo
by proto vhodné pokracovat ve vyzkumu timto smérem a syntetizovat
dalSi nové derivaty. To by umoznilo ovérit vliv jednotlivych struktur-
nich motivli na antimikrobiotickou aktivitu.

2pg/ml 2pg/ml - 4pg/ml
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7 Experimentalnicast

7.1 Obecnéinformace

VSechny pouZité chemikalie, komercné dostupné, byly pouZity bez dalsi
purifikace: kyselina chlorovodikova (HCI) 35 %, p.a. - Lach-Ner; hydro-
genuhlic¢itan sodny (NaHCO3), p.a. - Lach-Ner; hydroxid sodny (NaOH) -
Lach-Ner; kyselina para-toluensulfonova (PTSA) - Sigma Aldrich; kyse-
lina sirova (H2S04) - Lach-Ner; bezvody uhlic¢itan draselny (K2C03) -
Lach-Ner; ethanol 96 % - Lihovar Kojetin; methanol, p.a. - Lach-Ner;
hexan, p.a. - Lach-Ner; aceton - Sigma Aldrich; N,N-dimethylformamid
(DMF) - Sigma Aldrich; dichlormethan (DCM) - Sigma Aldrich; ethyl-

acetat; 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 (detek¢ni roztok pripraveny smichanim ni-
nhydrinu, n-butanolu, kyseliny octové a ciSténé vody); Cisty jod 12 -
Sigma Aldrich; bezvody DMSO-de, 99,9 atom % D - Sigma Aldrich.

Ke sledovani pribéhu jednotlivych reakci byla pouZita tenkovrstva
chromatografie (TLC). Vzorky byly nanaseny na hlinikové f6lie Kieselgel
60 F254 (Merck, Darmstadt, Némecko) a detekovany pomoci UV zareni o
vlnové délce 254 nm (UV-lampa Camag, Svycarsko). Ke zviditelnéni
primarnich amino-skupin byl pouZit roztok ninhydrinu, ktery tvoftilo
0,2 g ninhydrinu, 100 ml n-butanolu, 0,5 ml CH3COOH a 4,5 ml ¢iSténé
vody; detekce probihala za zvySené teploty 180 °C. Dale byly pouzity
pary pevného jodu I2. Vyvijeci soustava se liSila v jednotlivych fazich
substituce s-triazinu - pro monosubstituované derivaty ji byl metanol,
pro disubstituované a trisubstituované derivaty smés hexanu a ethyl-
acetatu v poméru 1:3. Pro detekci chalkonli byl vybran jako mobilni
faze DCM.

U konec¢nych produktii byla stanovena teplota tani pomoci bloku
Kofler hot-plate apparatus HMK (Franz Kiistner Nach KG, Drazd’any,
Némecko), pricemZ naméiené hodnoty nebyly dale korigovany. Produk-
ty byly dale analyzovany nuklearni magnetickou rezonanci (NMR), a to
na pristroji JNM-ECZ400R FT-NMR spectrometr 9.39 T (399,78 MHz
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pro 1Ha 100,53 MHz pro 13C; Jeol Resonance, Tokyo, Japonsko) vybave-
nym 5 mm High Sensitivity PulseField Gradient Autotune™ sondou.
Chemické posuny (8) ppm byly referovany k poloze vnitiniho standar-
du tetramethylsilanu. Chemické posuny pouzitého deuterovaného roz-
poustédla DMSO-d¢ jsou 2,5 ppm pro 1H a 39,5 ppm pro 13C. Méfeni
probihalo za teploty 30 °C a ziskana spektra byla analyzovana pomoci
specializovaného softwaru Delta 5.2.1 (Jeol Resonance, Tokyo, Japon-
sko).

Infracervena spektroskopie (IR) byla u produktii provedena za po-
uziti pristroje Nicolet Impact 410 FT-IR pomoci iD7 ATR optického mo-
dulu s monolytickym diamantovym ATR krystalem. Spektra byla méte-
nav rozsahu 4 000-400 cm1 a analyzovana v programu Omnic software
v.8.3 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).

Antioxidacni aktivita byla stanovena métfenim UV-VIS spektrosko-
pie na spektrofotometru Agilent/HP 8453 Spectrophotometer UV-
Visible G1103A, ktery disponuje diodovym polem (tzv. PDA - Photodio-
de Array), diky cemuZ lze snimat absorbanci viditelného a ultrafialové-
ho svételného spektra soucasné. Absorpce byla méfena pri vinovych
délkach 480,650,734, 740 a 754 nm, priCemZ absorptni maximum bylo
snimano pri vinové délce 754 nm. Svétlo bylo absorbovano radikalem
ABTS* , ktery byl zhasen produkty 3A-K oproti standardiim kyseliné
askorbové a troloxu (Sigma Aldrich). Vysledky byly vyhodnoceny po-
moci softwaru Instrument 1 Online.

7.2 Metodicky postup syntézy monosubstituovaného s-
triazinu

Substituci atomu chloru na 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazinu v bazickém
prostfedi hydroxidu sodného byly pripraveny slouCeniny 1A-C.
V trojhrdlé barice s kulatym dnem bylo ochlazeno 25 ml acetonu na le-
dové lazni na teplotu < 5 °C. Po sniZeni teploty rozpoustédla pod 5 °C
bylo po castech prisypano 0,925 g (5 mmol) 2,4,6-trichloro-1,3,5-
triazinu. V kadince vedle bylo rozpusSténo 5 mmol aminobenzensulfo-
namidového derivatu v 25 ml acetonu (aminobenzensulfonamid 0,86 g;
4-aminomethylbenzensulfonamid 0,931 g; 4-
aminoethylbenzensulfonamid 1,0 g). Smés byla kvantitativné prenesena
do prikapavaci nalevky s vyrovnavanim tlaku, a po ustaleni teploty re-
akeéni smési kolem 0 °C byl roztok postupné prikapan do smési. (Garaj
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V., a dalsi, 2004) (Carta, a dalsi, 2011) (Saluja, Tiwari, Vullo, & Supuran,
2014) (Cascioferro S., a dalsi, 2017)

Mezitim byl pripraven roztok hydroxidu sodného rozpusténim
0,20 g (5 mmol) hydroxidu sodného v 3 g ciSténé vody. Roztok baze byl
prikapan do reakcni smési, ktera byla nasledné jesté hodinu michana za
teploty 0 °C, pricemz pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC.
(Carta, a dalsi, 2011) (Havrankovd, Csoéllei, Vullo, Garaj, Pazdera, &
Supuran, 2018)

Po dokonceni reakce byla reakéni smés vysrazena na 150 g drce-
ného ledu a zfiltrovana na sklenéné frité za opakovaného promyti desti-
lovanou vodou. Produkt byl 24 hod suSen na Petriho misce
v horkovzdus$né susarné pri teploté 70-80 °C, poté byl rekrystalizovan
z acetonu nasledujicim zptisobem: Produkt byl rozpustén ve 400 ml
acetonu za pouZiti ultrazvuku, vysrazen na 400 g drceného ledu, zfiltr o-
van na sklenéné frité a suSen na Petriho misce v exsikatoru do kon-
stantni hmotnosti.

