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Abstrakt

Cilem diplomové prace je studium vlivu substituentil na absorpéni molekulova spektra
derivatii N-benzylsalicylthioamidu v ultrafialové oblasti, dale pak studium vztahi mezi
strukturou studovanych latek a jejich retenénim chovanim ve vysokoucinné kapalinové
chromatografii. VSechny studované derivaty vykazuji v ultrafialové oblasti dvé
absorpcni maxima pii vlnovych délkdch pfiblizn¢ 260 nm a 293 nm. Substituce
auxochromnim substituentem na acylovém kruhu vede k hyperchromnimu efektu
zejména prvniho absorpéniho maxima a k bathrochromnimu efektu. Pfitomnost
auxochromtl na amidovém kruhu, s vyjimkou nepolarnich alifatickych substituentii, vede
rovnéz k hyperchromnimu efektu. Dale byly pomoci HPLC chromatografie na koloné
s obracenou fazi XDB-C18 ZORBAX v mobilni fazi acetonitril-voda s proménlivym
sloZzenim acetonitrilu naméfeny retencéni Casy studovanych derivati. Byly nalezeny
korela¢ni rovnice mezi retenénim faktorem pro mobilni f4zi s nulovym obsahem
acetonitrilu, resp. smérnici zavislosti logaritmu retencniho faktoru na objemovém
zlomku acetonitrilu v mobilni fazi a rozd€lovacim koeficientem oktanol-voda,

resp. substituentovymi konstantami hydrofobicity.

Kli¢ova slova: QSAR, HPLC, spektrometrie, benzylsalicylthioamidy
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Abstract

The aim of the thesis is to study the relationship between the structure
of N-benzylsalicylthioamide derivatives and their retention behavior in high-pressure
liquid chromatography. Furthermore, the influence of various substituents on electron
absorption spectra in ultraviolet spectral range was studied. All studied derivatives have
two absorption maxima in ultraviolet spectral range at 260 nm and 293 nm. The
substitution of an auxochrome on the acyl ring leads to bathrochromic shift and
hyperchromic shift, especially of the first absorption maxima. The presence of
an auxochrome on the amide ring leads to hyperchromic shift as well. HPLC reversed-
phase chromatography, using XDB-C18 ZORBAX column and mobile phase with
various composition of acetonitrile, was used to obtain retention times of the
derivatives. Using this data, the correlation equations between retention factor (mobile
phase with no acetonitrile), resp. slope of the dependence of the logarithm of retention
factor on the volume fracture of acetonitrile in mobile phase, and partition coefficient

octanol-water, resp. hydrophobic substituent constants, were derived.

Key words: QSAR, HPLC, spectrometry, benzylsalicylthioamides
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o hladina vyznamnosti

o) objemovy zlomek acetonitrilu v mobilni fazi
A vinova délka [nm]

T substituentova konstanta hydrofobicity
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1 Teoreticky uvod

1.1 Cil diplomové prace

Hlavnim cilem ptedkladané diplomové prace je studium vlivu substituentli na
absorpcni molekulova spektra derivatdl N-benzylsalicylthioamidu (obr. 1.1)
v ultrafialové oblasti, dale pak studium vztahG mezi strukturou studovanych latek a
jejich retenénim chovanim ve vysokoucinné kapalinové chromatografii.

Ke studiu bylo vybrdno dvacet pét derivati, které se 1iSi polohou a typem
substituentu na obou aromatickych kruzich; ptehled vSech studovanych latek je uveden

v tabulce 2.1 (na str. 23).

OH S

Iz

Obr. 1.1 Chemicka struktura N-benzylsalicylthioamidu
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1.2 Kvantitativni analyza vztaht mezi strukturou a reten¢nim

chovanim

Chemické a fyzikélni vlastnosti chemickych sloucenin jsou jednoznacné urceny
strukturou jejich molekul. Jakoukoliv zménou v zdkladnim skeletu molekuly,
napt. zménou polohy a druhu substituentu, miuzeme tyto vlastnosti ovliviiovat.
Identifikaci a kvantifikaci chemicko-fyzikalnich vlastnosti latek a néaslednym
vyhodnocenim jejich vlivu na biologickou aktivitu, se zabyva védni obor zvany
kvantitativni analyza vztahi mezi strukturou a (biologickou) aktivitou latek (QSAR,
angl. Quantitative Structure-(biological) Activity Relationships). Jednim z podobort této
védni discipliny je kvantitativni analyza vztahi mezi strukturou a retenénim chovanim
latek (QSRR, angl. Quantitative Structure-Retention Relationships). Prvni studie QSRR
analyzy se datuje zpét do sedmdesatych let dvacatého stoleti, kdy se postupné stala
jednim z hlavnich néstrojii tehdy se rychle rozvijejici chromatografie'”. Priikopnikem
QSRR analyzy se stal polsky chemik Roman Kaliszan, ktery toto téma shrnul v nékolika
svych publikacich®,

Vysledkem QSRR analyzy jsou statisticky odvozené matematické modely
popisujici vztahy mezi deskriptory, jez charakterizuji molekulovou strukturu dané
skupiny analytd a chromatografickymi parametry. Pokud jsou odvozené vztahy
statisticky vyznamné a smysluplné, mohou byt pouZzity k predikci retence nové
syntetizovanych analytli, k identifikaci strukturnich deskriptorii s nejleps$i schopnosti
predikce retence, dale kziskdni poznatki o mechanismu separace daného
chromatografického systému, k urceni dalSich fyzikalné-chemickych vlastnosti jako je
napiiklad lipofilita ¢i disocia¢ni konstanty a v neposledni fad¢ také k predikci biologické
aktivity skupiny piibuznych latek’.

Aby mohla byt provedena statisticky vyznamna QSRR analyza, je tieba ziskat
retencni data dostatecné velké skupiny analytli, které maji stejnou zakladni strukturu
a li§i se pouze typem a polohou substituenti na aromatickém kruhu, ¢i druhem
heteroatomu. K tomuto ucelu je hojné¢ vyuzivdna metoda vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie. Prvni velkou vyhodou této metody je schopnost produkce velkého
mnozstvi relativné pfesnych a reprodukovatelnych dat. Dalsi vyhodou je mozZnost

analyzy za konstantnich podminek po celou dobu chromatografického procesu, ¢imz se
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struktura analytu stava jedinou nezavisle proménnou daného systému’.
Nejcastéji  vyuzivanym experimentalnim parametrem popisujicim retenci
v kapalinové chromatografii je retencni faktor &, resp. dekadicky logaritmus reten¢niho

faktoru log k. Retenc¢ni faktor Ize urcit ze vztahu

tp —t
k= R”M (1.1)

kde k je retencni faktor, # je retencni Cas analytu a #v je mrtvy retencni Cas.

Strukturu molekuly lze popsat pomoci molekulovych strukturnich deskriptort.
V dnesni dob¢ je k dispozici celd fada deskriptori, které Ize tfidit podle druhu nesené
informace na fyzikalné chemické, kvantové chemické a topologické. Hlavni vyhodou
fyzikdln¢ chemickych deskriptori je piiméa spojitost sretencnim chovanim latek.
Kvantové chemické deskriptory umoziuji popis chromatografické retence na
molekularni urovni, avSak jejich odvozeni je slozité a Casové velmi narocné. Naopak
topologické deskriptory jsou velmi lehce odvoditelné, jejich nevyhodou je vSak
skute¢nost, 7e nemusi byt nutné v korelaci s retenénim chovanim latek®. Seznam viech

strukturnich deskriptori byl sepsian R. Todeschinim a V. Consonnim’ (pfehled

vybranych strukturnich deskriptorii v tab. 1.1).

Tab. 1.1 Strukturni deskriptory bézné pouzivané v QSRR analyze

Deskriptory popisujici velikost molekuly
Uhlikové ¢islo

Molekulova hmotnost

Refraktivita

Polarizovatelnost

Van der Waals objem a plocha

Celkova energie

Deskriptory souvisejici s polaritou molekuly
Dipolovy moment
HOMO a LUMO energie orbitali

Molekulové deskriptory odvozené z grafii
Kappa indexy
Topologické elektronové indexy

Fyzikalné-chemické empirické a semiempirické parametry
Hammettova konstanta

Hanschova konstanta

Taftova stérickd konstanta

Linear solvation energy relationship (LSER) parametry
Rozdé&lovaci koeficient

pK, hodnoty

Teplota varu

Kombinované parametry popisujici tvar a polaritu molekul
Comparative molecular field analysis (CoMFA) parametry
Comparative molecular surface analysis (CoOMSA) parametry
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1.2.1 Fyzikalné chemické vlastnosti molekul majici vliv na jejich

chromatografické chovani

Vramci QSRR analyzy se bézné studuji hydrofobni, elektronové a sterické
vlastnosti. Hydrofobni vlastnosti celych molekul ¢i pouze substituentii lze snadno
kvantifikovat. Naopak kvantifikace elektronovych a sterickych vlastnosti celych molekul
je velmi slozitd, proto se v tomto ptfipadé zamétuje pouze na popis substituentti.

Hydrofobni charakter latky je dilezitym parametrem, ktery urcuje jeji chovani
v biologickém systému, tzn. jak snadno prochdzi bunécnou membranou ¢i jakym
zpusobem interaguje s receptory. Zmeéna substituentu na zdkladnim skeletu slouceniny
méa vyznamny efekt na jeji hydrofobicitu a tudiz také na jeji biologickou aktivitu.
Hydrofobicitu Ize vyjadfit pomoci rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda P (také K, )
&i pomoci substituentové konstanty hydrofobicity 7 (cit.'%).

