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1. Uvod

Chalkon je trivialni nazev 1,3-difenylprop-2-en-1-onu
(D), vyskytujici se vétSinou v E-konfiguraci. Nekteré deri-
vaty chalkonu Ize nalézt v prirod¢, kde hraji roli prekurzo-
ri vSech flavonoidll v metabolismu rostlin. V podstaté jde
o oteviené derivaty flavonu (/7). Pii biologickém testovani
ptirodnich i syntetickych chalkonti bylo u riznych derivata
zjisténo Siroké spektrum ucinkd. Lze uvést napf. plsobeni
antibakterialni, antifungélni, antivirové, antiprotozoalni,
antihelmintické, insekticidni, cytotoxické a antitumordzni,
chemoprotektivni, gastroprotektivni a antiulcer6zni, proti-
zanétlivé, choleretické, estrogenni a dalgi'.

Chalkony, podobné¢ jako jiné slouceniny
s konjugovanym enonovym seskupenim, reaguji s thioly
a aminy za vzniku adukti® . Teoreticky Ize tedy o¢ekévat,
ze budou nespecificky reagovat s riznymi fyziologicky
dilezitymi latkami, v¢etn€¢ nukleovych bazi a enzymu. Ve
skuteCnosti je urcitd selektivita dana jiz skuteCnosti, ze
reaktivita a,f-nenasycenych ketond vuci thiolim je pod-
statné vySSi nez jejich reaktivita k aminlim, coZ sniZuje
pravdépodobnost jejich interakce s nukleovymi kyselina-
mi'* a ani v piipadé enzymt nemusi byt piitomnost eno-
nového seskupeni rozhodujicim faktorem pro interakci
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s urCitym enzymem. Tuto skutecnost je mozné demonstro-
vat naptiklad na interakci chalkonti s aldosareduktasou,
kterd hraje vyznamnou ulohu v rozvoji pozdnich diabetic-
kych komplikaci a ptedstavuje dilezitou cilovou strukturu
pro 1é¢iva urcena k prevenci patologickych dusledkt cuk-
rovky — jedné z nejzavaznéjsich a nejrozsitenéjsich chorob
postihujicich  pfedev§im obyvatele vyspélych zemi
s vysokou Zivotni trovni’ ™',

2. Aldosareduktasa a jeji inhibitory

Aldosareduktasa (EC 1.1.1.21, ALR2) je prvnim en-
zymem polyolové metabolické dradhy, redukujici
v pritomnosti NADPH D-glukosu na jeji cukerny alkohol
D-sorbitol, ktery je dale pfeménovan sorbitoldehydrogena-
sou (EC 1.1.1.14, SD) na fruktosu.
Za normoglykemickych podminek ma ALR2 ke glukose
v tkanich nizkou afinitu. OvSem u diabetikt, kde je zvyse-
na koncentrace glukosy v krevnim obé¢hu, se tato metabo-
licka draha vice uplatiiuje. Nasledkem toho se kumuluje
v buiikach sorbitol, zvlasté ve tkanich, kde neni ptestup
glukosy pfes membranu zavisly na inzulinu (nervy, sitnice,
¢ocka). ZvySena koncentrace sorbitolu zpisobuje pak hy-
pertonicitu a osmotické zmény v burnice. To ma za nasledek
pozdéjsi chronické komplikace diabetu, k nimz patii peri-
ferni neuropatie, retinopatie, katarakta a nefropatic. Na
zakladé experimentalnich i klinickych zkousek bylo zjiste-
no, ze rozvoj té&hto komplikaci, hlavn¢ katarakty
a periferni neuropatie, miize zastavit nebo alespon zpoma-
lit pouziti inhibitorit ALR2 (ARIs)"* ™",