7.21 Charakteristika syntetizovanych produktt 1A-C
Vsechny popsané vlastnosti syntetizovanych produkti byly ve shodé

s diive publikovanymi vysledky a s citacemi uvedenymi v této praci.

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

]
W :,'-_:D

S
kY
HN

s
PSS
Cl M Cl

C9oH7Cl2Ns02S, Mr = 320,15 g/mol, bila krystalicka latka, t. t.: 192-
194 °C, 17,89 % vytézek

1H-NMR 6n (ppm, 400 MHz, DMSO-d¢): 10,80 (3H, br s, NH, NHz),
7,71 (2H, d, ] = 8,0 Hz, CHarom), 7,62 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom); 13C-NMR
6c (ppm, 100 MHz, DMSO-de¢): 169,4 (Ctriaz-Cl), 154,7 (Ctriaz-NH), 140,6
(Carom-NH), 139,7 (Carom-Ssuif), 127,5 (CHarom), 120,8 (CHarom); IR: Vmax
(cm-1) 3294, 3210 (NH), 1621 (C=Carom), 1494, 1388, 1157 (SO2NHz)

77



EXPERIMENTALNI CAST

4-{[(4,6-dichloro-1,3,5-triazin-2-yl)amino ] methyl}benzen-1-sulfonamid
(1B)

HMN

P
g
Cl N Cl
C10H9CI2Ns502S, My = 334,18 g/mol, bila krystalicka latka, t. t.: 208-
210 °C, 44,86 % vytézek
1H-NMR 6y (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 10,2 (3H, br s, NH, NH2),
7,76 (2H, d, ] = 8,0 Hz, CHarom), 7,64 (2H, d, J = 8,0 Hz, CHarom), 4,41 (2H,
d, /] = 7,9 Hz, CH2); 13C-NMR 6¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-dé): 169,5 (Ctriaz-
Cl), 166,0 (Ctriaz-NH), 143,3 (Carom-CH2), 141,9 (Carom-Ssuf), 128,1

(CHarom), 126,3 (CHarom), 4‘4‘,1 (CHZ), IR: Vmax (Cm'I) 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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C11H11CI2Ns0z2S, Mr = 348,21 g/mol, bila krystalicka latka, t. t.: 299-
301 °C, 83,33 % vytézek

IH-NMR 6 (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 10,49 (3H, br s, NH, NH2),
7,80 (2H, d,J = 8,0 Hz, CHarom), 7,74 (2H, d, ] = 8,0 Hz, CHarom), 3,48 (2H,
t,/ = 7,8 Hz, NHCH2CH2), 3,01 (2H, t, / = 7,8 Hz, NHCH2CH2); 13C-NMR &¢
(ppm, 100 MHz, DMSO-ds): 169,8 (Ctriaz-Cl), 166,4 (Ctriaz-NH), 143,4
(Carom-CH2CHz2), 142,8 (Carom-Ssuif), 130,1 (CHarom), 126,2 (CHarom), 42,3
(NHCH2CH2), 33,8 (NHCH2CH2); IR: vmax (cm1) 3316, 3026 (NH), 1603
(C=Carom), 1239, 1146 (SO2NH2)

7.3 Metodicky postup syntézy disubstituovaného s-
triazinu

Substituci druhého atomu chloru monosubstituovanych produkti byly
pripraveny latky 2A-F. Reakce probihala v ekvimolarnim mnoZstvi re-
aktantli za laboratorni teploty. V Sirokohrdlé barice s plochym dnem
bylo rozpusténo 5 mmol monosubstituovaného s-triazinu (1A 1,601 g;
1B 1,671 g; 1C 1,741 g) v 50 ml dimethylformamidu (DMF).

Po Uplném rozpusténi bylo k reakéni smési po ¢astech pridano
0,691 g (5 mmol) uhli¢itanu draselného s nékolikaminutovym rozestu-
pem mezi jednotlivymi davkami. Po pridani posledni ¢asti byla smés
michdna 10 min za laboratorni teploty a nasledné bylo prikapano 5
mmol aminoalkoholu (aminoethanol 302,0 ul; aminopropanol 386,0 pl).
Poté byla reak¢ni smés michana 72 hod za laboratorni teploty. Pribéh
reakce byl kontrolovan pomoci TLC. (Carta, a dalsi, 2011) (Havrankova,
Csollei, Vullo, Garaj, Pazdera, & Supuran, 2018)
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Po dokonceni reakce byla reakéni smés nejprve zfiltrovana na
sklenéné frité pro odstranéni baze, teprve poté byla vysraZena na 150 g
drceného ledu a ponechana za laboratorni teploty do uplného rozpus-
téni ledu. Filtraci na sklenéné frité byl ziskan prvni podil produktu, kte-
ry byl susen na Petriho misce v exsikatoru. Mate¢ny louh byl odparen
na rotacni vakuové odparce (RVO) témér do sucha.

Zahusténa smés byla vysraZena isopropylalkoholem a tyden chla-
zena pri 2-8 °C pro maximalni vysraZeni druhého podilu produktu, jenz
byl ziskan filtraci na sklenéné frité a nasledné susen na Petriho misce
v exsikatoru. Novy matecny louh byl znovu odpaien na RVO na 1/3 pt-
vodniho objemu, poté byl vysrdZen na 100 g drceného ledu a 24 hod
chlazen za teploty 2-8 °C. Treti podil produktu byl opét zfiltrovan na
sklenéné frité a suSen na Petriho misce v exsikatoru.