Rozdé€lovaci koeficient n-oktanol-voda vyjadfuje celkovou hydrofobicitu latky
a je mirou distribuce neutrdlni latky mezi dvé vzdjemné nemisitelné kapalné faze.
Experimentalné urené hodnoty rozdélovaciho koeficientu jsou charakteristické pro
danou latku, v dané smési dvou nemisitelnych kapalin a za dané teploty. Matematicky je
rozdélovaci koeficient P definovan jako pomér rovnovaznych koncentraci latky

v nevodné a vodné fazi

[X]n—oktanol (12)
[X]voda

P =
kde [X], - oktanol j& Tovnovazna koncentrace latky v n-oktanolu a [X]voda j€ rovnovazna
koncentrace latky ve vode.

Cim je latka hydrofilngjsi, tim vétsi podil latky piejde do oktanolu a mensi do
vody, z ¢ehoz vyplyva, Ze hydrofobni latky maji vysokou hodnotu P, zatimco hydrofilni
latky maji hodnotu P nizkou. Vzhledem k fddové rozdilnym c&islim se v literatute
obvykle setkdvame s dekadickym logaritmem rozdé€lovaciho koeficientu log P.
V soucasné dobé€ jiz existuji matematické postupy, na zakladé kterych lze pomérné
spolehlivé hodnotu rozdélovaciho koeficientu odhadnout pouze ze znalosti molekulové

struktury latky’.
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Substituentova konstanta hydrofobicity n charakterizuje ptispévek daného
substituentu k celkové hydrofobicit¢ molekuly a je mirou toho, o kolik je dany
substituent hydrofobnéjs$i v porovnani s nesubstituovanym derivatem (resp. derivatem,
kde je substituentem vodik). Substituentovd konstanta hydrofobicity m pro dany

substituent je definovana jako

my = log Px — log Py (1.3)

kde Px je rozdélovaci koeficient oktanol-voda pro substituovany derivat a Py je
rozdé€lovaci koeficient oktanol-voda pro nesubstituovanou latku. Za standard s = = 0 byl
zvolen vodik. Kladna hodnota & vyjadiuje, Ze dany substituent ma vétsi hydrofobni efekt
nez vodik. Zapornych hodnot m pak nabyvaji substituenty, které jsou méné hydrofobni.
Je nutno podotknout, Ze hodnoty konstant hydrofobicity aromatickych substituentii se
lii od hodnot konstant hydrofobicity alifatickych substituenta' "%,

Tyto dva parametry maji vyznam v QSRR analyze, nebot’ byl pomoci metody

HPLC na obréacenych fazich nalezen linearni vztah

retencni parametr = alogP +b (1.4)

kde retencni parametr je bud'to logaritmus retencniho faktoru log k nebo logaritmus
retenniho faktoru extrapolovany na 100% vodu jako mobilni fazi log ko, log P je
logaritmus rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda, a je smérnice a b usek této linearni
zavislosti. V pfipad¢, Ze dochdzi pouze k zaméné substituentli na zdkladnim skeletu
slouceniny v souboru studovanych latek, miize byt log P nahrazen hodnotou log 7.

O tom jak snadno latka prostupuje biologickymi membranami a jak silné
interaguje s vazebnym mistem, rozhoduje také mira jeji ionizace ¢i polarita'®. P¥imy vliv
na ionizaci a polaritu latky maji elektronové efekty substituentd, které 1ze popsat pomoci
Hammettovy substituentové konstanty o. Tato konstanta pro dany substituent ¢ je

vyjadfena vztahem
ox = log Kx — log Ky (1.5)
kde Kx je rychlostni konstanta substituované¢ho derivatu a Ky je rychlostni konstanta

nesubstituovaného derivatu. Kladné hodnoty o piislusi elektrofilnim substituentim,

zaporné hodnoty pak substituentiim nukleofilnim.
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1.3 Vliv substituentldl v molekulové absorpéni spektroskopii
v ultrafialové oblasti

Podstatou molekulové absorpéni spektrometrie v ultrafialové oblasti je absorpce
elektromagnetického zéteni v rozsahu vinovych délek 200-380 nm zifedénymi roztoky
molekul. Tato metoda se zabyvd méfenim a interpretaci elektronovych spekter molekul
latek.

Pii absorpci elektromagnetického zareni v ultrafialové oblasti dochdzi k excitaci
valen¢nich elektrontl, které jsou soucasti molekulovych orbital. Jedna se tedy ve své
podstat¢ o elektronovd spektra. Pokud se excitatni energie pohybuje v rozmezi
200 — 600 kJ mol™, mize latka absorbovat v ultrafialové oblasti spektra. Absorpce UV
zafeni je zpuisobena prechody vazebnych elektrontt z molekulovych orbitalt o ¢i m, €i
elektront nevazebnych elektronovych part n do antivazebnych molekulovych orbitald
o* nebo m*. U molekul, které obsahuji ndsobné vazby nebo aromatické kruhy, dochdzi
k elektronovému ptechodu n—n*. Patii sem napiiklad alkeny, alkyny, areny, aldehydy
a ketony, karboxylové kyseliny, nitroslouceniny a mnoho dalSich. Skupiny atom, jez
umoziuji pii excitaci pfechod © elektront do antivazebnych molekulovych orbitalti ©*,
se nazyvaji chromofory. S rostoucim poctem konjugovanych dvojnych vazeb dochézi
v konjugovanych systémech k posunu absorpéniho pasu piechodu n—n* k vysSSim
vinovym délkdm. Podobny vliv maji také skupiny zvané auxochromy, které obsahuji
jeden nebo vice volnych elektronovych pard (-NH,, -OH, -SH atd.). Tyto volné
elektronové pary vstupuji do konjugovaného systému a zptisobuji zménu vinové délky
a intensity absorpniho maxima. Elektrony nevazebnych elektronovych pari » na
atomech vazanych nasobnou vazbou mohou pii absorpci zafeni pirechdzet do
antivazebného molekulového orbitalu n*. V porovnani s pfechodem n—n* je prechod
n—* méné energeticky naro¢ny a latky vykazuji absorpéni maximum pii vysSich
vinovych délkach".

Posun absorp¢niho maxima k vy$§im vlnovym délkdm, ke kterému dochazi
bud'to substituci na chromoforu nebo zménou rozpoustédla, se nazyvd bathochromni
efekt. Napiiklad benzen absorbuje pii vlnové délce maxima 256 nm, zatimco anilin pfi
280 nm, tento rozdil vinovych délek o 24 nm je dan pfitomnosti auxochromu -NH,.
Naopak posun absorpéniho maxima k niz§im vinovym délkam se nazyva hypsochromni

efekt a je zplsoben snizenim konjugace ¢i zménou polarity rozpoustédla. Pfitomnost
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elektron-donorovych ¢i elektrofilnich substituentii (auxochromil) v organickych
slouceninach muze vyvolat také snizeni (hypochromni efekt) ¢i naopak zvySeni
(hyperchromni efekt) intenzity absorpce'®.

Kvantifikaci vlivu substituentli na molekulova absorpéni spektra se zabyval
napiiklad Valenti¢ a kol."”. Pfedmétem jejich studie bylo hledani korela¢nich vztaht
mezi absorpénimi frekvencemi skupiny derivati difenylpropanamidu a Hammetovymi
substituentovymi konstantami. Podobnému studiu se vénoval také Gulseven Sidir

a kol.'®, ktery toto téma aplikoval na skupinu azo barviv.

1.4 Tuberkuléza, onemocnéni zpusobené mykobakteriemi

Tuberkuléza (TBC) je infekéni onemocnéni s vysokou morbiditou a mortalitou,
které se fadi mezi specifické zanétlivé procesy vyvolané mykobakteriemi
Mycobacterium tuberculosis, Mycobaterium bovis a vzacné i Mycobacterium africanum.

Mycobacterium tuberculosis poprvé identifikoval v roce 1882 némecky védec
Robert Koch. M. tuberculosis je nepohybliva asi 1,5-5 pm dlouhd tyCinkova bakterie,
rovnd nebo zakfivend. Je aerobni, acidorezistentni a alkohol rezistentni. Bunky
mykobakterii maji pomérné¢ silnou bunéénou sténu, slozenou prevazné z lipidi ve forme
lipoproteinii a lipopolysacharidi. Pravé tloustka a slozeni bunécné stény je hlavni
pti¢inou neobvyklé odolnosti mykobakterii'’.