V soucasné dobé jsou jako ARIs studovany prede-
v§im dva strukturni typy — karboxylové kyseliny a spiro-
hydantoiny. Ve skupiné karboxylovych kyselin je nejzna-
meéj$im zastupcem tolrestat (/7). Do terapeutické praxe byl
uveden v roce 1989, ale v roce 1997 byl pro nizkou cin-
nost a nezaddouci hepatotoxicitu staZzen z pouzivani. Dosud
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1V) pouzivany v Japonsku. Ve skupiné spirohydantoind je
predlohovou slou¢eninou sorbinil (V). Zadny z jeho analo-
gli dosud nebyl uveden do terapeutické praxe'""'*'®. Zatim-
co in vitro je G¢innost obou skupin srovnatelna, in vivo se
v ucinnosti lisi. Spirohydantoiny jsou sice ucinnéjsi nez
karboxylové kyseliny, ale maji zavazné vedlejsi ucinky.
Karboxylové kyseliny v disledku nizké pK, Spatné proni-
kaji biologickymi membranami a jsou nedostate¢né aktiv-
ni. Nalezeni novych ARIs strukturné odliSnych od obou
vyse uvedenych typl a méné kyselych nez karboxylové
kyseliny zustava proto stale aktualnim ukolem a flavonoi-
dy (v€etné chalkonit) predstavuji dilezitou skupinu piedlo-
hovych struktur'®.

3. Pusobeni chalkonu na aldosareduktasu

Vliv chalkont a dal$ich flavonoidi na aldosaredukta-
su byl studovan nezavisle italskymi'’ ', japonskymi** %’
a korejskymi’**' autory. Studiem vztahti struktury
a ucinku — hledanim farmakoforu — byly stanoveny urcité
naroky na elektronové a sterické vlastnosti ARIs. Moleku-
la musi obsahovat jednak planarni strukturu se dvéma hyd-
rofobnimi jednotkami (napf. aromaty) a dale kysely vodik
(napft. karboxylové kyseliny, cyklického amidu nebo feno-
lické hydroxyskupiny). Anion vznikly odStépenim tohoto
protonu pak mize reagovat s kationtovym vazebnym mis-
tem enzymu'’. Krystalografickou analyzou komplexu
ALR2 — inhibitor ALR2 byla ur¢ena i vazebna mista enzy-
mu. Disociovana kyseld funkce inhibitoru se vodikovou
vazbou vaze na dva klic¢ové aminokyselinové zbytky enzy-
mu, Tyr48 a His110, a zaroven vznika silna elektrostaticka
vazba s pozitivné nabitym nikotinamidovym kruhem
NADP". Vazebnym mistem pro aromaticky substituent je
hydrofobni kapsa tvofena Trpl11 a Leu300 (cit.?°).

V japonské tradi¢ni medicing se k 1é€bé subjektivnich
symptomu diabetické neuropatie jiz po staleti pouzivaji
tzv. kampo 1éciva, coz jsou tradi¢ni orientalni rostlinné
pripravky. Dulezitou soucasti téchto ptipravki je 1ékofice
(Glycyrrhiza spp.). Aida se spolupracovniky®® zjistili, Ze
kampo ptipravky obsahujici kofen lékofice inhibuji ALR2.
V dalgich studiich®?* pak pouZivali vodné extrakty z kofe-
ne Glycyrrhiza uralensis Fischer a jako nejucinnéjsi kom-
ponenty identifikovali  1-(2,4-dihydroxyfenyl)-3-(4-
-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on  (isolikviritigenin, Vla)
a jeho glykosidy likurosid (¥V1b) a isolikviritin (Vic).

Schopnost inhibovat ALR2 je uvadéna i u dalSich
chalkonti izolovanych z Glycyrrhiza spp., napf. 1-(4-
-hydroxyfenyl)-3-(4-hydroxy-2-methoxy)prop-2-en-1-onu
(echinatin, VIla, cit***), 3-[5-(1,1-dimethylprop-2-en-1-
-yl)-4-hydroxy-2-methoxyfenyl]-1-(4-hydroxyfenyl)prop-
-2-en-1-onu (likochalkon A, VIIb, cit.*’) a neolikurosidu
(vId, cit."").