7.3.1 Charakteristika syntetizovanych produktt 2A-F

Vsechny popsané vlastnosti syntetizovanych produkti byly ve shodé
s drive publikovanymi vysledky a s citacemi uvedenymi v této praci.

4-({4-chloro-6-[(2-hydroxyethyl)amino]-1,3,5-triazin-2-
yl}amino)benzensulfonamid (2A)
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C11H13CIN6O3S, Mr = 344,78 g/mol, bila krystalicka latka, t. t.: 231-
233 °C, 85,85 % vytézek

1H-NMR 61 (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 8,99 (5H, br s, NH, OH, NH?2),
7,74 (2H, d, ] = 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, CH2CH20H), 3,29-3,23 (2H, m, CH2CH20H);
13C-NMR 6c¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-ds): 169,2 (Ctriaz-Cl), 168,4 (Ctriaz-
Nalk), 167,0 (CtriaZ'Nsulf), 14'4,6 (Carom'NH), 142,1 (Carom‘ssulf), 128,2
(CHarom), 127,1 (CHarom), 60,1 (CH2CH20H), 44,2 (CH2CH20H); IR: Vmax
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(cm1) 3352 (NH, OH), 2938 (CHz-aif), 1629 (C=Carom), 1392, 1158
(SO2NH2)

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

i
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C12H15CIN6O3S, Mr = 358,80 g/mol, bila krystalicka latka, t. t.: 225-
227 °C, 65,77 % vytézek

1H-NMR 6y (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 7,74 (2H, d, J = 8,1 Hz
CHarom), 7,42 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 4,61 (5H, s, NH, OH, NHz), 4,47
(2H, s, CHz), 3,61-3,58 (2H, m, CH2CH:0H), 3,28-3,26 (2H, m,
CH2CH20H); 13C-NMR &¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-de): 168,5 (Ctriaz-Cl),
165,5 (Ctriaz'Nsulf), 162,5 (CtriaZ'Nalk), 143,9 (Carom'CHZ), 143,3 (Carom'
Ssulf), 128,1 (CHarom), 126,2 (CHarom), 59,7 (CHZQHZOH), 43,4 (CHZ), 36,9
(CH2CH20H); IR: Vmax (cm-1) 3397 (NH, OH), 3247, 2946 (CHz-ai), 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)

81



EXPERIMENTALNI CAST

HN

N|)"““\-N
HDWNHJ\N';\m

C13H17CIN603S, Mr = 372,83 g/mol, bila krystalicka latka, t. t.: 126-
128 °C, 69,23 % vytézek

1H-NMR 61 (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 8,34 (5H, br s, NH, OH, NH?2),
7,74 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,41 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 3,48-3,36
(2H, m, CH2CH20H), 3,21-3,18 (2H, m, NHCH2CHz2), 3,09-3,07 (2H, m,
CH2CH20H), 3,03-3,00 (2H, m, NHCH2CH2); 13C-NMR 6¢ (ppm, 100 MHz,
DMSO-d6): 168,5 (Ctriaz'Cl), 166,0 (Ctriaz'Nalk), 163,0 (Ctriaz‘Nsulf), 143,8
(Carom-CH2CHz2), 143,1 (Carom-Ssuif), 127,9 (CHarom), 126,2 (CHarom), 59,2
(CH2CH20H), 44,2 (NHCH2CH?2), 43,4 (CH2CH20H), 36,1 (NHCH2CH?); IR:
vmax (cm1) 3258, 3085 (NH, OH), 2937 (CHz-aiif), 1513 (C=Carom), 1471,
1327,1156 (SO2NH2)

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

C12H15CIN6O3S, Mr = 358,80 g/mol, bila krystalicka latka, t. t.: 220-
222 °C, 79,71 % vytézek

1H-NMR 6&# (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 10,3 (5H, br s, NH, OH, NHz),
7,69 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,18 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 4,48-4,46
(2H, m, CH2CH2CH20H), 3,45-3,41 (2H, m, CH2CH2CH20H), 1,65-1,60
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(2H, m, CH2CH2CH20H); 13C-NMR 6¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-ds): 168,5
(CtriaZ'CD, 165,8 (Ctriaz'Nalk), 164’,9 (CtriaZ'Nsulf), 142,5 (Carom'Nsulf), 138,4
(Carom‘Ssulf), 127,0 (CHarom), 119,5 (CHarom), 58,9 (CHZCHZQHZOH), 41,1
(CH2CH2CH20H), 32,8 (CH2CH2CH20H); IR: vmax (cm1) 3308, 3251, 3111
(NH, OH), 2940 (CHz-aiif), 1517 (C=Carom), 1386, 1324, 1150 (SO2NH2)

4-[({4-chloro-6-[(3-hydroxypropyl)amino]-1,3,5-triazin-2-
yl}amino)methyl]benzensulfonamid (2E)
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C13H17CIN6O3S, Mr = 372,83 g/mo], bila krystalicka latka, t. t.: 213-
215 °C, 91,74 % vytézek

1H-NMR &H (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 8,38 (5H, br s, NH, OH, NHz),
7,43 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,24 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 4,45 (2H,
s, CH2), 3,24-3,21 (2H, m, CH2CH:CH:0H), 2,84-2,79 (2H, m,
CH2CH2CH20H), 1,61-1,58 (2H, m, CH2CH2CH20H); 13C-NMR 6c¢ (ppm,
100 MHz, DMSO-de): 168,2 (Ctriaz-Cl), 166,0 (Ctriaz-Naik), 162,9 (Ctriaz-
Nsuf), 143,8 (Carom-CH2), 143,1 (Carom-Ssuf), 127,9 (CHarom), 126,2
(CHarom), 59,5 (CH2CH2CH20H), 43,7 (CHz), 38,1 (CH2CH2CH20H), 32,0
(CH2CH2CH20H); IR: vmax (cm1) 3242, 3088 (NH, OH), 2946 (CHz-aiif),
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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C14H19CIN603S, Mr = 386,86 g/mol, bila krystalicka latka, t. t.: 226-
228 °C, 87,38 % vytézek