Tuberkuléza se prenasi kapénkovou infekei, kdy je zdrojem Clovék s nakazlivou
formou onemocnéni, nebo kontaktem s infikovanym materidlem (krev, mo¢, stolice,
atd.). Mykobakterie vstupuji do lidského organismu nejcastéji dychacimi cestami,
o ¢emz svéd¢i vysoké procento onemocnéni pravé respiracniho ustroji (asi 85 %).
Vzacné mize dojit k tuberkulozni infekci pii styku poranéné klze s infekénim
materidlem. Mykobakterie mohou byt krevnim ¢i lymfatickym systémem zanaseny i do
raznych organti, kromé dychacich cest mohou byt tuberkul6zou postizeny také naptiklad
lymfatické uzliny, ledviny, nadledviny, stfeva, kosti. Pravdépodobnost onemocnéni po
kontaktu s nakazenym clovékem klesd s Casem, nakaza se vSak miize projevit i po
delsim ¢asovém odstupu, je-li imunitni systém ¢loveka oslaben (HIV, nédor, pooperacni

r v ’ <o /18
doléceni a jiné) ".
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Casto se o tuberkuléze mluvi jako o druhé celosvétové nejrozsifendjsi chorobd
hned po onemocnéni zpisobeném virem HIV. Nejvice postizenymi oblastmi jsou zemé
v jihovychodni Asii, Africe a v subsaharské oblasti, tedy zemé rozvojové. V roce 2013
byl celosvétovy pocet novych piipadii tuberkuldzy odhadnut na devét milionl, coz
zhruba odpovida 126 nakazenym osobam na 100 000 obyvatel. Asi padesat Sest procent
z celosvétové incidence je pfifazovano oblastem severovychodni Asie a zemim
zapadniho Tichomoti a zhruba dvacet devét procent africkym zemim. V disledku
ockovani a zlepSeni zivotnich podminek se pocet onemocnéni tuberkuldézou postupné
pomalu snizuje, prumérné o 1,5 % v obdobi mezi lety 2000 a 2013, mezi lety 2012
a 2013 je to pak pokles v priméru o 0,6 %. Nejvyssi pravdépodobnost podlehnuti
tuberkul6ze maji nemocni s HIV/AIDS, dalsi vliv mohou mit nadmérna konzumace
alkoholu a koufeni cigaret'®"’.

V Ceské republice™ bylo v roce 2013 podle Ustavu zdravotnickych informaci
a statistiky CR evidovano 502 ptipadt tuberkulozy, tj. 4,8 piipadu na 100 000 obyvatel.
V tomtéz roce bylo nahlaSeno do Registru TBC 44 umrti zpisobenych timto
onemocnénim, z toho 42 osob bylo diive 1é¢eno proti tuberkuléze. Obecné lze fici,
7e i na Gizemi Ceské republiky podet nemocnych klesé (obr. 1.2).

Pfi¢ina pandemie tuberkuldézy prameni jednak v mechanismu pulsobeni
Mycobacterium tuberculosis. Dal§imi divody pak mohou byt odpor pacienti k 1é¢bé,
nedostupnost dostatecné Iékatské pomoci ¢i nedodrzeni spravného 1é¢ebného programu.
Velkym nebezpecim, predev§im diky pfemnozeni Mycobacterium tuberculosis
v populaci a nedisledné 1é€bé antituberkulotiky, se staly nové vzniklé multi nebo
rozsahle rezistentni mutanty Mycobacterium tuberculosis. Dal§im problémem v feSeni
tuberkuldzy jsou tzv. ,,atypické” nebo ,,podminéné patogenni“ mykobakteridlni kmeny
(napt. M. kansasii, M. scrofulaceum, M. avium, M. intracellulare, M. fortuitum,
M. marinum, M. ulcerans). Tyto mykobakterie jsou v pfirod¢ hojné rozsifené, vyskytuji
se na rostlinach, vpudé, v odpadnich vodich i ve vzduchu. Onemocnéni
(mykobakteridza), které tyto bakterie zptsobuji, se svym prubéhem podoba tuberkuléze,
vétSinou vSak vtomto pfipadé nepomdhd 1é€ba béznymi antituberkulotiky. PostiZzeny

byvaji hlavné plice, kiize, mizni uzliny, kosti*'.



Aneta Kaluzikova: Diplomova prace 17

1400
1200
1000

800

600 -B-dychaci Ustroji
=&—jiny druh TBC

Pocet pFipadt

400

200 M

0

>

RNRC QG S >

° >

o 'LQ\} R

D
P F S P

Rok

Obr. 1.2 Vyvoj incidence tuberkuldzy v Ceské republice v letech 2000 az 2013 (hodnoty ziskany
z Registru TBC).

1.4.1 LécCba tuberkulézy a antituberkulotika

Cilené¢ hledani moznych ucinnych latek proti tuberkuldze se zacalo rozvijet az
v roce 1882, kdy byl odhalen plivodce onemocnéni. Prvni pokusy, kdy byly nemocnym
podavana riiznd barviva, silice a antiseptika, vedly k neuspéchu, nebot’ ani jedna
z aplikovanych latek nebyla ucinna. Dalsi pokusy probihaly s pouZzitim raznych
sloucenin tézkych kovi, naptf. médi, rtuti a hlavné zlata. I v tomto piipad¢ se lékati
dockali netispéchu. Ukézalo se, Ze slouCeniny zlata sice piisobi blahodarné na imunitni
systém nemocného, ale neptisobi proti piivodci onemocnéni a navic jsou znaén¢ toxickeé.
V minulosti se mimo medikaci provadély také -chirurgické zékroky, zejména
pneumotorax postizené plice, ve vyjimeénych piipadech i resekce plic*.

V dnesni dob&> je kinhibici réistu a mnoZeni mykobakterii pouZivana pestra
Skéala chemoterapeutik a antibiotik. Léciva pouzivana k 1écbé tuberkuldzy se souborné
nazyvaji antituberkulotika nebo tuberkulostatika.

Antituberkulotika se vétSinou deli do dvou tad. Prvni fadu tvoii vysoce uéinné
latky s nizkou toxicitou, mezi které se fadi chemoterapeutika isoniazid, ethambutol

a pyrazinamid a antibiotika rifampicin a streptomycin.
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Obr. 1.3 Chemicka struktura vybranych latek prvni fady antituberkulotik; isoniazid (1), ethambutol (2) a
pyrazinamid (3)

Druhé tada se vyznacuje nizsi uc¢innosti a vyssi toxicitou, ale latky plsobi i na
rezistentni kmeny. Do této skupiny antituberkulotik patii ethionamid, cykloserin,

p-aminosalicylova kyselina a také antibiotika kapreomycin a viomycin.

o) OH
N\ .
CHg N OH
Z
HoN o)
S NH, NH.
(1) 2 3)

Obr. 1.4 Chemicka struktura vybranych latek druhé tfidy antituberkulotik; ethionamid (1), cykloserin (2),
kyselina p-aminosalicylova (3)

Pti 1écbé tuberkulozy se nejprve podavaji 1é¢iva prvni fady. V ptipadé, Ze jsou
tyto latky nedostate¢né ucinné, ptistoupi se k podani 1é€iv z druhé fady antituberkulotik,
kterd ovSem maji vyssi toxicitu. Vzhledem k tomu, Ze 1é¢ba tuberkulézy je zdlouhava
(trvd meésice), hrozi zde vznik rezistence piivodce onemocnéni na podévand 1é¢iva. Aby
se rozvoji rezistence piredeslo, je tieba vsouladu s RTG nalezy zvolit vhodnou

kombinaci antituberkulotik a zajistit jejich spravné uzivani.



Aneta Kaluzikova: Diplomova prace 19

Pro 1é¢bu tuberkulézy a jeji odlisSna stddia bylo vypracovano mnoho postupil
terapie. Na pocatku (dva mésice) je zpravidla 1é€ba zahdjena podavanim kombinaci tii
nebo Ctyt latek z prvni skupiny antituberkulotik. Poté se v dalsi fazi (sedm az deset
mésict) pokraduje uZ jen s dvojkombinaci antituberkulotik zakladni fady***.

Ze znalosti struktury, fyzikalné chemickych vlastnosti a biologické aktivity jiz
znamych a G¢innych latek se vychdzi pii vyvoji novych 1é€iv. V ptipadé¢ antituberkulotik
je znamo jiz nékolik pfedlohovych struktur, ze kterych se da pii vyzkumu vychazet.
Nova, potencidlni 1é¢iva se ziskavaji pozménovanim téchto vychozich piedlohovych
struktur, scilem zvySit U€innost 1é¢iva zdsahem do jeho farmakokinetickych
a farmakodynamickych vlastnosti, ¢i odstranit n¢ktery z jeho nedostatkd (napi. vedlejsi
ucinky, nestabilitu, chut’ a jiné). Mnohdy se vSak hledaji 1é¢iva se zcela odliSnou

strukturou, nebot’ u latek odvozenych ze stejné predlohové struktury muize dojit ke

vzniku zktizené resistence a tedy ztraté ucinnosti.