V ramci studii vénovanych obsahovym latkam 1ékofi-
ce byla nejvétsi pozornost vénovana isolikviritigeninu
(VIa). Kromé inhibice ALR2 byl u tohoto chalkonu hodno-
cen také vliv na kumulaci sorbitolu v potkanich cervenych
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krvinkéach, o¢nich cockach a nervus sciaticus a bylo zjiste-
no, ze ucinek isolikviritigeninu je srovnatelny s G¢innosti
znamého inhibitoru ALR2 — epalrestatu (IV, cit.**).
U glykosidovych derivati likurosidu (VIb) a isolikviritinu
v souladu s diive publikovanymi daji o vyznamu volné
hydroxyskupiny v poloze 4’ flavonoidt pro jejich inhibi¢ni
u¢inek na aldosareduktasu™?. U diabetickych potkanti
snizoval isolikviritigenin obsah sorbitolu®®?’ a zvygoval
hladinu ¢cAMP (cit.”’) v nervus sciaticus. Dale zvySoval
produkci prostacyklinu  (PGI,) v aortach potkant
s diabetem indukovanym streptozotocinem®® a inhiboval
agregaci krevnich desti¢ek™. Viechny tyto aktivity nazna-
Cuji, Zze by isolikviritigenin mohl U¢inn€¢ branit rozvoji
pozdnich diabetickych komplikaci. Struktura isolikviritige-
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Obr. 1. Vazba isolikviritigeninu (/Z1a) v komplexu ARL2-
inhibitor (pfevzato z lit.”’ s laskavym svolenim Elsevier Science)
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ninu dobfe vyhovuje vyse popsanému modelu vazebnych
mist enzymu®. Bylo zji§téno, Ze hydroxyskupina v poloze
4 kruhu A je nejkyselejsi a dilezita pro vazbu na Tyr48
a His110. Znacna kyselost této hydroxyskupiny je dana
konjugaci vznikajiciho kyslikového aniontu s karbonylem
enonového sekupeni. Hydroxyskupina v poloze 2 kruhu A
zajistuje rigidni koplanaritu molekuly intramolekularni
vodikovou vazbou na karbonylovy kyslik. Konformace
nejlépe vyhovujici vazebnému mistu enzymu ma torzni
uhel kolem vazby mezi karbonylem a ethenovou dvojnou
vazbou 115°. Kruh B je koplanarni s ethenovou vazbou
a vaze se do hydrofobni kapsy lemované Trplll
a Leu300. Fenolickd hydroxyskupina na kruhu B se vaze
na Thr113 (obr. 1).

Isolikviritigenin lze pfipravit i synteticky
Stal se piedlohovou slouceninou pro studium dal§ich ana-
logickych inhibitort ALR2, z nichz aktivitu srovnatelnou
s isolikviritigeninem mély napft. 1-(2,4-dihydroxyfenyl)-3-
-(3-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (VIII), 1-(2,4-dihydroxy-
fenyl)-3-(3,4-dihydroxyfenyl)prop-2-en-1-on (butein, IX)
a 1-(2,4-dihydroxyfenyl)-3-(2-thienyl)prop-2-en-1-on (X)
a adicni produkt 1-(2,4-dimethoxyfenyl)-3-(4-methoxy-
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fenlygl)prop-Z-en-l-onu s thioglykolovou kyselinou (X7,
cit. ).

V dalsich studiich®=%?" byla nejvyssi aktivita zjiiténa
u 1-(2,4-dihydroxyfenyl)-3-(2-hydroxyfenyl)prop-2-en-1-
-onu (Xlla), 1-(2,4-dihydroxyfenyl)-3-(2,4-dihydroxy-
fenyl)prop-2-en-1-onu (X1Ib), 1-(2,4-dihydroxyfenyl)-3-
-(2,4-dimethylfenyl)prop-2-en-1-onu (X7Ic) a buteinu (1X).
Butein mél navic vyrazny antioxidacni efekt v DPPH (1,1-
-diphenyl-2-picrylhydrazyl) testu. Mikromolarni koncent-
race nutna pro 50% snizeni tvorby DPPH radikalu (ICs)
byla 7,49 + 0,8 uM. Dale chelatoval méd’naté ionty vyraz-
néji nez EDTA a inhiboval kumulaci sorbitolu v nervus
sciaticus. VSechny tyto vlastnosti mohou brzdit rozvoj
diabetickych komplikaci a butein byl proto autory doporu-
&en k dalsimu zkoumani®'.