1H-NMR 61 (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 8,53 (5H, br s, NH, OH, NH?2),
7,70 (2H, d, ] = 8,0 Hz, CHarom), 7,39 (2H, d, ] = 8,0 Hz, CHarom), 4,39-4,37
(2H, m, CH2CH2CH20H), 3,55-3-53 (2H, m, NHCH2CH3), 2,84-2,82 (2H,
m, CH2CH2CH20H), 2,45-2,41 (2H, m, NHCH:CHz), 1,19-1,13
(CH2CH2CH20H); 13C-NMR 6c¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-ds): 166,3 (Ctriaz-
Cl), 165,1 (CtriaZ'Nalk), 164,7 (CtriaZ'Nsulf), 146,4 (Carom'CHZCHZ), 142,2
(Carom-Ssuif), 127,6 (CHarom), 125,9 (CHarom), 59,6 (CH2CH2CH20H), 43,6
(NHCH2CH2), 389 (CH2CH2CH20H), 33,4 (NHCH:2CH2), 32,8
(CH2CH2CH20H); IR: vmax (cm-1) 3250, 3097 (NH, OH), 2937 (CHz-aiif),
1547 (C=Carom), 1407, 1303, 1154 (SO2NH2)

7.4 Metodicky postup syntézy chalkonovych substituentu

Kondenzacni reakci aldehydu a ketonu byly ptripraveny dva chalkonové
meziprodukty, které byly dale pouZity v substituci tiettho atomu chloru
2,4,6-trichloro-1,3,5-triazinu. ~ Vychozi latky reagovaly v non-
ekvimolarnim mnoZstvi za bazické katalyzy. (Santos, a dalsi, 2017)

V Sirokohrdlé barice s kulatym dnem bylo rozpusténo 0,6762 g 4-
aminoacetofenonu (5 mmol) v 25 ml metanolu, a poté bylo pridano 5,75
mmol (1,15 ekv. latkového mnozZstvi 4-aminoacetofenonu) prislusného
aldehydu (benzaldehyd 0,6104 g, 4-methoxybenzaldehyd 0,7824 g).
V dal$im kroku byl k reakéni smési ochlazené na 0-5 °C pridan 1 ml 20
% NaOH (5 mmol). Nasledné byla reakéni smés michana za stalého
chlazeni po dobu 5 hod a dalsich 5 hod byla smés michana za labora-
torni teploty. (Tristao, Campos-Buzzi, Correa, Cruz, Filho, & Cruz, 2012)

84



EXPERIMENTALNI CAST

(Chintakrindi, Gohil, Kothari, Chowdhary, & Kanyalkar, 2018) (Abbas,
El-Hafeez, Shoman, Montano, & Hassan, 2018)

Reak¢ni smés byla neutralizovana 1M HCI do neutralniho pH na
lakmusovém papirku. Produkt byl z reak¢ni smési ziskan vysrazenim na
150 g drceného ledu s naslednou filtraci na filtra¢nim papire pres
Biichnerovu nalevku. (Tristao, Campos-Buzzi, Correa, Cruz, Filho, &
Cruz, 2012) (Abbas, El-Hafeez, Shoman, Montano, & Hassan, 2018)

Cisténi produktii bylo provedeno rekrystalizaci, kdy byl produkt
rozpus$tén v 50 ml etanolu za pouZiti ultrazvuku, vysraZen na 180 g dr-
ceného ledu a zfiltrovan na filtra¢nim papire pres Biichnerovu nalevku.
Produkt byl suSen na Petriho misce za laboratorni teploty.

741 Charakteristika syntetizovanych chalkonovych
substituentt

VsSechny popsané vlastnosti syntetizovanych produktii byly ve shodé
s drive publikovanymi vysledky a s citacemi uvedenymi v této praci.

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

O

H,N l ‘

C1sH13NO, My = 223,27 g/mol, svétle Zluta pevna latka, t. t.: 155-157
°C, 87,21 % vytézek

IH-NMR 6x (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 8,31 (2H, br s, NHz), 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, ] = 15,1 Hz,
CHCHCO); 13C-NMR é¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-ds): 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-C0O), 121,8 (CHarom), 120,0 (CHarom), 114,7
(CHCHCO); IR: vmax (cm1) 3358 (NH2), 1581 (CO), 1560 (C=Carom)

1-(4-aminofenyl)-3-(4-methoxyfenyl)-2-propen-1-on (Ch2)
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C16H1sNO2, Mr = 253,30 g/mol, svétle oranZova pevna latka t. t.: 81-
83 °C, 71,06 % vytézek

IH-NMR &4 (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 8,15 (2H, d, J = 8,5 Hz,
CHarom), 7,81 (ZH, d, ] = 8,5 HZ, CHarom), 7,79 (1H, d, ] = 15,1 HZ,
CHCHCO), 7,32 (1H, d, J = 15,1 Hz, CHCHCO), 7,05 (2H, d, /] = 8,5 Hz,
CHarom), 6,52 (ZH, d, ] = 8,5 Hz, CHarom), 6,03 (ZH, S, NHZ), 3,82 (3H, S,
OCH3); 13C-NMR 8¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-ds): 188,6 (CO), 161,6 (Carom-
OCH3), 1544 (Carom-NH2), 142,5 (CHCHCO), 135,3 (CHarom), 1314
(CHarom), 126,2 (CHCHCO), 121,7 (Carom-CO), 120,6 (Carom-CH), 115,4
(CHarom), 113,4 (CHarom), 55,8 (CH3), IR: Vmax (cm'l) 3345, 3320 (NHZ),
1627 (C0), 1595 (C=Carom), 1176 (OCH3)

7.5 Metodicky postup syntézy trisubstituovaného s-
triazinu

Substituci posledniho atomu chloru na disubstituovaném s-triazinu by-
ly vytvoreny produkty 3A-K. Disubstituovany meziprodukt, chalkon i
baze byly do reakce pridavany v ekvimolarnim mnozstvi.

1 mmol prislusného disubstituovaného triazinu byl rozpustén v 50
ml DMF v Sirokohrdlé bance s kulatym dnem, umisténé na varici
s automatickou magnetickou michackou. Po rozpusténi bylo pridano
0,1382 g (1 mmol) bezvodého K2CO3 a po 10 min byl pfiddn 1 mmol
odpovidajiciho chalkonu. Jakmile byla smés homogenné rozmichana,
byla zvysSena teplota na 110 °C a reakce ddle probihala pod refluxem pti
110 °C. (Havrankovd, Csollei, Vullo, Garaj, Pazdera, & Supuran, 2018)
(Havrankova, Calkovska, Padrtova, Csollei, Opatrilova, & Pazdera, 2020)
(Havrankova, a dalsi, 2021)

Pribéh reakce byl kontrolovan TLC. Po dokonceni reakce byla re-
akeéni smés zfiltrovana na frité pro odstranéni baze. Roztok byl odparo-
van do vysoké viskozity za pomoci RVO, vysrazen isopropylalkoholem a
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chlazen pri teploté 2-8 °C po dobu 7 dni pro maximalizaci vytézku. Vy-
sledny produkt byl ziskan filtraci na sklenéné frité a suSen na Petriho
misce v horkovzdus$né susarné pri teploté 70-80 °C.