1.4.2 Potencialni antituberkulotika ve strukturni tfidé
salicylthioamidu

Latky odvozené od kyseliny salicylové (obr. 1.5) hraji ve studiu antituberkulotik
a antimykotik vyznamnou roli. Nékteré z nich, napiiklad kyselina p-aminosalicylova, se
v praxi bézné¢ uzivaji. Doposud byly pfipraveny a analyzovany stovky derivata kyseliny
salicylové. Z pocatku byla vénovana pozornost salicylanilidim a jejich modifikacim jak
na acylové, tak i na aminové Casti molekuly. QSAR analyzou se ukézalo, Ze
antimykobakteridlni aktivitu pozitivné ovliviiuji elektron-akceptorové a lipofilni
substituenty v aminové ¢asti molekuly. VIiv substituentli v acylové ¢asti molekuly se
ukdzal byt statisticky vyznamny, avSak obtizn¢ interpretovatelny. Ukdzalo se, Ze
salicylanilidy dosahuji stejné tirovné antimykobakteridlni aktivity jako antituberkulotika
prvni fady. Myslelo se, Ze obsahuji farmakofor jehoZ optimalizaci by bylo mozné ziskat
latky jeste u€inngjsi. Proto byly nasledné syntetizovany dalsi strukturni analogy, u nichz
byla blize zkoumana biologicka aktivita, tyto studie vSak nevedly k uc¢innéjSim

T
latkam?%%".
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Obr. 1. 5 Chemicka struktura kyseliny salicylové

Dalsi vyzkum salicylamidi vedl ke studiu isosternich derivati. Nahrazeni
karbonylu za thiokarbonyl vedlo ke vzniku salicylthioamidl, u nichz 1ze pfedpokladat
ur¢itou podobnost se salicylamidy ve fyzikalné-chemickych vlastnostech a biologické
aktivité. Prokazalo se, Ze nahrada kyslikového atomu sirou vede ke zvySeni
antimykobakterialni aktivity. Salicylthioamidy se tak staly podnétem pro dal$i vyzkum
a syntézu novych derivati. Této tématice se diikladné vénovala skupina profesora
Waissera na katedie anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity

Karlovy”®*’

1.4.3 Studované derivaty salicylthioamidu

Predklddand prace studuje dvacet pét nove syntetizovanych derivati
N-benzylsalicylthioamidu. Derivaty se od sebe navziajem lisi typem a polohou
substituentu na obou aromatickych kruzich. Pfehled vSech studovanych latek je uveden
v tabulce 2.1 (na str. 23)

Ptiprava substituovanych N-benzylsalicylthioamid probihd ve tfech krocich.
Vychozi slouceninou syntézy je N-benzylsalicylamid, ktery vznikd reakci derivatu
benzylaminu s PCls-aktivovanou substituovanou kyselinou salicylovou v prostiedi

2 .
chlorbenzenu®” podle rovnice
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V dal$im kroku dochdzi k mikrovinné thionaci vzniklych N-benzylsalicylamidu, které
reaguji s P4Sio za vzniku heterocyklickych slou€enin, jejichZz naslednou hydrolyzou

vznikaji ptislusné N-benzylsalicylthioamidy
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U studovanych latek byla prokazana in-vitro antimykobakterialni aktivita® proti
M. tuberculosis CNCTC My 331/88, M. kansasii CNCTC My 235/80, Mycobacterium
avium CNCTC My 330/88 a M. kansasii 6509/96. Ve vSech ptipadech se
antimykobakteridlni aktivita ukézala byti srovnatelna ¢i vyS$8i nez aktivita bézné
pouzivaného isoniazidu. Hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace souboru studovanych
latek byly urCeny po c¢trnactidenni a dvaceti jedna denni inkubaci pti 37 °C
a pohybovaly se vrozmezi od 0,125 pmol/L do 125 umol/L. Souhrnny ptehled
minimalnich inhibi¢nich koncentraci studovanych derivati v porovndni s hodnotami
isoniazidu uvadi ve své praci Dolezal a kol’. Derivaty 4 N-(4-methylbenzyl)-2-hydroxy-
thiobenzamid a 20 N-(4-methylbenzyl)-2-hydroxy-4-methylthiobenzamid ve srovnani
s ostatnimi derivaty vykazuji nejvétsi inhibi¢ni aktivitu proti vSem testovanym
mykobakteridlnim kmeniim. Obecné Ize fici, Ze antimykobakteridlni aktivita
N-benzylsalicylthioamidu se zvySuje v pfitomnosti elektron-donorovych a lipofilnich

substituentli v acylové ¢asti molekuly.
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2 Experimentalni Cast

2.1 Studované latky

Studované derivaty N-benzylsalicylthioamidu byly syntetizovany na Katedfe

anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci

Kralové. Totoznost a Cistota byly stanoveny elementdrni analyzou, méfenim bodu tani

a nuklearni magnetickou rezonanci. Pfehled studovanych latek je uveden v tab. 2.1.

OH S
7N N X
Ry |_ H R2
Z Z
Tab. 2.1 Struktury a molarni hmotnosti studovanych N-benzylsalicylthioamida
derivat R' R’ M derivat R R’ M

substituent  substituent g mol” substituent substituent g mol
1 -H -H 243,33 14 4-OCH; 3-Cl 307,80
2 -H 3-CH; 257,35 15 4-CH; 3-NO, 302,35
3 -H 3-Cl 271,77 16 4-Cl 4-Br 356,67
4 -H 4-CH; 257,36 17 5-Br 4-Br 401,12
5 -H 4-Cl 277,17 18 3-CH; 4-Cl 291,80
6 -H 4-F 261,31 19 5-Cl 4-F 295,76
7 -H 4-OCHj; 273,36 20 4-CH; 4-CH; 271,38
8 -H 4-terc-butyl 299,43 21 5-NO, 4-CH; 302,35
9 -H 3,4-Cl, 312,22 22 5-Cl 3,4-Cl, 346,66
10 4-OCH; -H 273,35 23 5-Br 3,4-Cl, 391,11
11 5-Cl -H 277,17 24 4-CH; 4-terc-butyl 313,46
12 4-CH; -H 257,35 25 5-OCH; -H 273,35
13 5-Br 3-Br 401,12
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2.2 Pouzité chemikalie

Jako prostiedi pro chromatografickd a spektrofotometrickd méteni byl pouzit
acetonitril HPLC cistoty Chromasolv (Sigma-Aldrich) s obsahem vody nizS§im nez
0,02 obj. %. Pro stanoveni mrtvého retencniho ¢asu byl pouzit methanol LC-MS Cistoty
Ultra Chromasolv (Sigma-Aldrich). Pro pfipravu mobilni faze byla pouZivana
deionizovand voda pfipravend pomoci Mili-Q Water Purification Systemu

(Millipore,USA).

2.3 Pouzité metody méreni a zpracovani dat

2.3.1 Molekulova absorpéni spektrometrie

Spektrofotometrickd méfeni  studovanych latek byla provadéna na
jednopaprskovém spektrofotometru HP 8453 s diodovym polem (Hewlett Packard)
v kiemennych kyvetach tloustky 1 cm. Findlni roztoky o koncentraci 5-10° mol dm™,
které byly pouzity pro spektrofotometrickou analyzu, byly pfipraveny dvoustupniovym
fedénim acetonitrilem, aby se pfedeslo ndhodnym chybam. Jako blank byl pouZit Cisty

roztok acetonitrilu. Spektra byla proméfena v rozsahu vinovych délek 200-400 nm.

2.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

K ziskdni retencnich cast derivati N-benzylsalicylthioamidu byl pouzit
vysokou¢inny  kapalinovy  chromatograf LC-10AD VP  Shimadzu  se
spektrofotometrickou UV-VIS detekei (SPD-10A VP Shimadzu detektor). Pro analyzu
na obracenych fazich byla zvolena kolona XDB-C18 ZORBAX® o délce 250 mm,
priméru 4,6 mm a velikosti ¢astic 5 um. Pritok mobilni faze byl nastaven na
0,8 ml min" a davkovany objem vzorku byl 10 pl. Absorbance byla méfena pii vinové

délce maxima 265 nm.
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Vzorky o koncentraci 1-10™* mol dm™, které byly pouZity pro chromatografickou
analyzu, byly ptipraveny nafedénim zasobnich roztokd (1-10” mol dm™) acetonitrilem.
Pro stanoveni mrtvého ¢asu byl pouzit roztok methanolu.

Mobilni fazi byla smés acetonitrilu a vody s proménlivym slozenim acetonitrilu
w(CH3CN) = 0,80; 0,75; 0,70; 0,65 a 0,60. Ziskané chromatogramy byly vyhodnoceny
v programu Class-VP Shimadzu. Reten¢ni faktor & byl ziskén ze vztahu (1.1).

2.3.3 QSRR, Regresni a statistické vypocCty

VSechna naméfena data byla zpracovana béZznymi statistickymi postupy na

hlading vyznamnosti 0,95 (cit.*"*?

). Vysledky spektrofotometrického a chromato-
grafického meéfeni studovanych latek jsou prezentovany jako mediany vzdy ze tii
paralelnich méfeni. K ziskéni linedrni zavislosti dvou proménnych byla pouzita metoda
linedrni regrese s vyhodnocenim pfisluSnych odchylek a korelacnich koeficientd.
Vsechny regresni a statistické vypocty byly realizovany pomoci softwarového programu
Microsoft Excel 2010 (Micsrosoft Corporation, USA). Ke tvorbé grafii byl pouzit
softwarovy program Microcal Origin 6.0 (OriginLab Corporation, USA).

Hodnoty rozd€lovacich koeficienti oktanol-voda pro jednotlivé studované
derivaty N-benzylsalicylthioamidu byly vypocitany pomoci programu ChemDraw 14.0
(PerkinElmer, USA).

Substituentové konstanty hydrofobicity m byly pievzaty z tabulek Hansche, Lea
a Hoekmana®. U studovanych derivatd svice substituenty v molekule byly

susbtituentové konstanty ziskdny souctem substituentovych konstant jednotlivych

substituentu.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Studium vlivu substituentl na molekulova absorp¢ni spektra

derivatl N-benzylsalicylthioamidu v ultrafialové oblasti

Byla zméfena UV molekulova absorpéni spektra studovanych derivati

N-benzylsalicylthioamidu a vyhodnocena pfislusnd absorpéni maxima. Hodnoty

absorp¢nich maxim jsou uvedeny v tabulce 3.1.