Vztahy mezi strukturou a piisobenim téchto sloucenin
na ALR2 lze shrnout takto:
vét§ina inhibitord ALR2 odvozenych od chalkonu
jsou polyhydroxyderivaty; nejuc¢inngjsi jsou slouceni-
ny s hydroxyskupinami v polohach 2 a 4 kruhu A;
charakter substituentii na kruhu B u¢innost podstatné
neovliviluje
nahrada kruhu B thiofenem je mozna; nahrada kruhu
A thiofenem aktivitu snizuje; nahrada benzenovych
kruhti pyrrolem nebo pyridinem vedla ke $patné roz-
pustnym a malo G¢innym derivatim bez ohledu na to,
zda §lo o kruh A nebo B
halogenace na jadrech vedla k derivatim Spatné roz-
pustnym v testovacim médiu; pokud se podaftilo inhi-
bicni ucinek stanovit, byl obvykle nizsi nez v ptipadé
isolikviritigeninu
podle modelu vazebnych mist enzymu se zda, ze pfi-
tomnost enonového spojovaciho fetézce neni nezbyt-
na; trihydroxydihydrochalkon vznikly redukeci iso-
likviritigeninu mél pfiblizn¢ poloviéni G¢innost, ale
analogické dihydrochalkony, v nichz by-
ly hydroxyskupiny v poloze 4 kruhu A a B methylo-
vany, byly neucinné; dihydrochalkon X7 mél aktivitu
srovnatelnou s isolikviritigeninem; z toho lze usuzo-
vat, ze dihydrochalkony si zachovavaji inhibicni akti-
vitu vici ALR2, pokud maji v molekule vhodnou
kyselou funkéni skupinu.

4. Zavér

Aldosareduktasa (ALR2) hraje vyznamnou roli
v rozvoji pozdnich diabetickych komplikaci. Zadny
z dosud vyvinutych inhibitori nevyhovuje plné¢ pozadav-
kiim na G¢inné a bezpecné 1éCivo. Jednou z intenzivné
studovanych skupin novych potencialnich inhibitort toho-
to enzymu jsou chalkony a jejich derivéty. I kdyZ ptitom-
nost reaktivniho enonového seskupeni v jejich molekulach
miiZze vést k interakci s dalSimi enzymy, v pokusech na
potkanech in vivo®' nebyla pozorovana vyrazn toxicita.
Naopak nékteré dalsi ucinky, pfedev§im ucinek antioxi-
dacni a antiagregacni jsou pro prevenci diabetickych kom-
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plikaci vyhodné. Studium vztahti mezi strukturou a uéin-
kem navic ukdzalo, ze pfitomnost enonového seskupeni
neni pro inhibici ALR2 nezbytnou podminkou a v terapii
by se tedy mohly uplatnit i mén¢ reaktivni vhodné substi-
tuované dihydrochalkony.

Tento prehled byl zpracovan s podporou grantového
projektu Fondu rozvoje vysokych skol ¢. 2970/2003 a vy-
zkumného projektu LNOOB125 Ministerstva Skolstvi, mla-
deze a télovychovy Ceské republiky.
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M. Chlupadova® and V. Opletalova® (‘Department
of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control, "Re-
search Centre LNOOB125, Faculty of Pharmacy, Charles
University, Hradec Krdlové: Chalcones as Potential
Inhibitors of Aldose Reductase

Chalcone (1,3-diphenylprop-2-en-1-one) and its de-
rivatives show numerous biological activities. In this re-
view, their effects on aldose reductase, the enzyme that
plays an important role in pathogenesis of secondary dia-
betic complications, are described. The highest potency
was observed for derivatives with hydroxy derivatives in
positions 2 and 4 of ring A, whilst the substitution pattern
in the other ring seems to be less important. Structure —
activitity studies have also revealed that the presence of
the enone grouping is not necessary for the inhibition of
aldose reductase. Hence, corresponding dihydrochalcones
could be used to prevent possible side effects resulting
from the high reactivity of the enone grouping.