7.5.1 Charakteristika syntetizovanych produkti 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)
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C26H25N704S, My = 531,59 g/mol, svétle Zluta krystalicka latka, t. t.:
252-255 °C, 45,40 % vytézek

1H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-ds): 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, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,54 (1H, d, J =
15,5 Hz, CHCHCO), 7,49 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,37 (2H, d, ] = 8,1 Hz,
CHarom), 7,29-7,26 (3H, m, CHarom), 3,47-3,45 (2H, m, CH2CH20H), 3,31-
3,27 (2H, m, CH2CH20H); 3C-NMR 8¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-ds): 189,0
(CO), 169,1 (Ctriaz'Nchalk), 168,3 (CtriaZ'Nalk), 167,1 (Ctriaz'Nsulf), 145,2
(Carom‘Nsulf), 14‘4‘,3 (Carom‘Ssulf), 143,6 (Carom'Nchalk), 142,8 (Qarom‘COJ,
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 (CH2CH20H), 45,1 (CH2CH20H); IR: vmax (cm1)
3344 (NH, OH, NHz), 2944 (CHz-aif), 1649 (CO), 1128 (OCHs), 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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C27H27N704S, Mr = 545,62 g/mol, Zlutobila krystalicka latka, t. t.
203-205 °C, 47,47 % vytézek

1H-NMR 64 (ppm, 400 MHz, DMSO-ds): 8,87 (6H, br s, NH, OH, NH2),
7,93 (ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarom), 7,85 (_ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarom), 7,76 (1H,
d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,64 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,54 (1H, d, ] =
15,5 Hz, CHCHCO), 7,48 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,42 (2H, d, ] = 8,1 Hz,
CHarom), 7,28 (3H, m, CHarom), 4,49 (2H, s, CH2NH), 3,67-3,64 (2H, m,
CH2CH20H), 3,31-3,27 (2H, m, CH2CH20H); 13C-NMR &¢ (ppm, 100 MHz,
DMSO-de): 189,2 (CO), 168,4 (Ceriaz-Ncha), 167,3 (Ceriaz-Nan), 166,7
(CtriaZ'Nsulf), 145,1 (Qarom'CHZNH), 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 (CH2CH20H), 44,2 (CH2-
Nsuif), 36,4 (CH2CH20H); IR: vmax (cm-1) 3342 (NH, OH, NH2), 1670 (CO),
1133 (OCH3), 1499, 1398, 1341 (SO2NHz)

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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C28H29N704S, M = 559,65 g/mol, svétle hnéda krystalicka latka, t. t.:
197-199 °C, 41,34 % vytézek

1H-NMR 8u (ppm, 400 MHz, DMSO-ds): 7,96 (2H, d, J = 8,1 Hz,
CHarom), 7,84 (ZH, d, ] = 8,1 HZ, CHarom), 7,75 (1H, d, ] = 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,] = 8,1 Hz, CHarom), 7,36 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom),
7,29-7,27 (3H, m, CHarom), 3,68-3,63 (2H, m, CH2CH20H), 3,45-3,42 (2H,
m, CH2CH2NH), 3,26-3,21 (2H, m, CH2CH20H), 3,17-3,14 (2H, m,
CH2CHzNH); 13C-NMR 6¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-de): 189,2 (CO), 168,3
(Ctriaz'Nchalk), 166,1 (Ctriaz'Nalk), 165,9 (Ctriaz'Nsulf), 14‘5,0 (Carom'
CH2CH2NH), 144,1 (Carom-Ssuif), 143,7 (Carom-Nchak), 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),
1174 (CHCHCO), 58,6 (CH2CH:0H), 44,3 (CH2CH2NH), 43,1
(CH2CH20H), 36,3 (CH2CHzNH); IR: vmax (cm-1) 3343 (NH, OH, NH2),
2930 (CHz-ai), 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)

89



EXPERIMENTALNI CAST

O
N §CJ

S
\
HN 0
HO NH M MH

C27H27N704S, My = 545,62 g/mol, Zluta krystalicka latka, t. t.: 225-
227 °C, 43,51 % vytszek

1H-NMR 64 (ppm, 400 MHz, DMSO-ds): 8,06 (6H, br s, NH, OH, NHz),
7,91 (ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarom), 7,82 (ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarom), 7,74 (1H,
d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,60 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,54 (1H, d, ] =
15,5 Hz, CHCHCO), 7,39 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,36 (2H, d, ] = 8,1 Hz,
CHarom), 7,29-7,25 (3H, m, CHarom), 4,36-4,33 (2H, m, CH2CH2CH20H),
3,58-3,56 (2H, m, CH2CH2CH20H), 1,74-1,70 (2H, m, CH2CH2CH20H);
13C-NMR 6c¢ (ppm, 100 MHz, DMSO0-ds): 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 (garom'CO), 141,1 (CHQHCO), 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 (CHzCH:CH20H), 37,9 (CH2CH.CH:0H), 29,2
(CH2CH2CH20H); IR: Vimax (cm1) 3330 (NH, OH, NH2), 2944 (CHaz-aiif),
1649 (CO), 1128 (OCHs), 1495, 1397, 1226 (SO2NHz)

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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C28H29N704S, My = 559,65 g/mol, Zlutobila krystalicka latka, t. t.
214-216 °C, 36,00 % vytézek