Tab. 3.1 Struktury a vinové délky absorpénich maxim studovanych derivatt N-benzylsalicylthioamidu

OH S
N Ny N
R, |_ ——R>»
F Z
derivat R' R’ Mmax Momax derivat R R’ Mmax Momax
substituent substituent nm nm substituent substituent nm nm
1 -H -H 260 293 14 4-OCH; 3-Cl 278 322
2 -H 3-CH;, 260 294 15 4-CH; 3-NO, 268 326
3 -H 3-Cl 261 293 16 4-Cl1 4-Br 265 297
4 -H 4-CH; 260 293 17 5-Br 4-Br 256 297
5 -H 4-Cl 261 293 18 3-CH; 4-Cl 269 291
6 -H 4-F 261 293 19 5-Cl 4-F 259 296
7 -H 4-OCH; 262 291 20 3-CH; 4-CH; 269 292
8 -H 4-terc-butyl 261 294 21 5-NO, 4-CH; 254 294
9 -H 3,4-Cl, 260 293 22 5-Cl 3,4-Cl, 257 296
10 4-OCH; -H 279 321 23 5-Br 3,4-Cl, 257 296
11 5-Cl -H 258 297 24 4-CH; 4-terc-butyl 269 294
12 4-CHj; -H 268 291 25 5-OCH; 3-NO, 266 294
13 5-Br 3-Br 258 296
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Byla sestrojena kalibracni zavislost absorbance na koncentraci derivatu 1, aby se
prokézalo, ze se molekulova absorpéni spektra studovanych latek neméni v zavislosti na
jejich koncentraci (obr. 3.1).

Ze spekter bylo zjisténo, ze vSechny studované derivaty vykazuji v ultrafialové
oblasti dvé absorpéni maxima pfi vinovych délkach okolo 260 nm a 293 nm. Jednoduché
amidy absorbuji UV zéfeni pifi vinové délce maxima ptiblizné¢ 200 nm. Zadména atomu
kysliku za atom siry v amidech vede k posunu absorpéniho pasu prechodu n—m*
k vy$§im vlnovym délkdm, asi 260 nm. Prvni absorpéni maximum Ize tedy ztotoZnit
s m—n* prechodem konjugovaného systému, ktery je tvofen aromatickym kruhem
a amidovou funkéni skupinou®.

Vliv substituentli na molekulova absorpéni spektra v ultrafialové oblasti bylo
mozno charakterizovat pouze kvalitativné, protoze se v molekulach studovanych latek
vyskytuji dvé strukturni obmény (substituce na aromatickém kruhu v acylové casti
molekuly a substituce na aromatickém kruhu v amidové casti molekuly), které by se
mohly navzédjem ovliviiovat.

Zakladni derivat 1, nesubstituovany N-benzylsalicylthioamid, vykazuje dvé
absorp¢ni maxima pii 260 nm a 293 nm. Zaména jednoho atomu vodiku na aromatickém
kruhu v amidové ¢asti molekuly za methylovou skupinu nevede k Zddné zméné spektra
(obr. 3.2). Obecn¢ vSak plati, ze piitomnost auxochromniho substituentu
(napt. -CHj3, -OH, -OCH3, -NH,, -X) vede k hyperchromnimu efektu, ktery se projevuje
zvySenim intenzity absorpce. Zaména jednoho atomu vodiku na aromatickém kruhu
v amidové ¢asti molekuly za methoxy skupinu vede k mirnému hyperchromnimu efektu
a ke zjemnéni struktury spektra mezi prvnim a druhym absorpénim maximem (obr. 3.3).
V pifipad¢ substituce dvéma atomy chloru za dva atomu vodiku dochazi ke zvySeni
hodnot molarnich absorpcnich koeficienti obou absorpcnich maxim (obr. 3.4).
Bathrochromni efekt, ktery je pro auxochromni substituenty také charakteristicky, nebyl
u takto substituovanych derivatl pozorovan.

Zaména atomu vodiku na aromatickém kruhu v acylové casti molekuly
za auxochromni substituent (obr. 3.5, methylov4, methoxy skupina) vede ke zvyseni
hodnoty molarniho absorpéniho koeficientu zejména prvniho absorpéniho maxima
a zéaroven vede k posunu absorpéniho pasu k vy$§im vinovym délkam. Substituce
nitroskupinou se rovnéz projevuje hyperchromnim a bathrochromnim efektem

(obr. 3.6.).
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Uvedeny obr. 3.7 potvrzuje skute¢nost, Ze substituce v amidové ¢asti molekuly
nepolarni alifatickou skupinou nevede ke zméné spektra. Naopak zaména atomu vodiku
za nepolarni alifatickou skupinu v acylové ¢asti molekuly se projevuje znatelnym

zvySenim intenzity absorpce.

1!2 T T T T T T T T T
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2 _
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Obr. 3.1 Kalibracni zavislost absorbance na koncentraci N-benzyl-2-hydroxy-thiobenzamidu (derivat 1),
kde (®) predstavuje kalibradni zavislost absorbance prvniho absorpéniho maxima (Ay., = 260 nm) na
koncentraci derivatu 1 a (o) pfedstavuje kalibraéni zavislost absorbance druhého absorpéniho maxima
(Amax = 293 nm) na koncentraci derivatu 1.
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Obr. 3.2 Vliv druhu substituentu na aromatickém kruhu v amidové ¢asti molekuly na UV absorpéni
spektra studovanych derivati N-benzylsalicylthioamidu (¢ = 5-10° mol dm™, / = lcm): plnd &ara:
N-benzyl-2-hydroxy-thiobenzamid  (derivat 1), teckovana c¢ara: N-(3methylbenzyl)-2-hydroxy-
thiobenzamid (derivat 2).
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Obr. 3.3 Vliv druhu substituentu na aromatickém kruhu v amidové ¢asti molekuly na UV absorpéni
spektra studovanych derivati N-benzylsalicylthioamidu (¢ = 5-10° mol dm™, / = lcm): plnd &ara:
N-benzyl-2-hydroxy-thiobenzamid (derivat 1), teCkovana c¢ara: N-(4-methoxybenzyl)-2-hydroxy-
thiobenzamid (derivat 7).
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Obr. 3.4 Vliv druhu substituentu na aromatickém kruhu v amidové ¢asti molekuly na UV absorpéni
spektra studovanych derivati N-benzylsalicylthioamidu (¢ = 5-10° mol dm™, / = lcm): plnd &ara:
N-benzyl-2-hydroxy-thiobenzamid (derivat 1), teckovana c¢ara: N-(3,4-dichlorbenzyl)-2-hydroxy-
thiobenzamid (derivat 9).
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Obr. 3.5 Vliv druhu substituentu na aromatickém kruhu v acylové ¢asti molekuly na UV absorpéni
spektra studovanych derivati N-benzylsalicylthioamidu (¢ = 5-10° mol dm™, / = lcm): plnd &ara:
N-benzyl-2-hydroxy-4-methoxy-thiobenzamid (derivat 10), teckovana cara: N-benzyl-2-hydroxy-4-
methyl-thiobenzamid (derivat 12).
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Obr. 3.6 Vliv druhu substituentu na aromatickém kruhu v acylové ¢asti molekuly na UV absorpéni
spektra studovanych derivati N-benzylsalicylthioamidu (¢ = 5:10° mol dm™, / = lcm): plna &ara:
N-(4-methylbenzyl)-2-hydroxy-4-methyl-thiobenzamid (derivat 20), te¢kovana ¢ara: N-(4-methylbenzyl)-
2-hydroxy-5-nitro-thiobenzamid (derivat 21).
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Obr. 3.7 UV absorpéni spektrum derivati N-benzylsalicylthioamidu (¢ = 5-10° mol dm™, /= lcm): plna
cara: N-(4-terc-butylbenzyl)-2-hydroxy-thiobenzamid (derivat 8), teckovana ¢ara: N-(4-terc-butylbenzyl)-
2-hydroxy-4-methyl-thiobenzamid (derivat 24).
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3.2 Studium vlivu substituentld na retenéni chovani derivatt

N-benzylsalicylthioamidu

Ke studiu vlivu substituentli na retenéni chovani vybranych derivata
N-benzylsalicylthioamidu byla pouzita metoda kapalinové chromatografie na
obracenych fazich C-18. Retencni Casy studovanych latek byly naméfeny s pouzitim
mobilni faze acetonitril-voda s proménlivym sloZenim acetonitrilu w(CH3CN) = 0,80;
0,75; 0,70; 0,65 a 0,60. Bylo zjisténo, ze s poklesem obsahu organické slozky v mobilni
fazi dochdzi k prodluzovani retencniho ¢asu. Tento trend je demonstrovan na obr. 3.8 na
ptikladu derivatu 1.

Z naméfenych retencnich Casti (tab. 3.2) byly vypocitany retencni faktory pfi

daném sloZeni mobilni faze, ze kterych byly nasledné podle vztahu
logk =logky, — S 3.1

ziskany extrapolaci reten¢ni faktory ky pro mobilni fazi s nulovym obsahem acetonitrilu
a smérnice —S zavislosti logaritmu retencniho faktoru na objemovém zlomku ¢

acetonitrilu v mobilni fazi.
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Obr. 3.8 Vliv slozeni mobilni faze na retencni ¢as N-benzyl-2-hydroxy-thiobenzamidu (derivat 1), pfi
HPLC na kolon¢ RP C-18 ZORBAX (250 x 4,6 mm, 5 um), mobilni faze acetonitril-voda: (1) w(CH;CN)
= 0,80, (2) w(CH3CN) = 0,75, (3) w(CH3CN) = 0,70, (4) w(CH5CN) = 0,65, (5) w(CH;CN) = 0,60.
(c(derivatu) = 1-10* mol dm>, F,, = 0,8 cm’ min™', A = 235 nm, nasttik 10 ul).
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Tab. 3.2 Struktury, retenéni Casy, retencni faktory, extrapolované retencni faktory pro mobilni fazi
s nulovym obsahem acetonitrilu, smérnice zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém zlomku
acetonitrilu v mobilni fazi, koeficient determinace zavislosti log k& vs. ¢, pro studované derivaty
N-benzylsalicylthioamidu pfi HPLC chromatografii na koloné¢ RP C-18 ZORBAX (250 x 4,6 mm, 5 um)
v mobilni fazi acetonitril-voda. (c(derivat) = 1-10°* mol dm™, F, = 0,8 cm’min”, 1 = 235 nm,
ty W(CH3CN) = 0,60) = 150 s, # (W(CH3CN) = 0,65) = 129 s, # (W(CH3CN) = 0,70) = 141 s,
t (W(CH3CN) = 0,75) = 136 s, tm (W(CH3CN) = 0,80) = 137 s, nastiik 10 ul).

OH S
N g N
R1|— ——R,
F F

_ w(CH;CN)
f§ R! R? 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 logky -S I
3 t, S k t., S k t., S k t, S k t, S k

1 -H -H 476 2,17 344 1,67 293 1,07 260 091 241 0,76 1,728 0,024 0,9670
2 -H 3-CH; 618 3,11 414 221 342 1,42 203 1,16 262 092 2,081 0,027 0,9783
3 -H 3-Cl 642 327 417 224 341 1,41 202 1,15 259 090 2,181 0,028 0,9763
4 -H 4-CHj; 635 3,22 426 231 348 1,46 297 1,19 267 095 2,103 0,027 0,9760
5 -H 4-Cl 662 3,41 427 231 346 1,45 208 1,19 266 094 2,186 0,028 0,9717
6 -H 4-F 506 2,37 354 1,75 296 1,09 264 094 240 0,76 1,865 0,025 0,9659
7 -H 4-OCH; 480 2,20 350 1,72 289 1,04° 264 094 240 0,75 1,776 0,024 0,9975
8 -H 4-terc-butyl 1224 7,15 744 4,77 547 2,87 441 224 354 1,59 2,795 0,033 0,9872
9 -H 3,4-Cl, 823 4,48 513 2,98 399 1,82 338 1,49 293 1,15 2,404 0,030 0,9734
10 4-OCH; -H 517 2,44 339 1,63 284 1,01 256 0,89 238 0,74 1924 0,026 09864
11 5-Cl -H 427 1,84 284 1,20 233 0,65 218 0,60 207 0,52 1919 0,028 0,9809
12 4-CH; -H 600 2,99 442 2,42 349 1,47 209 120 266 095 2,045 0,026 0,9749
13 5-Br 3-Br 540 2,60 337 1,61 261 0,85 232 0,71 213 0,56 2,422 0,034 0,9899
14 4-OCH; 3-Cl 636 3,23 430 2,33 327 131 281 1,07 253 0,85 2311 0,030 0,9943
15 4-CH; 3-NO, 538 2,58 397 2,08 311 1,20 269 098 242 0,77 2,079 0,028 0,9913
16 4-Cl 4-Br 418 1,78 430 2,33 211 0,49° 202 049 186 0,36 2365 0,035 0,9961
17 5-Br 4-Br 556 2,70 554 3,29 251 0,78 236 0,74 208 0,52 2,595 0,036 0,9983
18 3-CH; 4-Cl 1119 6,45 778 5,04 533 2,77 419 2,09 342 1,50 2,798 0,033 0,9821
19 5-Cl 4-F 408 1,72 436 2,38 221 0,57 210 0,55 192 0,40 2,148 0,032 0,9984
20 4-CH; 4-CH; 785 422 577 3,47 418 1,96 345 1,54 293 1,15 2,420 0,030 0,9757
21 5-NO, 4-CH, 154 0,03 145 0,12 142 0,00° 141 0,04 139 0,01 3,108 0,615 09738
22 5-Cl 3,4-Cl, 623 3,15 624 3,84 274 0,94° 248 082 212 0,55 2,774 0,038 0,9994
23 5-Br 3,4-Cl, 646 3,30 685 431° 277 0,96 241 0,77 209 0,553 2,854 0,040 0,9639
24 4-CH;  4-terc-butyl 1613 9,74 1081 7,38 733 4,18 532 2,92 407 1,97 3,153 0,036 0,9915
25 5-OCH; 3-NO, 606 3,03 377 1,92 311 1,20 271 1,00 242 0,77 2211 0,030 0,9663

“ Hodnota vyloucena ze zavislosti log & vs. ¢ pro extrapolaci log ko a parametr —S.
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3.3 Regresni vztahy mezi retencnimi faktory a deskriptory

studovanych latek

Z namé&fenych dat je patrné, Ze retencni Casy jsou ovliviiovany substituenty na
obou substitu¢nich mistech N-benzylsalicylthioamidu. Na obr. 3.9 je demonstrovan vliv
substituentli na retencni Cas pro derivaty substituované jen na amidovém kruhu, na
obr. 3.10 pro derivaty se substituci pouze na acylovém kruhu a na obr. 3.11 pro derivaty
se substituci na obou kruzich.

Kvantifikace vlivu struktury na retenéni chovani studovanych derivati,
charakterizovaného pomoci reten¢niho faktoru ky pro mobilni fazi s nulovym obsahem
acetonitrilu a smérnice —S zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém zlomku
acetonitrilu v mobilni fazi, byla provedena se dvéma deskriptory (a) s rozdélovacim
koeficientem oktanol-voda, (b) se substituentovymi konstantami hydrofobicity.
V tab. 3.3 je uveden ptehled pouzitych deskriptori a veli¢in popisujicich retencni

chovani studovanych N-benzylsalicylthioamidi.
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Obr. 3.9 Vliv substituentil na retencni ¢as studovanych N-benzylsalicylthioamida pii HPLC na koloné RP
C-18 ZORBAX (250 x 4,6 mm) v mobilni fazi acetonitril-voda 70:30; (1) N-benzyl-2-hydroxy-
thiobenzamid  (derivat 1), (2)  N-(3-methylbenzyl)-2-hydroxy-thiobenzamid  (derivat  2)
(c(derivatu) = 1-10"* mol dm, F,, == 0,8 cm’min ', A = 235 nm, nasttik 10 pl).
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Obr. 3.10 Vliv substituent na retencni ¢as studovanych N-benzylsalicylthioamidl pii HPLC na koloné
RP C-18 ZORBAX (250 x 4,6 mm) v mobilni fazi acetonitril-voda 70:30; (1) N-benzyl-2-hydroxy-5-
chlor-thiobenzamid  (derivat 11), (2)  N-benzyl-2-hydroxy-thiobenzamidu  (derivat  1).
(c(derivatu) = 1-10* mol dm, Fy, = 0,8 cm’min", A = 235 nm, néstiik 10 pl).
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Obr. 3.11 Vliv substituent na retencni ¢as studovanych N-benzylsalicylthioamidl pii HPLC na koloné
RP C-18 ZORBAX (250 x 4,6 mm) v mobilni fazi acetonitril-voda 70:30; (1) N-(4-fluorbenzyl)-
-5-chlor-2-hydroxy-thiobenzamid (derivat 19), (2) N-(3,4-dichlorbenzyl)-5-brom-2-hydroxy-thiobenzamid
(derivat 22), (3) N-benzyl-2-hydroxy-thiobenzamidu (derivat 1). (c(derivatu) = 1-10* mol dm™,
Fu=0,8 cm’min', A = 235 nm, nastiik 10 pl).
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Tab. 3.3 Struktury, hydrofobni substituentové konstanty, logaritmy rozdélovaciho koeficientu oktanol-
-voda, extrapolované retenc¢ni faktory pro mobilni fazi s nulovym obsahem acetonitrilu a smérnice
zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém zlomku acetonitrilu v mobilni fazi pro studované
derivaty N-benzylsalicylthioamidu pifi HPLC chromatografii na koloné RP C-18 ZORBAX
(250 x 4,6 mm) v mobilni fizi acetonitril-voda. (c(derivat) = 1-10™* mol dm™, F, = 0,8 cm’min’,
/=235 nm, nastiik 10 ul).