1H-NMR 64 (ppm, 400 MHz, DMSO-ds): 8,01 (6H, br s, NH, OH, NH2),
7,97 (ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarOm), 7,82 (ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarom), 7,76 (1H,
d, J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,61 (2H, d, ] = 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, ] = 8,1
Hz), 7,33-7,31 (3H, m, CHarom), 4,57-4,55 (2H, m, CH2NH), 3,62-3,61 (2H,
m, CH2CH2CH20H), 2,96-2,95 (2H, m, CH2CH2CH20H), 1,79-1,75 (2H, m,
CH2CH2CH20H); 13C-NMR &¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-ds): 189,7 (CO),
168,1 (CtriaZ'Nchalk), 166,0 (CtriaZ'Nalk), 165,8 (CtriaZ'Nsulf), 145,6 (Qarom'
CH2NH), 144,2 (Carom-Ssuif), 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 (CH:CH2CH:0H), 443 (CH:NH), 37,6
(CH2CH2CH20H), 28,9 (CH2CH2CH20H); IR: Vinax (cm'?) 3329, 3290 (NH,
OH, NHz), 2933 (CHz-aif), 1656 (CO), 1133 (OCHs), 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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C29H31N704S, Mr = 573,67 g/mol, svétle hnéda krystalicka latka, t. t.:
222-225°C, 37,83 % vytézek

1H-NMR 61 (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 8,24 (6H, br s, NH, OH, NH?2),
7,96 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,83 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,74 (1H,
d, / = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,58 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,51 (1H,d, ] =
15,5 Hz, CHCHCO), 7,50 (2H, d, /] = 8,1 Hz, CHarom), 7,39 (2H, d, ] = 8,1 Hz,
CHarom), 7,08-7,03 (3H, m, CHarom), 4,59-4,55 (2H, m, CH2CH2NH), 3,69-
3,67 (2H, m, CH2CH2CH20H), 3,14-3,10 (2H, m, CH2CH2CH20H), 2,91-
2,87 (2H, m, CH2CH2NH), 1,89-1,88 (2H, m, CH2CH2CH20H); 13C-NMR 6¢
(ppm, 100 MHz, DMSO0-de): 189,3 (CO), 168,4 (Ctriaz-Nchalk), 165,7 (Ctriaz-
Nalk), 165,2 (Ctriaz'Nsulf), 145,3 (garom'CHZCHZNH), 144,2 (Carom'ssulf),
142,3 (Carom-Nchalk), 142,0 (Carom-C0O), 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
(CH2CH2CH20H), 44,6 (CH2CH2NH), 38,1 (CH2CH2CH20H), 33,0
(CH2CH2NH), 22,6 (CH2CH2CH20H); IR: vmax (cm-1) 3306 (NH, OH, NH?2),
2930 (CHz-aiif), 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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C27H27N70sS, My = 561,62 g/mol, béZova krystalicka latka, t. t.: 289-
292 °C, 22,10 % vytézek

1H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 8,15 (6H, br s, NH, OH, NHz),
8,04 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,99 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,79 (1H,
d, ] = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,65 (2H, d, ] = 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, ] = 8,1 Hz,
CHarom), 7,06 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 3,84 (3H, s, OCH3s), 3,44-3,39
(2H, m, CH2CH20H), 3,30-3,28 (2H, m, CH2CH20H); 13C-NMR 6&¢ (ppm,
100 MHz, DMSO-ds): 188,7 (CO), 169,4 (Ctriaz-Nchalk), 168,7 (Ctriaz-Nalk),
168,5 (Ctriaz'Nsulf), 162,7 (garom'OCH3), 152,6 (Carom'Nchalk), 144,8 (Carom-
Nsulf), 144,1 (Carom‘Ssulf), 143,6 (garom'CO), 142,5 (CHQHCO), 141,6
(Carom-CH), 134,8 (CHarom), 132,6 (CHarom), 126,1 (CHarom), 125,3
(CHarom), 124,0 (CHarom), 120,6 (CHarom), 1154 (CHCHCO), 60,4
(CH2CH20H), 55,6 (OCH3), 43,5 (CH2CH20H); IR: Vimax (cm-1) 3299 (NH,
OH, NHz), 2940 (CHz-aif), 1129 (OCH3), 1494, 1397, 1324 (SO2NHz)

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

2-enoyl]fenyl}amino)-1,3,5-triazin-2-yl}Jamino)methyl|benzen-1-
sulfonamid (3H)
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C28H29N70sS, My = 575,64 g/mol, svétle Zlutohnéda krystalicka lat-
ka, t. t: 202-203 °C, 6,25 % vytézek

TH-NMR &y (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 8,21 (6H, br s, NH, OH, NH2),
8,07 (ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarom), 7,86 (_ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarOm), 7,81 (1H,
d, ] = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,64 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 7,50 (2H, d, ] =
8,1 Hz, CHarom), 7,42 (1H, d, = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,21 (2H, d, ] = 8,1 Hz,
CHarom), 7,07 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 4,47 (2H, s, CH2NH), 3,65-3,63
(2H, m, CH2CH20H), 3,37-3,36 (2H, m, CH2CH20H), 3,81 (3H, s, OCHz);
13C-NMR 6¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-de): 188,7 (CO), 169,3 (Ctriaz-Nchalk),
169,0 (Ctriaz'Nalk), 168,9 (Ctriaz‘Nsulf), 162,6 (garom‘OCH3), 153,4 (Carom'
Nchaik), 144,8 (Carom-CH2NH), 143,8 (Carom-Ssuif), 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), 583 (CH2CH20H), 55,6 (OCHs), 44,2 (CH:NH), 36,6
(CH2CH20H); IR: vmax (cm'1) 3323 (NH, OH, NH2), 2932 (CHz-aiif), 1670
(CO), 1126 (OCH3), 1398, 1342, 1258 (SO2NHz)

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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C29H31N70sS, My = 589,67 g/mol, svétle béZova krystalicka latka, t.
t:170-172 °C, 20,23 % vytézek

1H-NMR 64 (ppm, 400 MHz, DMSO-ds): 8,19 (6H, br s, NH, OH, NH2),
8,01 (ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarom), 7,89 (ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarom), 7,86 (1H,
d,J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,64 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,52 (2H, d, J =
8,1 Hz, CHarom), 7,49 (1H, d, ] = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,18 (2H, d, ] = 8,1 Hz,
CHarom), 7,06 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 3,92 (3H, s, OCH3), 3,53-3,51
(2H, m, CH2CH20H), 3,42-3,40 (2H, m, CH2CH,NH), 3,22-3,19 (2H, m,
CH2CH2CH20H), 3,18-3,14 (2H, m, CH2CHzNH); 13C-NMR 6¢ (ppm, 100
MHZ, DMSO-de)Z 188,5 (CO), 169,2 (CtriaZ'Nchalk), 168,6 (CtriaZ'Nalk), 168,1
(Ctriaz'Nsulf), 162,6 (garom'OCHS), 153,1 (Carom'Nchalk), 14'4',7 (garom'
CH2CH2NH), 143,5 (Carom-Ssuif), 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
(CH2CH20H), 55,7 (OCH3), 45,2 (CH.CH2NH), 44,5 (CH2CH20H), 36,8
(CH2CH2NH); IR: vmax (cm-1) 3353 (NH, OH, NH2), 2932 (CHz-aiif), 1670
(CO), 1125 (OCHz), 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