OH S
N v AN
R1|— | Rs
~ S

fg R' R’ TRy TiRa logP  logko -S
o

1 -H -H 0,00 0,00 3,50 1,728 0,024
2 -H 3-CH; 0,00 0,56 3,99 2,081 0,027
3 -H 3-Cl 0,00 0,71 4,06 2,181 0,028
4 -H 4-CH; 0,00 0,56 3,99 2,103 0,027
5 -H 4-Cl 0,00 0,71 4,06 2,18 0,028
6 -H 4-F 0,00 0,14 3,66 1,865 0,025
7 -H 4-OCHj 0,00 -0,02 3,38 1,776 0,024
8 -H 4-terc-butyl 0,00 1,98 521 2,795 0,033
9 -H 3,4-Cl, 0,00 1,42 4,62 2,404 0,030
10 4-OCH; -H -0,02 0,00 3,38 1,924 0,026
11 5-Cl -H 0,71 0,00 4,06 1,919 0,028
12 4-CH; -H 0,56 0,00 3,99 2,045 0,026
13 5-Br 3-Br 0,86 0,86 5,16 2422 0,034
14 4-OCH; 3-Cl -0,02 0,71 394 2311 0,030
15 4-CH;, 3-NO, 0,56 028 2,73 2,079 0,028
16 4-Cl 4-Br 0,71 086 489 2365 0,035
17 5-Br 4-Br 0,86 0,8 516 2,595 0,036
18 3-CH;, 4-Cl 0,56 0,71 455 2,798 0,033
19 5-Cl 4-F 0,71 0,14 422 2,148 0,032
20 4-CH; 4-CH; 0,56 0,56 4,48 2,420 0,030
21 5-NO, 4-CH; -0,28 0,56 2,73 3,108 0,615
22 5-Cl 3,4-Cl, 0,71 1,42 518 2,774 0,038
23 5-Br 3,4-Cl, 0,86 1,42 545 2854 0,040
24 4-CH; 4-terc-butyl 0,56 1,98 570 3,153 0,036
25 5-OCH; 3-NO, 0,02 028 245 2211 0,030




Aneta Kaluzikovad: Diplomova prace 39

3.3.1 QSRR s rozdélovacim koeficientem oktanol-voda

Vynesenim zavislosti log ky resp. —S, studovanych derivati N-benzylsalicylthioamidi na
hodnoté rozdelovaciho koeficientu oktanol-voda (obr. 3.12) bylo zjisténo, Ze ze
zavislosti se vyrazné vydé€luji derivaty obsahujici ve své struktufe nitroskupinu, tedy 15,

21 a25.
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Obr. 3.12 Korelace mezi (a) hodnotami logaritmu reten¢niho faktoru pro mobilni fazi s nulovym obsahem
acetonitrilu a hodnotou rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda, (b) smérnici zavislosti logaritmu
retencniho faktoru na objemovém zlomku acetonitrilu v mobilni fazi a hodnotou rozdélovaciho
koeficientu oktanol-voda pti HPLC na koloné¢ RP C-18 ZORBAX pro studované N-benzylsalicyltioamidy:
(o) derivaty neobsahujici nitroskupinu, (e) derivaty obsahujici nitroskupinu v molekule derivatu.
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Pravdépodobnou pfic¢inou tohoto jevu je, Ze se pifi chromatografické interakci mezi
latkou a staciondrni fazi u derivatl s nitroskupinou uplatiiuji jiné efekty nez u ostatnich
studovanych derivati. Proto byly tyto derivaty (tedy derivaty 15, 21 a 25)
z dal$ich korelacnich vypocti vylouceny. Pro dalsi vypocty bylo déale pracovano pouze
s daty ostatnich studovanych derivatl. Byly ziskany vysledné rovnice popisujici korelaci
logaritmu retencniho faktoru pro mobilni fdzi s nulovym obsahem acetonitrilu,
resp. smérnice zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém zlomku

acetonitrilu v mobilni fazi, s logaritmem rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda

log ko = 0,514 (£0,050) log P + 0,05 (£0,22) (3.2)
n= 22, 1”2 = 0,8435, Sy = 0,16, F= 107,79 > Fz, 22,0,05 = 3,44

~S=10,00618 (£0,00058) log P + 0,0032 (+:0,0026) (3.3)
n= 22, 1’2 = 0,8487, Sy = 0,0019, F= 112,20 > Fz, 22,0,05 = 3,44

Statistické parametry obou korela¢nich rovnic ukazuji, Ze rovnice jsou statisticky platné.

Grafické vyjadieni nalezenych korelac¢nich rovnic (3.2) a (3.3) je uvedeno na obr. 3.13.
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Obr. 3.13 Korelace (a) mezi hodnotami logaritmu experimentalné zjisténého retenéniho faktoru pro
mobilni fazi s nulovym obsahem acetonitrilu a hodnotami predikovanymi z korela¢ni rovnice (3.2),
(b) mezi hodnotami experimentalné zjiSténé smeérnice zavislosti logaritmu retenéniho faktoru na
objemovém zlomku acetonitrilu v mobilni fazi a hodnotami predikovanymi z korela¢ni rovnice (3.3)
studované N-benzylsalicylthioamidy. Te¢kovana ¢ara znazoriuje idealni korelaci s 7 = 1,0000.
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3.3.2 QSRR s hydrofobnimi substituentovymi m konstantami

Druhou moznosti, jak kvantifikovat vliv substituentli na chromatografické
chovani studovanych derivati, bylo pouziti hydrofobnich substituentovych mt konstant
pro substituenty na obou substitu¢nich mistech. Proto byla formulovana obecna regresni

rovnice

retencni parametr = a ) + b Try + ¢ 3.4)

kde retencni parametr je bud’ logaritmus reten¢niho faktoru pro mobilni fazi s nulovym
obsahem acetonitrilu nebo smérnice zavislosti logaritmu retencniho faktoru na
objemovém zlomku acetonitrilu v mobilni fazi, a, b, ¢ jsou regresni parametry a nr;, Tr2
pak hydrofobni substituentové konstanty na acylovém, resp. amidovém, kruhu.

K ovéfeni statistické platnosti pfislusnych rovnic byla dostupna data (tj. data
vSech studovanych derivatd, s vyloucenim derivati obsahujicich ve struktufe
nitroskupinu) rozdé€lena na trénovaci a valida¢ni sadu. Byla testovana celkem Ctyfi rizna
rozdéleni derivatd, s cilem dosdhnout maximalni distribuce retencnich parametri, resp.
hydrofobnich konstant, v obou sadach. V kazdém rozd¢€leni byly derivaty sefazeny ve
vzestupné fadé podle zvolené¢ho parametru, liché ¢leny fady byly zahrnuty do trénovaci
sady, sudé ¢leny fady pak do sady validac¢ni. Pfehled vytvorenych rozd€leni a sad udava

tab. 3.4.

Tab. 3.4 Pouzita rozdéleni pro testovani QSRR rovnic s hydrofobnimi substituentovymi konstantami,
podminky t¥idéni ptislusného rozdéleni a derivaty zahrnuté do testovaci a validaéni sady

rozdéleni  podminka tiidéni  sada derivaty
1 ek trénovaci 1, 2,5, 6, 8, 10, 16, 17, 19, 20, 23
validacni  3,4,7,9, 11, 12, 13, 14, 18, 22, 24
twénovaci 1,3, 5,7, 9, 10, 16, 17, 18, 22, 24
i ™ validacni 2,4, 6,8, 11, 12, 13, 14, 19, 20, 23
ténovaci 3, 4,7, 8, 10, 12, 13, 14, 17, 19, 22
HI e validatni  1,2,5,6,9, 11, 16, 18, 20, 23, 24
trénovaci 1,4, 5, 6, 8, 12, 13, 14, 20, 22, 24
v N validaéni ~ 2,3,7,9, 10, 11, 16, 17, 18, 19, 23
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Pomoci trénovacich sad rozdéleni I.—III. byly vypocitany regresni rovnice pro logaritmus
reten¢niho faktoru pro mobilni fazi s nulovym obsahem acetonitrilu

a) z rozd¢leni I:

log ko = 0,488 (£0,044) mr; + 0,369 (£0,069) nr> + 1,825 (£0,041) (3.5)
n=11,r=0,9590, s, = 0,084, F = 93,60 > F3 11,005 = 3,59

b) z rozd¢leni II:
log ko = 0,477 (+0,097) 7tr; + 0,48 (£0,17) mg + 1,830 (+0,084) (3.6)
n= 11, 1”2 = 0,8863, Sy = 0,17, F= 31,19 > F3, 11,0,05 — 3,59

¢) z rozd¢leni III:
log ko = 0,476 (+0,036) 7, + 0,281 (+0,058) mg, + 1,873 (+0,036) (3.7)
n= 11, 1”2 = 0,9633, Sy = 0,072, F= 105,07 > F3, 11,0,05 — 3,59

Spravnost regresnich rovnic (3.5)~3.7) byla testovana pomoci odpovidajicich
validacnich sad, na obr. 3.14 je zndzornéna korelace mezi experimentalné zjiSténymi
hodnotami logaritmu retencniho faktoru pro mobilni fazi s nulovym obsahem

acetonitrilu a hodnotami predikovanymi z ptislu$né regresni rovnice.
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Obr. 3.14 Korelace mezi experimentalné zjisténymi hodnotami logaritmu reten¢niho faktoru pro mobilni
fazi s nulovym obsahem acetonitrilu valida¢ni sady ptislusného rozdéleni a hodnotami predikovanymi (a)
z regresni rovnice (3.5), (b) z regresni rovnice (3.6), (c) z regresni rovnice (3.7). TeCkovana Cara
znazoriuje idealni korelaci s 7 = 1,0000.
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Ze statistickych parametrii korelaci uvedenych na obr. 3.14 plyne, Ze testovany piistup
k vytvoteni regresni rovnice je spravny a vSechna tfi pouzitd rozdéleni poskytuji platné
QSRR regrese. Proto byla s pouzitim dat pro vSechny studované derivaty vypocitana
vysledna rovnice pro logaritmus reten¢niho faktoru pro mobilni fazi s nulovym obsahem

acetonitrilu

log ko = 0,518 (+0,047) mtg; + 0,355 (+0,079) mg; + 1,822 (+0,048) (3.8)
n= 22, 1”2 = 0,8951, Sy = 0,13, F= 81,10 > F3,22, 0,05 = 3,05

Z této rovnice je patrné, Ze na hodnotu logaritmu reten¢niho faktoru pro mobilni fazi
s nulovym obsahem acetonitrilu ma vétsi vliv substituent na acylovém kruhu, tedy
substituent R'.