(3D)
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C28H29N70sS, My = 575,64 g/mol, hnéda krystalicka latka, t. t.: 240-
242 °C, 17,50 % vytézek

1H-NMR 6 (ppm, 400 MHz, DMSO-de): 8,41 (6H, br s, NH, OH.,
NHZ), 8,17 (ZH, d,]= 8,1 HZ, CHarom), 7,98 (ZH, d,]= 8,1 HZ, CHarom), 7,89
(1H, d,J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,71 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,56 (2H, d,
J = 8,1 Hz, CHarom), 7,47 (1H, d, ] = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,23 (2H, d, ] = 8,1
Hz, CHarom), 6,95 (2H, d, J = 8,1 Hz, CHarom), 4,02 (3H, s, OCH3), 3,41-3,38
(2H, m, CH2CH2CH20H), 2,87-2,85 (2H, m, CH.CH2CH20H), 1,72-1,68
(2H, m, CH2CH2CH20H); 13C-NMR &¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-de): 188,4
(CO), 169,3 (Ctriaz'Nchalk), 169,2 (Ctriaz'Nalk), 168,7 (Ctriaz‘Nsulf), 161,9
(garom‘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 (CH2CH2CH20H), 55,8 (OCHs), 40,1
(CH2CH2CH20H), 33,7 (CH2CH2CH20H); IR: vmax (cm1) 3341 (NH, OH,
NHz), 2940 (CHzai), 1674 (CO), 1126 (OCHs), 1505, 1402, 1348
(SO2NH?2)

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 (3])
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C29H31N70sS, Mr = 589,67 g/mol, svétle hnéda krystalicka latka, t. t.:
256-258 °C, 5,06 % vytézek

1H-NMR 64 (ppm, 400 MHz, DMSO-ds): 8,39 (6H, br s, NH, OH, NH2),
8,03 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,94 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,89 (1H,
d,J = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,73 (2H, d, ] = 8,1 Hz, CHarom), 7,52 (2H, d, ] =
8,1 Hz, CHarom), 7,46 (1H, d, / = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,24 (2H, d, ] = 8,1 Hz,
CHarom), 7,06 (ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarom), 4,43 (ZH, S, CHZNH), 4,11 (3H, S,
OCHs), 3,45-341 (2H, m, CH2CH2CH.OH), 291-2,88 (2H, m,
CH2CH2CH20H), 1,63-1,62 (2H, m, CH2CH2CH20H); 13C-NMR 6c¢ (ppm,
100 MHz, DMSO-d6) 189,0 (CO), 169,1 (CtriaZ‘Nchalk), 168,8 (CtriaZ'Nalk),
168,7 (Ctriaz'Nsulf), 162,0 (garom'OCH3), 154,1 (Carom'Nchalk), 142,9 (garom'
CH2NH), 142,5 (Carom-Ssuf), 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
(CH2CH2CH0H), 56,1 (OCHz), 44,3 (CHzNH), 37,6 (CH2CH2CH20H), 33,1
(CH2CH2CH20H); IR: vmax (cm1) 3292 (NH, OH, NH2), 2958 (CHz-aiif),
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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C30H33N70sS, Mr = 603,70 g/mol, Zlutobild krystalicka latka, t. t.
215-217 °C, 11,56 % vytézek

1H-NMR & (ppm, 400 MHz, DMSO-ds): 8,32 (6H, br s, NH, OH, NH2),
8,07 (ZH, d,] = 8,1 HZ, CHarom), 7,99 (_ZH, d,] = 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, ] =
8,1 Hz, CHarom), 7,49 (1H, d, ] = 15,5 Hz, CHCHCO), 7,18 (2H, d, ] = 8,1 Hz,
CHarom), 6,78 (2H, d, J = 8,1 Hz), 4,09 (3H, s, OCHz), 3,63-3,61 (2H, m,
CH2CH2NH), 3,39-3,36 (2H, m, CH2CH:2CH:0H), 2,87-2,85 (2H, m,
CH2CH2NH), 4,21-4,19 (2H, m, CH2CH2CH:0H), 1,39-1,36 (2H, m,
CH2CH2CHz0H); 13C-NMR 8¢ (ppm, 100 MHz, DMSO-de): 188,5 (CO),
169,4 (CtriaZ'Nchalk), 169,1 (Ctriaz'Nalk), 168,5 (Ctriaz'Nsulf), 161,7 (garom'
OCHs3), 154,3 (Carom-Nchaik), 143,8 (Carom-CH2CH2NH), 143,1 (Carom-Ssuif),
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 (CH2CH2CH20H), 55,7 (OCHz), 43,9
(CHCH2NH), 38,1 (CH2CH2CH:0H), 34,2 (CH.CH2CH:0H), 33,6
(CH2CH2NH); IR: Vimax (cm-1) 3329, 3293 (NH, OH, NH2), 2926 (CHz-ai),
1670 (CO), 1125 (OCH3), 1403, 1350, 1184 (SO2NH2)

7.6 Metodicky postup méreni antioxidacni aktivity

Absorpcni spektroskopii UV-VIS byla stanovena antioxidacni aktivita
produktii 3A-K a standardi Kyseliny askorbové a troloxu. Do 50 ml tit-
racni banky bylo navazeno 0,192 g diamonné soli ABTS (kyselina 2,2'-
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azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonova) a rozpusténo v 50 ml
Cisténé vody pro ziskani zakladniho roztoku o koncentraci 7 mM. Radi-
kal ABTS * byl pripraven prefiltrovanim pres filtra¢ni papir €. 5, na jehoz
povrch byl nanesen oxid manganicity. Vzhledem ke kratké dobé pouZzi-
telnosti byl roztok radikalu takto pripraven kazdy den Cerstvy.

Jednotlivé produkty 3A-K byly rozpustény v DMSO v Eppendorf
zkumavkach pro ziskani zasobnich roztokt (c = 1 - 10-2 M). Ty byly re-
dény deionizovanou vodou v Case potieby za vzniku dvou sad stanovo-
vanych roztokli (c =1 - 103, ¢ =1"-10-4). Podobné byly pripraveny za-
sobni a stanovované roztoky standardd, tj. kyseliny askorbové a tro-
loxu. (Gonzalez, Pota, Su Turan, da Costa, Akkaraju, & Green, 2017)
(Havrankova, Calkovska, Padrtova, Csollei, Opattilova, & Pazdera, 2020)

Pred méfenim jednotlivych vzorkl byl nejdiive zméren blank ob-
sahujici DMSO a deionizovanou vodu. Nasledné byla zjiSténa absorban-
ce roztoku ABTS*, ktera byla dale pouZita pro stanoveni antioxidac¢ni
aktivity. Pri méteni vzorki byl do kifemenné kyvety nadavkovan roztok
radikalu ABTS*, deionizovana voda a stanovovany roztok v prislusné
koncentraci. Absorbance byla odectena v ¢ase 0, 5 a 30 min, ptricemz
kazdé méreni bylo provedeno trikrat.

Antioxidacni aktivita byla zjiSténa vypoctem podle vzorce:

1[%] = (2=2£) - 100,

0

kde Ao odpovida absorbanci ¢istého ABTS * a Ax odpovida absor-
banci stanovovaného roztoku. Vysledna antioxidac¢ni aktivita je nepii-
mo umérna mire zhaseni radikalu - ¢im vice je radikal danou slouceni-
ny se standardy kyselinou askorbovou a troloxem. (Lolak, Boga, Tuneg,
Karakoc, Akocak, & Supuran, 2020) (Havrankova, Calkovska, Padrtova,
Csollei, Opatrilova, & Pazdera, 2020) (Lolak, Tuneg, Dogan, Boga, &
Akocak, 2020)

7.7 Metodicky postup méfeni antibiotické aktivity

Antimikrobidlni potencial produkt 3A-K a chalkonovych meziproduktt
byl stanoven na Ustavu molekularni biologie Farmaceutické fakulty Ma-
sarykovi univerzity v Brné, tymem Ing. Marcely Nejezchelbové (Barbora
Hajkova, Daniela Cipova). Presny metodicky postup byl pirevzat
z technologickych postupt tohoto tymu.
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Aktivita byla stanovena jako MIC mikrodilu¢ni metodou (dle EU-
CAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) na
strankach Statniho zdravotniho ustavu).

Stanoveni bylo provedeno v mikrotitracnich destickach o 96 jam-
kach s rovnhym dnem. Pomoci multikanalovych pipet bylo do desticek
pridano médium a antimikrobni latky. Pro kultivaci kazdého kmene
byla pouzita separatni desticka, s nékolika riznymi antimikrobnimi
latkami v riiznych koncentracich, ziskanych redénim ptimo v jamkach.
Vysledny objem v jamce €inil priblizné 100 pl. Jako kontrola riistu slou-
Zil bujon s mikroorganismem bez antimikrobni latky. Kontaminace Ziv-
ného média byla kontrolovana proti bujonu bez mikroorganismu a bez
antimikrobni latky. Pro korekci spektrofotometrického stanoveni MIC
byl rovnéz vytvoren tzv. blank, tj. bujon s antimikrobni latkou bez orga-
nismu. PouZivad se u Spatné rozpustnych latek, které vytvari v médiu
zakal, jehoZ hodnotu absorbance je potreba odecist od hodnoty absor-
bance vzorku, dané naristem mikroorganismu.

Do jamek bylo naockovano inokulum o hustoté 0,5 McFarlanda
s vyslednou koncentraci v jamkach 104-105 CFU/ml. Takto pripravena
desticka byla ponechana inkubovat 24 hod pfri teploté 37 °C. Nasledné
byla vizualné ¢i spektrofotometricky stanovena hodnota MIC, a to jako

vV

organismu (ve formé zakalu ¢i sedimentu).
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8 Zaver

Vyzkum a vyvoj novych ucinnych latek s protimikrobnim uc¢inkem jsou
zcela klicové pro budoucnost lidstva, které stale vice ohrozuje nariista-
jici rezistence patogenli na Kklinicky pouZivana antiinfektiva, zejména
pak rezistence bakterii na antibiotika. V soucasné dobé jsou nejvétSim
problémem gram-pozitivni multi-rezistentni kmeny MRSA (methicilin-
rezistentni Staphylococcus aureus), PRSP (penicilin-rezistentni Strepto-
coccus pneumoniae) a VRE (vankomycin-rezistentni Enterococci).
(Ventola, 2015) (Lindmeier, 2018) (Liu, Long, Rakesh, & Zha, 2020)
(Uchil, Murali, & Nayak, 2021) (Maleki, a dals{, 2021)

Léciva kombinujici sulfonamidové, chalkonové a hydroxyalkylami-
nové prvky na triazinovém skeletu vykazuji slibné vysledky jako poten-
cialni antibiotika, potaZzmo antiinfektiva plisobici i na dal$i patogeny
kvasinkového ¢i protozoarniho typu a plisobici proti oxidativnimu stre-
su. Suroviny slouZici jako vychozi latky jsou dostupné a ekonomicky
unosné, navic jejich pouZiti v syntéze nevyZaduje Zadna specialni na-
kladné zarizeni.

Takto bylo uspésné syntetizovano dvanact novych, dfive nepopsa-
nych latek v relativné dobrych vytéZcich a v dostatecné cistoté pro sta-
noveni biologické aktivity. Latky byly predany Ing. Marcele Nejezchle-
bové pro stanoveni antimikrobiotické aktivity proti kmentm E. faecium
a E. faecalis, citlivym i rezistentnim vii¢i vankomycinu, ktery byl pouzit
jako standard. Aktivita byla prokidzana u dvou produkti, a to
v koncentraci fddové nizs$i nez u vankomycinu. Tato skupina derivata
tedy jevi potencial pro dal$i vyzkum zaméreny na nalezeni novych an-
timikrobioticky ucinnych latek.

U vSech nové syntetizovanych latek byla stanovena antioxidacni
aktivita, ktera se ve srovnani se standardem jevi jako relativné silna.
Tyto latky tedy maji potencial jako antioxidacni latky v 1é¢bé neurode-
generativnich nemoci a dalsi vyzkum v této oblasti by mohl prinést
bezpecnd a uc¢inna léciva s Sirokym spektrem klinického uplatnéni.
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