Dale byly pomoci trénovacich sad rozdéleni I1.-IV. vypocitany regresni rovnice
pro smérnici zavislosti logaritmu retencniho faktoru na objemovém zlomku acetonitrilu
v mobilni fazi
a) z rozdéleni II:

-5=0,00334 (£0,00063) mg; + 0,0010 (x0,0011) 7r> + 0,02500 (+0,00054) (3.9)
n=11,7=0,9645,s,=0,0011, F = 108,61 > F3 11 005 = 3,59

b) rozd¢leni III:
-5=0,00473 (£0,00084) ntg; + 0,0072 (x£0,0013) 7, + 0,02482 (+0,00085) (3.10)
n=11,r=0,8906, s, = 0,0017, F = 32,56 > F3 11,005 = 3,59

¢) rozdéleni IV:
—85=0,00489 (+£0,00071) ©tr; + 0,0059 (£0,0014) 7tg, + 0,02429 (£0,00079) (3.11)
n=11,7=0,9086, s, =0,0016, F = 39,77 > F3 11,005 = 3,59

Spravnost regresnich rovnic (3.9)—(3.11) byla testovdna pomoci odpovidajicich
validacnich sad, na obr. 3.15 je zndzornéna korelace mezi experimentalné zjiSténymi
hodnotami smérnice zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém zlomku

acetonitrilu v mobilni fazi a hodnotami predikovanymi z ptislusné regresni rovnice.
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Obr. 3.15 Korelace mezi experimentalné zjisténymi hodnotami experimentalné zjisténymi hodnotami
smérnice zavislosti logaritmu retenéniho faktoru na objemovém zlomku acetonitrilu v mobilni fazi
valida¢ni sady pfisluSného rozdéleni a hodnotami predikovanymi (a) z regresni rovnice (3.9),
(b) z regresni rovnice (3.10), (c) z regresni rovnice (3.11). TeCkovana ¢ara znazoriiuje idealni korelaci
s 7 =1,0000.

Ze statistickych parametrii korelaci uvedenych na obr. 3.15 plyne, Ze testovany piistup
k vytvoteni regresni rovnice je spravny a vSechna tfi pouzitd rozdéleni poskytuji platné
QSRR regrese. Proto byla s pouzitim dat pro vSechny studované derivaty vypocitana
vysledna rovnice pro smérnici zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém

zlomku acetonitrilu v mobilni fazi
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— §=0,00467 (£0,00055) 7t + 0,00775 (£0,00092) > + 0,0244 (0,00056)  (3.12)
n=22,7*=0,9013, s, = 0,0015, F = 86,74 > F3 5 005 = 3,05

Z této rovnice je patrné, Ze na hodnotu smérnice zavislosti logaritmu retencniho faktoru
na objemovém zlomku acetonitrilu v mobilni f4zi ma vétsi vliv substituent na amidovém

kruhu, tedy substituent R”.
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4 Zaver

Piedkladand diplomova prace se zame¢fila na studium molekulovych absorpénich
spekter derivatl N-benzylsalicylthioamidu v UV oblasti a na QSRR studium chromato-
grafickych vlastnosti téchto latek.

V prvni ¢asti prace byla naméfena molekulova absorpéni spektra studovanych
latek v UV oblasti. Ze spekter bylo zjisténo, ze vSechny studované derivaty vykazuji
v ultrafialové oblasti dvé absorpéni maxima pii vlnovych délkach okolo 260 nm
a 293 nm. Jelikoz se u studovanych latek objevuji dvé strukturni obmény, bylo mozno
vliv substituentll na molekulova absorp¢ni spektra v ultrafialové oblasti charakterizovat
pouze kvalitativné. Sestrojenim kalibracni zévislosti absorbance na koncentraci
derivatu 1 se dokazalo, ze koncentrace latky neovliviiuje pribéh absorpéniho spektra.
Bylo zjisténo, ze substituce auxochromnim substituentem (napt. -CHs, -OH, -OCHj,
-NH,, -X) na acylovém kruhu vede ke zvySeni hodnoty moldrniho absorpéniho
koeficientu (hyperchromni efekt) zejména prvniho absorpéniho maxima a k posunu
absorpéniho pasu k vys§im vlnovym délkdm (bathrochromni efekt). Ptitomnost
auxochromtl na amidovém kruhu, s vyjimkou nepolarnich alifatickych substituentti, vede
rovnéZz k hyperchromnimu efektu.

V druhé c¢asti prace byly pomoci HPLC chromatografie na koloné s obracenou
fazi XDB-C18 ZORBAX v mobilni fazi acetonitril-voda s proménlivym slozenim
acetonitrilu w(CHsCN) = 0,80; 0,75; 0,70; 0,65 a 0,60 naméfeny retencni casy
studovanych derivati N-benzylsalicylthioamidu. Bylo zjiSténo, Ze s poklesem obsahu
organické slozky v mobilni fazi dochazi k prodluZzovani reten¢niho ¢asu.

Z naméfenych retencnich casti byly vypoclitdny piisluSné retencni faktory.
Ke kvantifikaci vlivu struktury na retenéni chovani studovanych latek,
charakterizovaného pomoci retencniho faktoru pro mobilni fazi s nulovym obsahem
acetonitrilu a smérnice zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém zlomku
acetonitrilu v mobilni fazi, byly pouzity dva strukturni deskriptory, a to rozdélovaci
koeficient oktanol-voda a substituentové konstanty hydrofobicity. Bylo zjisténo, ze

derivaty obsahujici nitroskupinu, tedy 15, 21 a 25, se svym retencnim chovanim vydéluji
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ze studovaného souboru derivati. Pravdépodobnou pfic¢inou tohoto jevu je objemnost
a vysoka polarita substituentu, kterd zptisobuje odliSnou chromatografickou interakci
mezi latkou a stacionarni fazi. Po vylouceni derivatd 15, 21 a 25 ze studovaného
souboru latek byly ziskdny vysledné rovnice popisujici korelaci logaritmu reten¢niho
faktoru pro mobilni fazi s nulovym obsahem acetonitrilu, resp. smérnice zavislosti
logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém zlomku acetonitrilu v mobilni fazi,

s logaritmem rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda

log ko = 0,514 (£0,050) log P + 0,05 (£0,22) (3.2)
n= 22, 1”2 = 0,8435, Sy = 0,16, F= 107,79 > Fz, 22,0,05 = 3,44

~S=10,00618 (£0,00058) log P + 0,0032 (+:0,0026) (3.3)
n= 22, 1’2 = 0,8487, Sy = 0,0019, F= 112,20 > Fz, 22,0,05 = 3,44

Ze statistickych parametrii obou korelacnich rovnic lze usuzovat, Ze jsou statisticky
spravné.

Druhou moznosti, jak kvantifikovat vliv substituentdl na chromatografické
chovani studovanych derivatii, bylo pouziti hydrofobnich substituentovych konstant.
K ovéfeni statistické spravnosti korelacnich rovnic byla dostupnd data rozdélena na
trénovaci a validani sadu. Byla testovana celkem Ctyfi riznd rozdéleni derivati.
Po ovéfeni statistické platnosti testovaci sady pro tii rozdéleni byla nalezena vysledna

korela¢ni rovnice pro logaritmus retenénimu faktoru s nulovym obsahem acetonitrilu

log ko = 0,518 (+0,047) mtg; + 0,355 (+0,079) mg, + 1,822 (+0,048) (3.8)
n= 22, 1”2 = 0,8951, Sy = 0,13, F= 81,10 > F3,22, 0,05 = 3,05

Korela¢ni rovnice se ukdzala jako statisticky platna a z hodnot korelacnich koeficientt je
patrné, Ze na hodnotu logaritmu reten¢niho faktoru pro mobilni fazi s nulovym obsahem
acetonitrilu ma vétsi vliv substituent na acylovém kruhu. Podobné byla vypocitana
1 regresni rovnice pro smérnici zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém

zlomku acetonitrilu v mobilni fazi

— §=0,00467 (£0,00055) 7, + 0,00775 (£0,00092) > + 0,0244 (0,00056)  (3.12)
n=22,77=0,9013, s, = 0,0015, F = 86,74 > F3 5 005 = 3,05
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Z porovnani hodnot regresnich koeficientd je patrné, Ze na hodnotu smérnice zavislosti

logaritmu reten¢niho faktoru na objemovém zlomku acetonitrilu v mobilni fazi ma vétsi

vliv substituent na amidovém kruhu.
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